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DESCRIPCION
Composiciones de kiwi amarillo y procedimientos de preparacién y uso de las mismas
Campo de la invencién

La presente divulgacidn se refiere a composiciones preparadas a partir de kiwi amarillo, Actinidia chinensis. También estan
relacionados procedimientos de preparacién de dichas composiciones y procedimientos de uso de dichas composiciones,
incluyendo procedimientos de tratamiento o prevencidn de trastornos del aparato gastrointestinal.

Antecedentes de la invencion

El tubo gastrointestinal alberga aproximadamente 10'* células microbianas, que consisten en mas de 1000 especies o
filotipos, la mayoria de los cuales se hallan en el colon (Rajilic-Stojanovic y de Vosm 2014; Qin et al. 2010; Egert et al.
2008). El intestino grueso es un sitio de fermentacién metabdlicamente activo, caracterizado por diversas e intrincadas
relaciones microbianas que son fundamentales para la salud humana (Backhed et al. 2005). Los datos experimentales
han demostrado hasta qué punto la microbiota colénica y su huésped humano existen en un delicado estado de equilibrio.
Se ha demostrado que la microbiota est4 asociada con una amplia gama de beneficios para la salud, incluyendo funcién
y maduracién inmunitarias mejoradas, comportamiento modificado, regulacién de la saciedad, inhibicién de patdgenos,
aumento de la absorcién de minerales y mantenimiento del equilibrio energético (Geurts et al. 2014; Parnell y Reimer
2012; Bravo et al. 2011; Buffie y Pamer 2013).

Esta interdependencia huésped-microbiota se ha ilustrado en un estudio usando ratones y peces cebra, donde las
microbiotas naturales de cada uno se trasplantaron a representantes libres de gérmenes de las otras especies. Se
descubrié que la composicién volveria a revertir para parecerse a la de la microbiota del huésped natural (Rawls et al.
20086). Los desequilibrios en la composicién de la comunidad microbiana provocados por la alimentacién, genética, edad,
estrés o xenobiébticos pueden inducir un estado de disbiosis que puede promover una microbiota mas susceptible a las
enfermedades. El consumo de determinados tipos de componentes alimenticios tiene una influencia importante en las
comunidades de microorganismos colénicos, observandose tipicamente los cambios dentro de las 24 horas posteriores
al consumo (Wu et al. 2011; Parkar et al. 2012).

En el tubo gastrointestinal humano, Faecalibacterium prausnitzii es una de las especies mas pobladas, observandose
tipicamente en mas de un 5 % de la proporcién total de la microbiota colénica de adultos sanos (Miquel et a/. 2013). Los
miembros del filo Firmicutes, F prausnitzii, son habitantes comensales del intestino grueso humano, con propiedades
antiinflamatorias demostradas in vivo (Sokol et al. 2009; Furet et al. 2010). Los bajos niveles de F prausnitzii se han
asociado repetidamente con una gama de trastornos intestinales, incluyendo sindrome del intestino irritable (Sll), atopia,
diabetes y enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), tales como enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU)
(Sokol et al. 2009; Furet et al. 2010; Rajilic-Stojanovic et al. 2011; Candela et al. 2012; Willing et al. 2010). Estas
observaciones consecuentes muestran que una concentracidn empobrecida de F. prausnitzii es una conclusién
indeseable y, por lo tanto, cualquier tratamiento que pueda estimular selectivamente su proliferacién probablemente valga
la pena.

Los mecanismos por los que F. prausnitzii facilita sus efectos promotores de la salud se han atribuido a la produccién de
butirato y efectos antiinflamatorios. Un estudio con ratones por Sokol y colaboradores descubrié que el sobrenadante de
F. prausnitzii o F. prausnitzii reducia la gravedad de la colitis inducida quimicamente, promovia la sintesis de citocinas
antiinflamatorias y mitigaba la produccién de citocinas proinflamatorias, lo que sugiere que los efectos antiinflamatorios
estan mediados por metabolitos secretados (Sokol et al. 2008). Ademas, F. prausnitzii genera grandes cantidades de
butirato, asi como algo de lactato y formiato como resultado de la fermentaciéon de carbohidratos (Duncan et al. 2002,
Duncan et al. 2004).

El estrefiimiento es una afeccién comln que puede afectar significativamente a la calidad de vida de una individuo, con
un deterioro que se compara al de enfermedades crénicas graves, tales como la diabetes y la artrosis. Se estima que
hasta un 20 % de la poblacién mundial padece esta afeccidn, siendo las mujeres y los individuos mayores de 65 afios los
afectados con mayor frecuencia (Attaluri et a/. 2011; Udani y Bloom 2013). Las complicaciones que pueden surgir del
estrefiimiento incluyen fisuras anales, prolapso rectal e impactacion fecal. El esfuerzo para hacer pasar las heces puede
dar lugar a hemorroides. En etapas posteriores del estrefiimiento, el abdomen se puede distender, endurecer y volverse
difusamente sensible. Los casos graves pueden presentar sintomas de obstruccién intestinal, por ejemplo, vémitos y dolor
abdominal, asi como encopresis, donde las heces blandas del intestino delgado eluden la masa de materia fecal
impactada en el colon.

Es bien sabido que la alteracién del equilibrio de la microbiota en el tubo digestivo puede cambiar la motilidad intestinal,
dando como resultado estrefiimiento (Husebye et al. 2001; Rhee et al. 2001). Ademés, los pacientes con estrefiimiento
intestinal crénico presentan un desequilibrio en la microbiota, caracterizado por una disminucién relativa de bacterias
beneficiosas y un incremento de bacterias y hongos potencialmente patégenos (Khalif et a/. 2005). Dichos pacientes
muestran un incremento significativo de los recuentos de E. coli, S. aureus y enterobacterias (Khalif et al. 2005).
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Ademas, una progresiéon de la enfermedad més prolongada del estrefiimiento crénico da lugar a mayores puntuaciones
para los microorganismos indeseables y menores puntuaciones para los deseables (Khalif et a/. 2005). En un estudio con
nifios a los que se les ha diagnosticado estrefiimiento crénico, se descubri6é disbiosis intestinal en las heces, con un
incremento significativo de los recuentos de Clostridium, Bacteroides y E. coli (Zoppi et al. 1998). Un estudio particular ha
descubierto una disminucién significativa del recuento de las cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus en las heces de
individuos estrefiidos; dicha disminucidén es hasta diez veces menor para el género de Bifidobacterium (Chassard et al.
2012).

Las opciones de intervencion para el estrefiimiento siguen siendo dificiles y complicadas, y muchos individuos no estén
satisfechos con los tratamientos y medicamentos actuales. Estas incluyen modificaciones higiénico-dietéticas y
alimentarias, tales como un consumo incrementado de frutas y verduras, aporte complementario de fibra (metilcelulosa;
glucomanano de konjac, psyllium), ingesta incrementada de liquidos y ejercicio, asi como intervencién farmacolégica con
laxantes emolientes, laxantes estimulantes y laxantes osméticos (Attaluri et al. 2011; Leung et al. 2011; Liu 2011).

El uso rutinario de laxantes esta contraindicado, ya que los pacientes pueden llegar a ser dependientes tras su uso. Se
pueden usar enemas para proporcionar una forma de estimulacién mecénica. Por otra parte, los enemas tipicamente solo
son Utiles para las heces en el recto, no en el tubo intestinal. Se han puesto a disposicién en el mercado una gama en
incremento de productos herbarios y otros naturales (incluyendo aloe y ruibarbo (Udani y Bloom 2013)) publicitados para
ayudar a la laxacién. Aun, solo hay evidencia anecdética con respecto a su eficacia y éxito para dar alivio al estrefiimiento.

Por el contrario, es bien conocido que la fibra es importante para la digestién —la fibra soluble atrae agua, lo que ayuda
a ralentizar la digestién, y la fibra insoluble afiade volumen a las heces para ayudar a la laxacién—. Las enzimas también
ayudan a la digestién al descomponer los grandes compuestos alimenticios en fragmentos méas pequefios y manejables.
Por ejemplo, la amilasa descompone el almidén en azlcares simples y las proteasas descomponen las proteinas en
aminodacidos. Sin embargo, los aportes complementarios de fibra y enzimas por si solos son, en gran medida, ineficaces
para el estrefiimiento de transito lento (retardo prolongado en el trédnsito de las heces a través del colon) y los trastornos
de la defecacién. Ademas, dicho aporte complementario puede tener efectos secundarios no deseados, tales como
excesiva produccién de gases e hinchazén incomoda.

El kiwi verde (por ejemplo, Actinidia deliciosa var. Hayward) se ha destacado como un producto eficaz en el érea de la
digestién, con varios estudios demostrando ahora su eficacia (Stonehouse et a/. 2012). El consenso actual es que el
efecto de laxacién del kiwi verde parece deberse principalmente a su contenido de fibra alimenticia y actinidina (enzima)
(Chang et al. 2010; Rush et al. 2002, Stonehouse et al. 2012, Drummond y Gearry 2013).

Por el contrario, el kiwi amarillo (por ejemplo, Actinidia chinensis var. Hort16A) no se asocia tradicionalmente con la
laxacién (Ferguson 2003; Rush 2002). Se ha sefialado que el kiwi amarillo tiene poco/ninglin contenido de actinidina y
menos fibra alimenticia que el kiwi verde. Se ha investigado la variedad Hort16A de kiwi en cuanto a su efecto sobre la
inmunidad (Hunter et a/. 2012; Skinner 2012), con el argumento de que los reducidos o menores efectos laxantes del kiwi
amarillo lo convierten en una eleccion ideal para promover naturalmente la inmunidad, en particular, en nifios donde puede
no ser deseable una laxacién incrementada (Adaim 2010).

Dada la aparicién de trastornos gastrointestinales en la poblacién, hay una necesidad de obtener nuevas composiciones,
en particular, composiciones derivadas de fuentes naturales, para restablecer y mantener la salud digestiva.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la invencién comprende una composicién preparada a partir de kiwi amarillo secado, en la que el
kiwi amarillo secado es un kiwi Actinidia chinensis Zesy002, para su uso en el tratamiento o prevencién de uno o mas
sintomas de estrefiimiento al mejorar una disminucién de los niveles de Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo
de un sujeto.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una composicién preparada a partir de kiwi amarillo secado, en la que
el kiwi amarillo secado es un kiwi Actinidia chinensis Zesy002, para su uso en el tratamiento o prevencién de uno o mas
sintomas de estrefiimiento al incrementar los niveles de Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo de un sujeto.
También se divulga un procedimiento de preparacién de una composicién de kiwi, que comprende:

a) obtener kiwi amarillo que sea una variedad Gold3 o un derivado genético de la misma;

b) extraer la piel del kiwi y triturar a un tamafio de tamiz menor de 1 mm; y

¢) secar el triturado y producir un polvo.

El procedimiento puede comprender ademés extraer las semillas del kiwi antes de la trituracién.

El procedimiento puede comprender ademds triturar el kiwi para obtener un triturado con un valor Brix de 16 a 21°.
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El procedimiento puede comprender ademas triturar el kiwi para obtener un triturado con una viscosidad de 11,0 a 13,0,
o de 10,0 a 14,0, medida a 12,5° Brix, 20 °C.

El procedimiento puede comprender ademés liofilizar el triturado y molerlo para producir el polvo.

El procedimiento puede comprender ademés enriquecer la composicién en polifenoles.

El procedimiento puede comprender ademas afiadir polifenoles a la composicion.

El procedimiento puede comprender ademés secar el triturado durante de 24 a 56 horas.

El procedimiento puede comprender ademés liofilizar el triturado durante de 40 a 56 horas.

Se puede preparar una composicidén a partir de kiwi amarillo secado, en la que el kiwi amarillo secado sea un kiwi Gold3
o un derivado genético de la misma. El polvo se puede producir por un procedimiento de una cualquiera de las
afirmaciones precedentes.

La composicién se puede formular para su administraciéon enteral.

La composicién se puede formular para su administracién oral.

La composicién se puede formular como un comprimido o una capsula.

La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

El comprimido o capsula se puede formular para comprender de 400 a 800 mg del polvo.

De forma alternativa, la capsula se puede formular para comprender de 100 a 1000 mg del polvo.

La composicién se puede formular como liquido.

El liquido se puede formular para comprender de 400 a 800 mg del polvo por unidad de dosificacion.

La composicién se puede formular como un gel o un sobre.

La composicién se puede formular en combinacién con otra ayuda digestiva.

La composicién se puede formular en combinacién con una o mas composiciones prebidticas, probidticas o simbibticas.
La composicién se puede formular en combinacién con fibra y/o una enzima digestiva.

La composicién se puede complementar con polifenoles.

Se divulga un procedimiento de tratamiento o prevencién del estrefiimiento, 0 mantenimiento o mejora de la regularidad
intestinal, que comprende:

administrar a un sujeto una composicién de una cualquiera de las afirmaciones precedentes, tratando o previniendo, de
este modo, el estrefiimiento, 0 manteniendo o mejorando la regularidad intestinal, en el sujeto.

La composicién se puede administrar por via enteral.

La composicién se puede administrar por via oral o por via rectal.

La composicién se puede administrar como un comprimido, capsula o liquido.
La composicién se puede administrar como un gel o un sobre.

La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 2000 a 4000 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

De forma alternativa, la dosificaciéon puede ser de 250 a 2500 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de la misma.

La composicién se puede coadministrar con otra ayuda digestiva.
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La composicién se puede coadministrar con una o més composiciones probiéticas, prebibticas o simbibticas.
La composicién se puede coadministrar con fibra y/o una enzima digestiva.
La composicién se puede complementar con polifenoles.

Se divulga un procedimiento de tratamiento o prevencién del desequilibrio de la microbiota en el tubo digestivo, que
comprende:

administrar a un sujeto una composicién de una cualquiera de las afirmaciones precedentes, tratando o previniendo, de
este modo, el desequilibrio de la microbiota en el sujeto.

La composicién se puede administrar por via enteral.

La composicién se puede administrar por via oral o por via rectal.

La composicién se puede administrar como un comprimido, capsula o liquido.
La composicién se puede administrar como un gel o un sobre.

La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 2000 a 4000 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

De forma alternativa, la dosificaciéon puede ser de 250 a 2500 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido del mismo.
La composicién se puede coadministrar con otra ayuda digestiva.

La composicién se puede coadministrar con una o més composiciones probiéticas, prebibticas o simbibticas.

La composicién se puede coadministrar con fibra y/o una enzima digestiva.

La composicién se puede complementar con polifenoles.

Se divulga un procedimiento de mantenimiento o incremento de las bacterias beneficiosas en el tubo digestivo, que
comprende:

administrar a un sujeto una composicién de una cualquiera de las afirmaciones precedentes, manteniendo o
incrementando, de este modo, las bacterias beneficiosas en el tubo digestivo en el sujeto.

La composicién se puede administrar por via enteral.

La composicién se puede administrar por via oral o por via rectal.

La composicién se puede administrar como un comprimido, capsula o liquido.
La composicién se puede administrar como un gel o un sobre.

La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 2000 a 4000 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

De forma alternativa, la dosificaciéon puede ser de 250 a 2500 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido del mismo.
La composicién se puede coadministrar con otra ayuda digestiva.

La composicién se puede coadministrar con una o més composiciones probiéticas, prebibticas o simbibticas.

La composicién se puede coadministrar con fibra y/o una enzima digestiva.

La composicién se puede complementar con polifenoles.

Las bacterias beneficiosas se pueden seleccionar del grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, Bifidobacterium
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spp., Lactobacillus spp., y del grupo de Lachnospiraceae.

Las bacterias beneficiosas se pueden seleccionar de: Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium coccoides, Bacteriodes
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus, Roseburia intestinalis, Roseburia
inulinovorans, Ruminococcus bromii y Ruminococcus flavefaciens.

Se divulga un procedimiento de mantenimiento o incremento de Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo, que
comprende:

administrar a un sujeto una composicién de una cualquiera de las afirmaciones precedentes, manteniendo o
incrementando, de este modo, la Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo en el sujeto.

La composicién se puede administrar por administracién enteral, oral o rectal.
La composicién se puede administrar como uno o mas de un comprimido, capsula, liquido, gel o sobre.
La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 2000 a 4000 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 250 a 2500 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

La composicién se puede coadministrar con otra ayuda digestiva.

La composicién se puede coadministrar con una o més composiciones probiéticas, prebibticas o simbibticas.
La composicién se puede coadministrar con fibra y/o una enzima digestiva.

La composicién se puede complementar con polifenoles.

El sujeto puede tener uno o més sintomas de inflamacién.

El sujeto puede tener uno o mas sintomas de: enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable,
enfermedad inflamatoria intestinal, cancer gastrointestinal, alergia, atopia o diabetes.

Se divulga un procedimiento de tratamiento o prevencién del sindrome del intestino irritable o enfermedad inflamatoria
intestinal, que comprende:

administrar a un sujeto una composicién de una cualquiera de los aspectos precedentes, tratando o previniendo, de este
modo, el sindrome del intestino irritable o la enfermedad inflamatoria intestinal en el sujeto.

La composicién se puede administrar por administracién enteral, oral o rectal.
La composicién se puede administrar como uno o mas de un comprimido, capsula, liquido, gel o sobre.
La capsula puede ser una cépsula de gelatina.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 2000 a 4000 mg de polvo por dia, o un equivalente liquido de
la misma.

La composicién se puede administrar a una dosificacién de 250 a 2500 mg de polvo por dia, o0 un equivalente liquido de
la misma.

La composicién se puede coadministrar con otra ayuda digestiva.

La composicién se puede coadministrar con una o més composiciones probiéticas, prebibticas o simbibticas.
La composicién se puede coadministrar con fibra y/o una enzima digestiva.

La composicién se puede complementar con polifenoles.

Se divulga el uso de la composicién de una cualquiera de las afirmaciones precedentes para preparar un medicamento
para:
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(i) tratar o prevenir el estrefiimiento, o mantener o mejorar la regularidad intestinal, en un sujeto;

(i) tratar o prevenir un desequilibrio de la microbiota en un sujeto;

(iii) mantener o incrementar las bacterias beneficiosas en el tubo digestivo de un sujeto;

(iv) mantener o incrementando Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo de un sujeto; o

(v) tratar o prevenir el sindrome del intestino irritable o la enfermedad inflamatoria intestinal en un sujeto.

El breve sumario anterior describe ampliamente los rasgos caracteristicos y ventajas técnicas de determinados modos de
realizacién de la presente invencidn. Se describiran otras ventajas técnicas en la descripcién detallada de la invencién y
ejemplos que siguen.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: contenido de polifenoles del kiwi verde (Hayward) y amarillo (Gold3) en polvo antes y después de la digestion.

Figura 2: cambio del crecimiento de cepas bacterianas al exponer a agua y DMSO extractos de kiwi amarillo (Gold3) en
polvo digerido.

Figura 3: efecto del kiwi amarillo (Gold3) en polvo en la produccidén de acidos grasos de cadena corta /n vitro usando un
modelo de fermentacién mixta.

Figura 4: esquema de tratamientos de ensayo, periodos de reposo y puntos de muestreo.

Figura 5A: mejora del indice de salud digestiva en participantes funcionalmente estrefiidos después del tratamiento con
GOLD (Gold3).

Figura 5B: diferencia neta en abundancia de Faecalibacterium prausnitzii en participantes funcionalmente estrefiidos
después del tratamiento con GOLD (Gold3)

Figura 5C: datos de PCR cuantitativa (transformados LOG.) que muestran la diferencia neta de los niveles de
Faecalibacterium prausnitzii en participantes funcionalmente estrefiidos después del tratamiento con GOLD (Gold3).

Figura 6: datos de gPCR en LightCycler® 480 que presentan grupos bacterianos como el nlimero de copias del gen ARNr
16S/gramo de muestra fecal promedio calculado (fila superior, datos transformados LOG,, fila inferior, naturales) y el error
estandar de la media (EEM) como barras de error antes y después de cada periodo de tratamiento en el grupo sano.

Figura 7: datos de gPCR en LightCycler® 480 que presentan grupos bacterianos como el nimero de copias del gen ARNr
16S/gramo de muestra fecal promedio calculado (fila superior, datos transformados LOG,, fila inferior, naturales) y el error
estandar de la media (EEM) antes y después de cada periodo de tratamiento en el grupo funcionalmente estrefiido.

Descripcidn detallada de la invencién
Definiciones

En cada caso, en las descripciones, modos de realizacién y ejemplos de la presente invencion, los términos "que
comprende", "que incluye", etc., se deben leer de forma expansiva, sin limitacién. Por tanto, a menos que el contexto lo
requiera claramente de otro modo, a lo largo de la descripcién y las reivindicaciones, las palabras "comprender”, "que
comprende" y similares se deben interpretar en un sentido inclusivo en oposicién a un sentido exclusivo, es decir, en el

sentido de "incluyendo, pero sin limitarse a".

"Regularidad intestinal" significa tener deposiciones regulares, por ejemplo, diaria 0 semanalmente. Aunque la regularidad
diferira de persona a persona, el nimero esperado de deposiciones puede variar de al menos cuatro veces por semana
a al menos una vez por dia. Una "mejora" de la regularidad significa un incremento de al menos una deposicién por
semana.

El término "irregularidad intestinal" significa que la regularidad de las deposiciones se ha visto comprometida. Esto puede
significar, por ejemplo, un periodo de tiempo incrementado entre deposiciones o una disminucién del nimero esperado
de deposiciones por dia 0 por semana. Por ejemplo, una reduccién de al menos una deposicién por semana puede indicar
una irregularidad intestinal.

Como se usa en el presente documento, "estrefiimiento” significa tener uno o mas sintomas de estar estrefiido, por ejemplo,
uno o mas de: esfuerzo durante una deposicién; heces duras o grumosas; sensacién de obstruccién o bloqueo anorrectal;
sensacidén de evacuacién incompleta; maniobras manuales para facilitar la defecacién; o tres 0 menos deposiciones en
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una semana.

Una "ayuda digestiva" es una composicién que ayuda a la digestién u otros aspectos del aparato digestivo, por ejemplo,
fibra soluble e insoluble, enzimas digestivas, probibticos, prebibticos y simbiéticos. Como ayudas digestivas se incluyen
composiciones que comprenden uno o mas de psyllium, metilcelulosa, glucomanano, magnesio, linaza, agropiro, jengibre,
aloe (por ejemplo, zumo de aloe vera) y ruibarbo.

Una "enzima digestiva" es una enzima que ayuda con la funcién del aparato gastrointestinal. Se incluyen actinidina,
amilasa, proteasa, lipasa, lactasa, maltasa, sacarasa y celulasa.

"Tubo digestivo" e "intestino" se refieren al aparato digestivo (es decir, aparato gastrointestinal) de un ser humano y otro
animal. Esto incluye el eséfago, el estémago, el intestino delgado, incluyendo el duodeno, el yeyuno y el ileon, el intestino
grueso, incluyendo el ciego, el colon ascendente, transverso, descendente y sigmoide, y el recto. "Intestino" es un
sinénimo del tracto intestinal.

Un "trastorno” del tubo digestivo incluye una enfermedad u otra afeccién que afecta al aparato digestivo (es decir, aparato
gastrointestinal) que puede ser una afeccién aguda o crénica, tal como inflamacién, estrefiimiento, irregularidad intestinal,
desequilibrio de la microbiota (por ejemplo, niveles reducidos de organismos beneficiosos, proporciones alteradas de
organismos beneficiosos y/o niveles incrementados de organismos perjudiciales). Los trastornos particulares incluyen
enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome del intestino irritable. En el presente documento se describen en detalle
otros trastornos.

"Gold3" se refiere a una variedad particular de kiwi amarillo también conocida como 'Zesy002' y comercializada como kiwi
ZESPRI® SUNGOLD. El 25 de junio de 2009 se realizé6 en Nueva Zelanda una solicitud de protecciéon de variedades
vegetales para Gold3 con el niumero de solicitud KIWO042. EI nombre botanico para el kiwi amarillo Gold3 es Actinidia
chinensis Planch.

Un "derivado genético" de una variedad de kiwi amarillo (por ejemplo, la variedad Gold3) se refiere a la descendencia,
portes u otros cultivares que se obtienen a partir de la planta progenitora del kiwi amarillo. Esto incluye la descendencia
obtenida a partir de un cruce genético con el progenitor del kiwi amarillo, por ejemplo, prole F1 o prole F2. El término
"derivado genético" se puede referir a la planta derivada, a la propia planta o a su fruto.

"Inflamacién" se refiere a una afeccién caracterizada por uno o mas de: vasodilatacién, calor, enrojecimiento, dolor,
hinchazén, edema, lesiones, fisuras, ulceraciones, extravasacion leucocitaria y pérdida de funcién. Se incluyen tanto
formas agudas como crénicas de inflamacién, estas Ultimas incluyen trastornos inflamatorios, por ejemplo, enfermedades
autoinmunitarias. Se incluye, en particular, enfermedad inflamatoria intestinal. Otros trastornos inflamatorios se describen
en otras partes en este documento.

Como se sefiala en el presente documento, los términos "liofilizacién" y "secado por congelacién" se usan de forma
sinénima. Se entenderd que los términos "secado por congelacién"/'liofilizaciéon" no excluyen el uso de mayores
temperaturas (es decir, mayores que las temperaturas de congelacién). Por ejemplo, se pueden usar mayores
temperaturas para extraer la humedad residual durante la fase de secado secundario para los procedimientos de
liofilizacién/secado por congelacién.

"Microbiota" como se usa en el presente documento se refiere a las poblaciones de microorganismos que viven en los
tubos digestivos de los seres humanos y otros animales. Los términos sinénimos son "microflora" y "microbioma".

Un "desequilibrio de la microbiota" (también llamado "disbiosis") es una afeccién con la que se reduce el niUmero de
organismos beneficiosos en el aparato digestivo, se alteran una o mas proporciones de organismos beneficiosos y/o se
incrementa el nimero de organismos perjudiciales en el aparato digestivo. Los organismos beneficiosos pueden incluir,
por ejemplo, bacterias productoras de é&cido lactico y bacterias productoras de butirato. Los organismos beneficiosos
particulares incluyen, pero no se limitan a: cepas de Bifidobacterium, cepas de Bacteroidaceae, tales como
Bacteriodesfragilis, y también bacterias fecales, tales como las bacterias beneficiosas de grupo filogenético de Clostridium
leptum, incluyendo Faecalibacterium prausnitzii. También se incluyen Clostridium coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus, Roseburia intestinalis, Roseburia inulinovorans, Ruminococcus bromii y
Ruminococcus flavefaciens. También se incluyen organismos beneficiosos de los grupos de Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas, Lachnospiraceae y Lactobacilli. Los organismos perjudiciales pueden incluir, como ejemplos no limitantes,
cepas de Staphylococcus y Salmonella, asi como los miembros de los grupos Enterobacteriaceae, Pasteurellacaea,
Veillonellaceae y Fusobacteriaceae.

Un "prebiético” es una composicién que incrementa el nimero y/o la actividad de organismos beneficiosos en el aparato
digestivo. Tipicamente, un prebiético comprende componentes fermentables y produce cambios positivos (por ejemplo,
niveles, actividades o proporciones mejorados) en las poblaciones de bacterias beneficiosas en la microbiota
gastrointestinal. Esto incluye, por ejemplo, bacterias productoras de acido lactico y/o bacterias productoras de butirato.
Los ejemplos especificos de organismos beneficiosos incluyen cepas de Bifidobacterium y cepas de Faecalibacterium,
incluyendo Faecalibacterium prausnitzii, y también cepas de Bacteroidaceae, tales como Bacteriodes fragilis. También se
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incluyen Clostridium coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus, Roseburia
intestinalis, Roseburia inulinovorans, Ruminococcus bromii y Ruminococcus flavefaciens. También se incluyen los grupos
de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, Lachnospiraceae y Lactobacilli, asi como otros organismos descritos en el
presente documento.

Un "probiético" es una composicién que comprende uno o més organismos beneficiosos que colonizan el aparato digestivo,
incluyendo el colon, por ejemplo, bacterias productoras de é&cido lactico y/o bacterias productoras de butirato. Los
organismos beneficiosos particulares incluyen cepas de Bifidobacterium y cepas de Faecalibacterium, incluyendo
Faecalibacterium prausnitzii, y también cepas de Bacteroidaceae, tales como Bacteriodes fragilis, asi como otros
organismos descritos en el presente documento.

Un "simbiético" es una composicién que combina uno 0 mas agentes prebibticos y uno o més organismos probidticos.

Como se usa en el presente documento, un "sujeto” puede ser un animal humano o no humano, en particular, un mamifero,
incluyendo ganado, ovejas, cabras, cerdos, caballos y otros animales de granja, incluyendo, asi mismo, perros, gatos y
otros animales domésticos.

"Tratar" como se usa en el presente documento significa reducir, mejorar o resolver un trastorno, por ejemplo un trastorno
gastrointestinal, tal como una enfermedad u otra afeccién del aparato gastrointestinal. Un tratamiento dara como resultado
la reduccién, mejora o eliminacién de uno o mas sintomas del trastorno.

"Prevenir' como se usa en el presente documento significa detener o retardar la aparicién de un trastorno, por ejemplo,
un trastorno gastrointestinal, tal como una enfermedad u otra afeccién del aparato gastrointestinal. Una medida preventiva
dara como resultado la detencion o retardo de uno o mas sintomas del trastorno, o una reduccién de los sintomas si estos
surgen.

Kiwi amarillo y bioactividad asociada

Gold3 es una nueva variedad de kiwi amarillo desarrollada por Zespri®, que se ha descubierto que tiene tolerancia a
Pseudomonas syringae pv actinidiae (Psa, una enfermedad bacteriana de la vid del kiwi) y estd reemplazando a la
variedad Hort16A como la nueva variedad amarilla comercial de eleccién en Nueva Zelanda. La variedad Gold3 de kiwi
es similar en composicién nutricional a su predecesora, teniendo menos contenido de actinidina y fibra alimenticia que el
kiwi verde (tabla 1).

Tabla 1: contenido nutricional del kiwi entero

Propiedades nutricionales promedio de las muestras recogidas en 2009/10"
Kiwi amarillo Kiwi verde
Componente Unidades (Actinidia chinensis) (Actinidia deliciosa)
Gold3 | Hort16A Hayward

Vitamina C mg/100 g 133 92 89
Vitamina E UI/100 g 1,4 21 1,4
Fibra alimenticia soluble |9/100 g 2.1 2,2 36
Fibra alimenticia insoluble |g/100 g <1 1,1 2,1
Betacaroteno mg/100 g 0,016 0,025 0,023
IAlfacaroteno mg/100 g <0,005 <0,005 <0,005
IAzUcares totales 0/100 g 12,7 12,4 95
Acido félico mg/100 g 21,4 246 29,9
Oxalato Rafidios/g 585 1267 965
IActinidina UF/100 g 88 3,4 334
Nitrégeno mg/100 g 164 148 135
Fosforo mg/100 g 253 23,8 26,8
Potasio mg/100 g 327,5 305 335
Calcio mg/100 g 23 31,8 35,3
Magnesio mg/100 g 12,7 15,4 15,3
IAzufre mg/100 g 15,2 15,3 14 8
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Hierro mg/100 g 0,265 0,267 0,323
Boro mg/100 g 0,333 0,385 0,33
Cobre mg/100 g 0,106 0,131 0,095
Manganeso mg/100 g 0,055 0,087 0,139
Cinc mg/100 g 0,073 0,106 0,104
Sodio mg/100 g <1 1,78 1,61

'Guia informativa sobre nuevas variedades en 2010 de Zespri®.

Dado que las variedades de kiwi amarillo contienen menores niveles de fibra y actinidina, los componentes considerados
principalmente responsables de los efectos de laxacién del kiwi verde, se esperaria que un producto derivado del kiwi
amarillo tuviera un menor efecto de laxacién que uno derivado del kiwi Hayward verde.

Sorprendentemente, los autores de la invencién han descubierto que el polvo derivado del kiwi Gold3 (GOLD) mejoraba
la laxacion en el mismo grado que el polvo derivado del kiwi Hayward verde (ACTAZIN™) en individuos sanos (véanse los
ejemplos 5y 6, a continuacién en el presente documento). Estos resultados sugieren que otros componentes bioactivos
del kiwi presentes en el Gold3 en polvo pueden tener un mayor impacto en el efecto de laxacidén observado de lo que dicta
la convencién actual. Por lo tanto, las composiciones son Utiles para mantener o mejorar la regularidad intestinal y/o tratar
o prevenir el estrefiimiento.

Aunque sin desear cefiirse a la teoria, se postula que los polifenoles pueden ser ingredientes activos clave en las
variedades de kiwi amarillo, en particular, en la variedad Gold3 de kiwi. Se postula que la eficacia observada en cuanto a
la laxacién puede ser atribuible a la combinacién de la fibra, enzimas, carbohidratos prebiéticos y polifenoles en la fruta.

Los polifenoles son compuestos naturales en las plantas, caracterizados por la presencia de una o mas unidades fenélicas.
Se cree que al menos algunos de los beneficios para la salud de los polifenoles surgen al estimular el crecimiento de
bacterias beneficiosas y al convertir las bacterias los polifenoles en otros compuestos bioactivos que se absorben en la
circulacion sanguinea y ejercen efectos tanto en el intestino como en otras partes en el cuerpo (Seeram 2014; Cardona
et al. 2013).

Se estima que de un 90 a un 95 % de la ingesta de polifenoles totales se acumula en el colon, donde los compuestos
fendlicos se someten al metabolismo por los microbios intestinales para dar metabolitos de bajo peso molecular. Estos
metabolitos son absorbibles y pueden ser atribuibles a los efectos para la salud observados de los polifenoles (Cardona
et al. 2013).

En base a los resultados mostrados en el presente documento, los autores de la invencién creen que los polifenoles de
las variedades de kiwi amarillo, por ejemplo, Gold3 o sus derivados, pueden tener la capacidad de actuar como prebiéticos.
Los investigadores en el campo han descrito los prebiéticos como "ingredientes fermentados selectivamente que dan
como resultado cambios especificos en la composicién y/o actividad de la microflora gastrointestinal, confiriendo, por tanto,
(un) beneficio(s) a la salud del huésped" (Gibson et al. 2010).

De forma notable, el kiwi amarillo tiene mayores niveles de polifenoles que el kiwi verde (véase, por ejemplo, Drummond
2013; véase también la tabla 5 en el presente documento). Ademas, los estudios in vitro de los autores de la invencién
han demostrado que el kiwi amarillo Gold3 en polvo digerido (digestién en la porcién alta del tubo gastrointestinal simulada)
tiene un perfil de polifenoles alterado en comparacién con antes de la digestiéon (véase el ejemplo 2); sin embargo, se
retiene el contenido fenélico global. Aunque el kiwi verde en polvo también tiene un perfil de polifenoles alterado después
de la digestién, el contenido global se reduce por la digestion (véase el ejemplo 2).

A partir de esto, los autores de la invencién concluyen que los polifenoles presentes en el kiwi amarillo Gold3 en polvo
sobreviven a la digestién en el estémago mejor que los del kiwi verde en polvo. Esto significa que los polifenoles del kiwi
amarillo, tales como los de la variedad Gold3, estan disponibles para la biotransformacién en diferentes compuestos
fendlicos.

Sin desear cefiirse a la teoria, se cree que el kiwi amarillo Gold3 tiene un perfil Gnico rico en acido clorogénico, E-cafeoil-
3-glucésido, florizina, procianidina B2 y quercetina. Se cree que estos compuestos fendlicos permanecen 'no digeridos'y,
por lo tanto, transitan hacia el colon, donde se metabolizan por la microbiota intestinal en metabolitos (derivados fendlicos).
A continuacién, estos derivados se pueden absorber y continuar interactuando en otras vias metabélicas y promover
beneficios para la salud, incluyendo una laxacién facilitada.

Se sabe que la via de los fenilpropanoides produce la mayoria de los compuestos fendlicos encontrados en plantas. Los
fenilpropanoides controlan los sistemas de reparacion, crecimiento y defensa (sistema inmunitario) de las plantas y su
interaccién con los microbios beneficiosos y depredadores beneficiosos (sistemas tréficos). Por tanto, es factible que los
compuestos fenélicos en la variedad Gold3 puedan ser responsables tanto de la resistencia a plagas de la planta como
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de los beneficios digestivos del polvo derivado de Gold3, como se divulga en el presente documento.

Los autores de la invencién también han descubierto que el kiwi amarillo Gold3 en polvo contiene componentes resistentes
a la digestién, que son conocidos por tener propiedades prebidticas (véase el ejemplo 4). Estos componentes ayudan a
modular la microbiota intestinal y a estimular la produccién de metabolitos, tales como acidos grasos de cadena corta
(AGCC; véase el ejemplo 4), a los que se les atribuyen diversos beneficios para la salud.

Ademas, los autores de la invencién han descubierto que el kiwi amarillo Gold3 en polvo influye en el patrdn de crecimiento
de la microflora intestinal, estimulando un incremento de las bacterias beneficiosas en relacién con las bacterias dafiinas
(véase el ejemplo 3). De forma notable, los autores de la invencién también han observado un incremento significativo de
la abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii en muestras fecales de pacientes estrefiidos tratados con kiwi
amarillo Gold3 en polvo (ejemplos 7 y 8). Este incremento de bacterias beneficiosas, incluyendo F. prausnitzii, se ha
confirmado por anélisis con PCR cuantitativa (ejemplos 9 y 10).

Este es un hallazgo significativo, ya que las concentraciones empobrecidas de F. prausnitzii se asocian con trastornos
gastrointestinales y, en particular, afecciones inflamatorias del tubo gastrointestinal. Cabe sefialar que los niveles
reducidos de F. prausnitzii se han asociado, especificamente, con el sindrome del intestino irritable (Sll) y la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), asi como con otras enfermedades. Véanse, por ejemplo, Sokol et al. 2008; Sartor 2011. Véase
también més adelante.

Por lo tanto, es evidente que el kiwi amarillo Gold3 y sus derivados genéticos se pueden usar en composiciones para:
tratar o prevenir el estrefiimiento, mantener o mejorar la regularidad intestinal, tratar o prevenir el desequilibrio de la
microbiota, mantener o incrementar las bacterias beneficiosas en el tubo digestivo, mantener o incrementar F. prausnitzii
en el tubo digestivo y/o tratar o prevenir el sindrome del intestino irritable o enfermedad inflamatoria intestinal. Se describen
en detalle en el presente documento otros usos para la composicion.

Procedimientos de produccién de composiciones de kiwi

La presente divulgacién se refiere, en general, a una composicién preparada a partir de kiwi amarillo. En un aspecto
particular, la composicién se prepara a partir de Actinidia chinensis. Preferentemente, se usa la variedad Gold3 (también
conocida como G3) de kiwi amarillo. De forma alternativa, se pueden usar uno o méas derivados genéticos de la variedad
de kiwi amarillo. Por ejemplo, puede ser deseable usar la prole F1 o F2 de un cruce genético que incluya la planta
progenitora de la variedad de kiwi amarillo. De forma alternativa, se puede usar cualquier porte u otro cultivar obtenido a
partir del progenitor.

La composicién se puede preparar en forma pulverulenta, por ejemplo, un polvo liofilizado, o en cualquier otra forma
farmacéutica adecuada. Puede ser deseable formular el polvo en comprimidos (incluyendo comprimidos de disolucién
rapida) o capsulas (incluyendo capsulas de liberacién prolongada). Los comprimidos pueden ser comprimidos ranurados,
comprimidos masticables, comprimidos efervescentes, comprimidos de disgregacién oral o comprimidos para formar una
suspensién. Las capsulas pueden ser capsulas de gelatina, incluyendo capsulas de gelatina fabricadas por encapsulacién
de gelatina de Unico fragmento y encapsulacién de gelatina de dos fragmentos. También se incluyen capsulas sin gelatina,
asi como comprimidos oblongos. El polvo se puede proporcionar en forma de flujo libre 0 como una torta sélida. La
composicidén se puede proporcionar como un polvo para formar una suspensién, polvo para formar una solucién, granulos
orales a granel o polvo oral a granel. De forma alternativa, la composicién se puede formular como un ténico, elixir, jarabe
antitusigeno, concentrado, jarabe, solucién, suspensién, emulsién, pocién, triturado, pasta o como gotas. De forma
alternativa, la composicién se puede formular como una gelatina o gel. La composicién se puede proporcionar en forma
de sobre, por ejemplo, un sobre con polvos, o un sobre con gelatina o gel. También se incluyen formulaciones que
comprenden tiras finas o que comprenden sélidos en una cépsula para mezclarse con alimentos o bebida. También son
posibles otras férmulas, como se describe a continuacién en el presente documento.

Las composiciones se pueden preparar a partir de un triturado de kiwi amarillo obtenido a partir de una o mas fuentes
comerciales. Preferentemente, al triturado de kiwi amarillo se le han extraido tanto las semillas como la piel. También es
preferente que el triturado se haya preparado con un tamafio de tamiz de aproximadamente 1 mm o menos. Es preferente
ademas que el triturado tenga una viscosidad (medida a 12,5° Brix, 20 °C) de aproximadamente 12,0; o puede variar de
10,0 2 14,0; o de 11,0 2 13,0; o de 11,75 a 12,25; o de 11,8 a 12,2; o de 11,9 a 12,1; o puede ser de aproximadamente
11,0, aproximadamente 11,25, aproximadamente 11,7, aproximadamente 11,8, aproximadamente 11,9, aproximadamente
12,1, aproximadamente 12,2, aproximadamente 12,3 o aproximadamente 12,5.

El pH del triturado puede variar de 3,2 a 3,8; o de 3,0 a 4,0, o de 3,1 a 3,9; 0 puede ser de aproximadamente 3,1,
aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6,
aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9 o aproximadamente 4,0. En algunas circunstancias,
puede ser deseable ajustar el pH del triturado o el de la composicién final para aproximarse a los niveles fisiol6gicos. En
particular, puede ser Util obtener un intervalode pHde 6,0a 8,0, 0de6,5a 7,5, 0de 6,8 a7,2; o un pH de aproximadamente
6,5, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1,
aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4 o aproximadamente 7,5.
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Las composiciones se pueden preparar por la tecnologia de "reduccién a pulpa suave" a la que se hace referencia en la
patente de Nueva Zelanda n.° 235972 (que se incorpora por la presente por referencia), que se puede adaptar para
producir un zumo de kiwi amarillo pulposo.

En las fases preparatorias iniciales, el kiwi amarillo se puede someter a un procedimiento de tratamiento anterior que
pueda incluir las etapas bien conocidas de maduracién, inspeccion, categorizacién y/o clasificacién del kiwi. Con respecto
a la maduracién, es preferente usar kiwi amarillo maduro o madurado al producir las composiciones; sin embargo, es
preferente evitar el material podrido o en descomposicién.

La madurez se puede evaluar usando procedimientos ampliamente conocidos y usados en la técnica. La madurez se
puede medir antes de cosechar o procesar el kiwi amarillo. En particular, la madurez se puede medir usando el sistema
de Brix. El kiwi amarillo con un nivel de azlcar que varie de 16 a 21° Brix; o de 14° a 23° Brix; o de 15° a 22° Brix; o de
aproximadamente 14°, aproximadamente 15°, aproximadamente 16°, aproximadamente 17°, aproximadamente 18°,
aproximadamente 19°, aproximadamente 20°, aproximadamente 21°, aproximadamente 22° o aproximadamente 23° Brix,
puede ser indicativo de madurez.

El kiwi amarillo que supere este nivel de Brix puede estar madurado en exceso o fermentando y puede que no produzca
una composicién ideal. El kiwi con un nivel de Brix por debajo del ideal se puede madurar artificialmente antes de su uso.
El tiempo que se deja en almacenamiento puede ser suficiente para lograr la maduracién. Por ejemplo, el kiwi amarillo
cosechado a aproximadamente 5° Brix se puede elevar a por encima de 10° Brix en 4-6 semanas en almacenamiento en
frio a 0 °C. Esta fruta madurara para alcanzar 12° Brix o mayor tras su extraccién del almacenamiento en frio. Durante la
maduracion también se producen otros cambios en la quimica de modo que el kiwi esté dentro del intervalo ideal de
maduracion para proporcionar un producto optimizado.

Como parte del procesamiento, el kiwi amarillo se puede esterilizar. La fruta se puede hacer pasar a través de un conjunto
que tenga uno o mas rodillos cepilladores para extraer cualquier materia extrafia adherida. A continuacién, se pueden
emplear técnicas de lavado convencionales. Por ejemplo, es posible usar una serie de boquillas de pulverizaciéon para
lavar el kiwi. Se pueden emplear aditivos de lavado que ayuden a limpiar o reducir el recuento de bacterias en el kiwi, de
acuerdo con las regulaciones y requisitos locales. Por ejemplo, la fruta se puede lavar por un lavado con cloro y/o un
lavado con agua impregnada con ozono, seguido de un enjuague con agua potable.

A continuacién, el kiwi amarillo esterilizado se puede transportar a una tolva. Esta puede estar ahusada para formar un
embudo para dirigir los kiwis uno por uno a un conjunto de corte. El conjunto de corte puede incluir un dispositivo de corte,
tal como un laser acuético o similar, que tiene la ventaja de prevenir los dafios a la semilla, de modo que la semilla del
fruto no contamine la pulpa. Otros dispositivos de corte adecuados incluyen cuchillas circulares rotatorias, cuchillas
oscilantes, dispositivos de corte por chorro de liquido, cuchillas de balanceo, etc.

El dispositivo de corte puede cortar el kiwi amarillo sustancialmente por la mitad, por ejemplo, a lo largo de su longitud.
De forma alternativa, el dispositivo de corte se puede reemplazar por un dispositivo de aplastamiento suave que pueda
romper la piel del kiwi. Preferentemente esto se hace sin provocar dafios celulares significativos al kiwi. Por ejemplo, el
kiwi amarillo se puede dirigir entre rodillos para dar como resultado la rotura de la piel del kiwi. En particular, el kiwi se
puede reventar al hacer pasar la fruta a través de rodillos espaciados orientados hacia si. Este procedimiento se puede
usar para exprimir la fruta de modo que se rasgue la piel. El kiwi reventado permanece sustancialmente intacto pero
facilmente separable en fragmentos grandes. Se pueden emplear otros procedimientos de reventamiento.

Después de cortarse, los trozos de kiwi amarillo se pueden hacer pasar a través de un conjunto de prensado disefiado
para separar la piel de la pulpa. El conjunto de prensado se puede adaptar para realizar un procedimiento de reduccién a
pulpa o machacado. Este procedimiento puede ser relativamente leve y delicado ("reducciéon a pulpa suave") en
comparacién con las técnicas de reduccién a pulpa de fruta convencionales. Con una reduccidén a pulpa suave, no se
produce disgregacién ni lisis significativa de las células o componentes de la fruta. Preferentemente, solo una escasa
proporcidn (en general, menor de un 5-10 %) de las semillas se fragmenta por este procedimiento. De los procedimientos
de reduccién a pulpa suave se excluyen los procedimientos de lisis quimica y/o enzimatica, las técnicas térmicas, las
técnicas dirigidas a la descomposicién de las células y las técnicas mecénicas que implican una pulverizaciéon excesiva
del material de la fruta.

El conjunto de prensado puede realizar la reduccién a pulpa suave del kiwi amarillo al prensar los trozos de kiwi entre una
prensa de doble cinta convergente. Las cintas de prensa pueden tener multiples bucles que rotan alrededor de una serie
de poleas. La distancia que separa las cintas de prensa puede disminuir en la direccién de desplazamiento del kiwi. De
esta manera, se puede ejercer una fuerza incrementada sobre el kiwi a medida que se desplaza a lo largo de la longitud
del conjunto de prensado. Esto puede producir la reduccién a pulpa del kiwi sin dafios significativos a las semillas. Esto,
a su vez, previene que las semillas contaminen la pulpa.

La pulpa generada a partir del conjunto de prensado se puede dirigir a un procedimiento de cribado, para separar las
semillas de la pulpa. En particular, la pulpa se puede separar de la semilla usando una técnica de cribado mecénico suave.
Por ejemplo, se puede usar un finalizador de pulpa. Esto incluye un impulsor flexible rotatorio que se hace rotar dentro de
una pantalla en conformacién de cono que tiene aberturas de un tamafio predeterminado. El tamafio de las aberturas se
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puede seleccionar para permitir que la pulpa y el zumo del kiwi pasen a través de la criba mientras se retiene una porcién
sustancial, si no la totalidad, de las semillas dentro de la cavidad interior definida por la criba.

Puede ser preferente usar una pasta en lugar de un triturado de kiwi amarillo. Se puede preparar una pasta de kiwi como
un concentrado. Por ejemplo, la fruta se puede calentar durante varias horas, colar y reducir a una forma espesa
concentrada. La fruta se puede calentar después de extraer la piel o después del procedimiento de reduccién a pulpa o
trituracién. La fruta se puede calentar gradualmente y, a continuacién, mantener caliente a una temperatura moderada,
con mezclado. Tras espesarse, la pasta se puede esparcir en una lamina plana o transferir a un envase, por ejemplo, una
bolsa, tubo, tarro, botella u otro recipiente. La pasta se puede transferir de forma aséptica, de modo que sea adecuada
para el consumo humano. La pasta de kiwi se produce preferentemente a partir de kiwi amarillo madurado.
Preferentemente, la pasta se prepara a partir de fruta reducida a pulpa. La pasta puede ser una preparacién suave y
puede comprender un concentrado de aproximadamente 40° Brix; o de 30° a 50° Brix; o de 35° a 45° Brix; o
aproximadamente 35°, aproximadamente 36°, aproximadamente 37°, aproximadamente 38°, aproximadamente 39°,
aproximadamente 41°, aproximadamente 42°, aproximadamente 43°, aproximadamente 44° o aproximadamente 45° Brix.

A continuacién, la pulpa (por ejemplo, en forma de pasta o triturado) se puede procesar por una etapa de congelacién.
Esto se puede seguir de o usar junto con una etapa de secado. De forma alternativa, la pulpa se seca y procesa en un
polvo sin una etapa de congelacién intermedia. Por ejemplo, se pueden usar procedimientos que impliquen secado en
tambor. En el procedimiento de secado en tambor, un triturado o pasta se puede secar a temperaturas relativamente bajas
sobre tambores rotatorios de alta capacidad que produzcan ldminas de producto secado en tambor. Se puede usar un
aditivo para acelerar o de otro modo ayudar al procedimiento de secado. Por ejemplo, se pueden utilizar almidén de
guisante u otras ayudas de secado. A continuacién, el producto secado se puede moler hasta obtener una forma
pulverulenta o en copos acabada. De forma ventajosa, se pueden usar técnicas de secado en tambor para producir una
composicién secada que retenga sus componentes clave, por ejemplo, compuestos fendlicos, y se pueda reconstituir
facilmente usando liquido. Por ejemplo, los productos secados en tambor se pueden preparar para que sean solubles en
agua fria. Como otras alternativas, se pueden usar secado en cinta o secado por convecciéon. Dichos procedimientos de
secado son ampliamente conocidos y usados en el campo.

Si se usa congelacién, es preferente congelar la pulpa lo antes posible después de que se produzca para mantener la
frescura. Sin embargo, la congelacién se puede llevar a cabo dentro de las 24 o 48 horas, segln sea necesario. Las
metodologias de congelacién son bien conocidas y no se necesitan describir en detalle significativo en el presente
documento. La congelacién rapida es, en particular, preferente. La pulpa se puede congelar en balas de tamafio estéandar,
que se usan para recoger la pulpa fresca después del procesamiento. La pulpa se puede almacenar congelada (por
ejemplo, a -18 °C) hasta que se requiera para fabricar la composicion.

La pulpa congelada se puede secar por congelacion, es decir, liofilizar. Las técnicas de secado por congelacién son
ampliamente conocidas y cominmente usadas. El ciclo de secado por congelacién puede ser de aproximadamente 48
horas; o varia de 40 a 56 horas; o de 12 a 36 horas; o de 36 a 60 horas; o de aproximadamente 40 horas, aproximadamente
42 horas, aproximadamente 44 horas, aproximadamente 46 horas, aproximadamente 48 horas, aproximadamente 50
horas, aproximadamente 52 horas o aproximadamente 54 horas. Se puede usar un ciclo de secado por congelacién mas
largo, por ejemplo, de al menos 48 horas ("secado por congelacién delicada"), para retener la maxima actividad. El
procedimiento se puede llevar a cabo de modo que se evite la formacién de agua y se minimice el contenido de humedad
durante el procesamiento.

Puede ser deseable usar un procedimiento de liofilizacién particular para obtener el producto secado. Por ejemplo, se
puede usar un programa de secado por liofilizacién como parte de un sistema de secado automatizado. El procedimiento
de liofilizacién puede incluir multiples etapas de secado, por ejemplo, con incrementos y reducciones progresivos de la
temperatura. Preferentemente, se usa una configuracién de secado primario para la sublimacién, seguida de una o mas
configuraciones de secado secundario que se usan para extraer la humedad residual. En ejemplos particulares, la
temperatura maxima del procedimiento de liofilizacién no supera los 70 °C. En otros ejemplos, la temperatura del
procedimiento de liofilizacion varia entre -10 °C y 70 °C. En otro ejemplo, se utilizan hasta 48 horas de liofilizacién.

El producto secado resultante, a continuacién, se puede moler en un polvo que, a continuacién, se puede utilizar como
sea apropiado. Los procedimientos de molienda son bien conocidos y ampliamente usados en la técnica. Se pueden usar
tamafios de malla esténdar para producir el polvo, por ejemplo, se pueden usar tamafios de malla US 20, US 23, US 30,
US 35, US 40, US 45 o US 50. El tamafio de tamiz para el polvo puede variar de 1,0 a 0,3 mm; o de 0,84 a 0,4 mm; o de
0,71 a 0,5 mm; o puede ser de aproximadamente 1,0 mm, aproximadamente 0,84 mm, aproximadamente 0,71 mm,
aproximadamente 0,59 mm, aproximadamente 0,5 mm, aproximadamente 0,47 mm, aproximadamente 0,465 mm,
aproximadamente 0,437 mm, aproximadamente 0,4 mm, aproximadamente 0,355 mm o aproximadamente 0,3 mm.

Para garantizar una degradacién minima de los ingredientes del kiwi, el procedimiento de preparacidén se puede realizar
a una temperatura menor de 40 °C. Por ejemplo, el procedimiento se puede realizar a una temperatura que varie de -4 °C
a40°C;0de-1°Ca10°C; ode 1°C a6 °C; o a aproximadamente 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C 0 6 °C. Estas
temperaturas se pueden mantener durante todo el procedimiento de preparacién, incluyendo el almacenamiento de la
fruta entera, antes de abrirse y durante el procedimiento de reduccidn a pulpaftrituracién. Para obtener resultados éptimos,
estas temperaturas se mantienen al menos desde el momento en que se abre la fruta. El uso de estas temperaturas evita
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la oxidacién de la fruta y el uso de agentes reductores. En determinadas circunstancias, puede ser posible obtener la
certificacién orgénica.

El procedimiento de procesamiento se realiza preferentemente de modo que se prevenga o al menos se minimice
cualquier dafio o efecto sobre el material activo del kiwi amarillo. Para garantizar unos procedimientos de produccién
6ptimos, las composiciones resultantes se pueden supervisar en cuanto a su actividad, por ejemplo, en cuanto al contenido
de polifenoles. Se puede esperar que la composicién contenga al menos los siguientes compuestos polifenélicos: acido
clorogénico, E-cafeoil-3-glucésido, acido neoclorogénico, florizina, procianidina B2 y quercetina-ramnésido. También
pueden estar presentes: catequina, epicatequina, E-cafeoil-4-glucésido y quercetina-rutinésido. A continuacién en el
presente documento se sefialan los niveles para estos polifenoles. Los ensayos para polifenoles son bien conocidos en
la técnica y también se describen a continuacion. En particular, es posible medir los equivalentes de acido galico (GAE)
para determinar el contenido de polifenoles totales. Por ejemplo, el procedimiento de Folin-Ciocalteu (que emplea el
reactivo de Folin-Ciocalteu, también llamado reactivo de fenol de Folin o reactivo de Folin-Denis) se puede usar para
ensayos colorimétricos in vitro de compuestos fendlicos (Singleton et al. 1999).

De forma alternativa o adicionalmente, las composiciones se pueden someter a prueba para determinar la estimulacién
del crecimiento de organismos beneficiosos, por ejemplo, Lactobacillus y/o Bifidobacterium, o para determinar los niveles
incrementados de acidos grasos de cadena corta, por ejemplo, acetato, butirato y/o propionato. Estos niveles de
crecimiento y niveles de é&cidos organicos se sefialan a continuacién en el presente documento. Los ensayos
correspondientes son ampliamente conocidos y también se describen en detalle en el presente documento.
Preferentemente, las actividades sefialadas en la estimulacién del crecimiento bacteriano y los niveles de acidos organicos,
y el contenido de polifenoles sefialado todavia estan presentes tras la digestién de la composicién, por ejemplo, como se
somete e ensayo por digestidn in vitro. Los ensayos de digestidén in vitro se pueden utilizar como se describe por los
autores de la invencién en el presente documento. Otros ensayos in vitro son conocidos y usados en la técnica (véase,
por ejemplo, Kaur et al. 2010).

En algunas circunstancias, puede ser posible usar un derivado genético de la planta de kiwi amarillo (por ejemplo, la
planta de Gold3) para obtener las composiciones. Se espera que una composicion obtenida a partir de dicho derivado
comparta una o mas de las caracteristicas de las composiciones obtenidas a partir de la planta de kiwi amarillo. Los rasgos
caracteristicos ejemplares incluyen: niveles de polifenoles y perfiles de polifenoles, niveles de actinidina, niveles de fibra,
niveles de vitaminas, estimulacién del crecimiento de organismos beneficiosos y potenciacién de los niveles de acidos
organicos, como se sefiala anteriormente y se divulga en detalle en el presente documento.

Con respecto a la propia fruta, se espera que el kiwi obtenido a partir de un derivado genético comparta una composicién
similar a la del progenitor del kiwi amarillo. Por ejemplo, el contenido de vitamina C de la fruta puede ser de 100 a 150 mg,;
o de 90 a 200 mg; o de 80 a 220 mg; o de aproximadamente 80 mg, aproximadamente 90 mg, aproximadamente 100 mg,
aproximadamente 115 mg, aproximadamente 130 mg, aproximadamente 140 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 160 mg, aproximadamente 170 mg, o aproximadamente 180 mg, por 100 g de fruta. El contenido de
actinidina de la fruta puede ser de 60 a 110 UF; o de 70 a 100 UF; o de 80 a 90 UF; o de aproximadamente 60 UF,
aproximadamente 70 UF, aproximadamente 80 UF, aproximadamente 90 UF, aproximadamente 100 UF,
aproximadamente 110 UF o aproximadamente 120 UF, por 100 g de fruta. El contenido de polifenoles totales de la fruta
puede ser de 250 a 450 mg de GAE; o de 200 a 800 mg de GAE; o de 300 a 600 mg de GAE; o de 270 a 430 mg de GAE;
o de 280 a 420 mg de GAE; o de 290 a 410 mg de GAE; o de 300 a 400 mg de GAE; o de 310 a 390 mg de GAE; o de
320 a 380 mg de GAE, por 100 g de fruta.

Composiciones que comprenden kiwi amarillo

Los autores de la invencién han descubierto que el kiwi amarillo Gold3 en polvo incluye ingredientes beneficiosos que son
Utiles para mantener la salud del aparato digestivo, asi como para tratar y prevenir problemas digestivos y/o trastornos
gastrointestinales. Se demostrd por los autores de la invencion que el kiwi amarillo Gold3 en polvo fue, en particular, eficaz
para mejorar la regularidad intestinal. EI Gold3 en polvo también fue eficaz para estimular el crecimiento de bacterias
beneficiosas en relacién con las bacterias dafiinas y generar incrementos de F. prausnitzii, especificamente.

Como tales, las composiciones de kiwi amarillo se pueden usar para promover o mejorar la salud intestinal global y/o para
tratar o prevenir diversas enfermedades u otras afecciones del tubo digestivo, incluyendo inflamacién, estrefiimiento,
desequilibrio de la microbiota, sindrome del intestino irritable y enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, las
composiciones se pueden usar para mantener o mejorar la regularidad intestinal y mantener o incrementar las bacterias
beneficiosas en el tubo digestivo, incluyendo F. prausnitzii.

El kiwi amarillo en polvo se puede encapsular, comprimir o afiadir o incorporar en otros productos. Se engloban, en
particular, formulas de liberacién retardada, férmulas de liberacién prolongada, asi como férmulas de disgregacion rapida.
Se engloban especificamente las capsulas de gelatina, asi como los sobres y los comprimidos masticables.
Adicionalmente se incluyen férmulas de combinacidn, que incluyen el polvo mezclado con otros agentes beneficiosos, por
ejemplo, uno o mas probidticos, prebidticos, simbidticos u otras ayudas digestivas. De forma alternativa, el polvo se puede
reconstituir como un liquido, por ejemplo, un concentrado, jarabe, suspension o ténico para su administracién oral, o como
una composicién de enema o clisma para su administracién rectal. Los supositorios rectales también estan englobados.
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Preferentemente, el kiwi amarillo secado en polvo resultante se encapsula, y cada capsula contiene aproximadamente
500 mg o aproximadamente 600 mg del polvo secado; o varia de 50 a 650 mg; de 150 a 850 mg; o de 200 a 800 mg; de
300 a 700 mg; o de 550 a 750 mg; o aproximadamente 50 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 200 mg, aproximadamente 250 mg, aproximadamente 300 mg, aproximadamente 350 mg,
aproximadamente 400 mg, aproximadamente 450 mg, aproximadamente 500 mg, aproximadamente 550 mg,
aproximadamente 575 mg, aproximadamente 590 mg, aproximadamente 610 mg, aproximadamente 625 mg,
aproximadamente 650 mg, aproximadamente 675 mg, aproximadamente 700 mg, aproximadamente 750 mg,
aproximadamente 800 mg, o aproximadamente 850 mg, del polvo secado.

En determinadas circunstancias, puede ser deseable aislar o enriquecer los polifenoles del kiwi amarillo. En particular,
puede ser ventajoso usar el kiwi amarillo para obtener composiciones enriquecidas en polifenoles, concentrados fenélicos
0 composiciones que comprendan compuestos fendlicos aislados. Por ejemplo, las composiciones se pueden enriquecer
en polifenoles de modo que su concentracién se incremente en relacién con los deméas componentes del kiwi amarillo,
por ejemplo, fibra, azlcares y/o proteinas. Las composiciones pueden incluir polifenoles que se han aislado (por ejemplo,
purificado) de los otros componentes del kiwi amarillo.

Los procedimientos de enriquecimiento y extraccion de polifenoles son ampliamente conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Sun-Waterhouse et al. 2009; Eidenberger et al. 2014). Preferentemente, la composicién resultante tiene al menos
2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces la cantidad de polifenoles en
comparacién con la composicién preparada sin etapas de aislamiento o enriquecimiento en polifenoles. Las
composiciones enriquecidas en polifenoles, los concentrados fendélicos y las composiciones que comprenden compuestos
fendlicos aislados se pueden secar como un polvo y usar de acuerdo con la presente divulgacion. Dicho polvo se puede
encapsular, y cada capsula puede contener aproximadamente 100 mg, aproximadamente 150 mg, aproximadamente
200 mg, aproximadamente 250 mg, aproximadamente 300 mg, o aproximadamente 350 mg, o aproximadamente 400 mg,
de polvo; o varia de 100 mg a 200 mg; o de 100 a 300 mg; o de 200 a 400 mg de polvo.

La forma farmacéutica puede contener excipientes, por ejemplo, uno o mas antiadherentes, aglutinantes, recubrimientos,
disgregantes, saborizantes, colorantes, edulcorantes, lubricantes, deslizantes, agentes de flujo, agentes antiaglomerantes,
sorbentes o conservantes. Los excipientes Utiles incluyen, pero no se limitan a: estearina, estearato de magnesio y écido
estedrico; sacéridos y sus derivados, por ejemplo, disacéridos: sacarosa, lactosa; polisacaridos y sus derivados, por
ejemplo, almidones, celulosa o celulosa modificada, tal como celulosa microcristalina y éteres de celulosa, tales como
hidroxipropilcelulosa; alditoles, tales como isomalt, xilitol, sorbitol y maltitol; proteinas, tales como gelatina; polimeros
sintéticos, tales como polivinilpirrolidona, polietilenglicol; 4cidos grasos, ceras, goma laca, plasticos y fibras vegetales, por
ejemplo, zeina, proteina del maiz; hidroxipropilmetilcelulosa; polimeros reticulados, por ejemplo, polivinilpirrolidona
reticulada (crospovidona) y carboximetilcelulosa de sodio reticulada (croscarmelosa de sodio); glicolato sédico de almidén;
diéxido de silicio, silice pirégena, talco y carbonato de magnesio.

Se espera que las composiciones de kiwi amarillo incluyan diversos componentes, por ejemplo, carbohidratos, fibra
alimenticia, polifenoles y actinidina. Puede haber de 10 a 20 mg de carbohidratos; de 0,5 a 5,5 mg de fibra alimenticia; de
0,1 a 0,5 mg de polifenoles conforme a GAE; y de 100 a 500 UA de actinidina, por 25 mg de polvo. Por ejemplo, puede
haber aproximadamente 18 mg de carbohidratos, aproximadamente 3,0 mg de fibra alimenticia, aproximadamente
0,28 mg de polifenoles conforme a GAE y aproximadamente 230 UA de actinidina, por 25 mg de polvo.

Las composiciones de kiwi amarillo pueden incluir polifenoles particulares como componentes activos. Los polifenoles de
la composicidén todavia pueden estar presentes tras la digestiéon de la composicidn, por ejemplo, digestién in vitro, como
se describe en detalle en el presente documento. Por ejemplo, tras la digestidn, el contenido de &cido clorogénico de la
composicién puede ser de al menos 40 ug/g, al menos 45 ug/g, al menos 50 pg/g, o al menos 55 ug/g; o de 40 a 60 ug/g;
o de 45 a 55 pg/g, en base al peso seco. El contenido de E-cafeoil-3-glucésido de la composicién puede ser de al menos
45 pg/g, al menos 50 pg/g, al menos 55 ug/g, al menos 60 pg/g, al menos 65, al menos 70 pg/g, o al menos 75 pg/g; o de
40 a 80 pg/g; o de 50 a 70 pg/g, en base al peso seco. El contenido de epicatequina de la composicién puede ser de al
menos 6 pg/g, al menos 7 Pg/g, al menos 8 ug/g, al menos 9 ug/g, al menos 10 pg/g, al menos 11 ug/g, al menos 12 pg/g,
al menos 13 pg/g, o al menos 14 ug/g; o de 8 a 12 ug/g; o de 9 a 11 pg/g, en base al peso seco. El contenido de &cido
neoclorogénico de la composicién puede ser de al menos 15 pg/g, al menos 18 ug/g, al menos 20 pg/g, al menos 22 pg/g,
al menos 25, al menos 30 pg/g, o al menos 35 pg/g; o de 10 a 30 po/g; o de 15 a 25 ug/g, en base al peso seco.

Tras la digestidn, el contenido de florizina de las composiciones de kiwi amarillo puede ser de al menos 45 pg/g, al menos
50 pg/g, al menos 55 pg/g, al menos 60 pg/g, al menos 65, al menos 70 pg/g, o al menos 75 ug/g; o de 40 a 80 ug/g; o
de 50 a 70 pg/g, en base al peso seco. El contenido de procianidina B2 puede ser de al menos 15 ug/g, al menos 20 ug/g,
al menos 25 pg/g, al menos 30, al menos 35 ug/g, al menos 40 pg/g, o al menos 45 ug/g; o de 20 a 40 ug/g; o de 25 a
35 pg/g, en base al peso seco. El contenido de quercetina-ramnésido de la composicion puede ser de al menos 15 pg/g,
al menos 18 ug/g, al menos 20 pg/g, al menos 22 pg/g, al menos 25, al menos 30 pg/g, o al menos 35 pg/g; o de 10 a
30 pg/g; o de 15 a 25 pg/g, en base al peso seco.

Tras la digestion, el contenido de catequina de las composiciones de kiwi amarillo puede ser de al menos 0,5 ug/g, al
menos 1 pg/g, al menos 2 ug/g o al menos 3 pg/g; o de 1 a4 ug/g; o de 2 a 3 ug/g, en base al peso seco. El contenido de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3023 661 T3

E-cafeoil-4-glucésido de la composiciéon puede ser de al menos 3 ug/g, al menos 4 pg/g, al menos 5 pg/g, al menos 6 pg/g,
al menos 7 ug/g, al menos 8 pg/g, o al menos 9 pg/g; o de 4 a 8 pug/g; o de 5 a 7 pug/g, en base al peso seco. El contenido
de quercetina-rutinésido de la composicién puede ser de al menos 1 ug/g, al menos 2 ug/g, al menos 3 pg/g, al menos
4 ug/g, o al menos 5 ug/g; o de 1 a 5 pg/g; o de 2 a 4 pg/g, en base al peso seco.

En ausencia de digestion, las composiciones de kiwi amarillo pueden incluir un contenido de polifenoles totales de desde
1000 a 1200 mg de GAE; o de 900 a 1300 mg de GAE; o de 800 a 1400 mg de GAE por 100 g. El contenido de E-cafeoil-
3-glucésido puede ser de 60 a 120 pg/g; o de 80 a 100 pg/g; o de 90 a 110 pg/g; o de aproximadamente 80 pg/g,
aproximadamente 90 ug/g, aproximadamente 100 pg/g, aproximadamente 110 pg/g, aproximadamente 115 pg/g o
aproximadamente 120 pg/g, en base al peso seco. El contenido de epicatequina puede ser de 20 a 60 pg/g; o de 30 a
50 pg/g; o de aproximadamente 20 pg/g, aproximadamente 30 pg/g, aproximadamente 40 pg/g, aproximadamente
45 ug/g, aproximadamente 50 pg/g, o aproximadamente 60 ug/g, en base al peso seco. El contenido de écido
neoclorogénico puede ser de 20 a 60 ug/g; o de 30 a 50 ug/g; o de aproximadamente 20 pg/g, aproximadamente 30 pg/g,
aproximadamente 39 ug/g, aproximadamente 40 pg/g, aproximadamente 41 ug/g, aproximadamente 50 ug/g, o
aproximadamente 60 Jg/g, en base al peso seco. El contenido de procianidina B2 puede ser de 40 a 120 ug/g; o de 50 a
100 pg/g; o de 65 a 90 pg/g; o de 60 a 80 ug/g; o de aproximadamente 40 ug/g, o aproximadamente 50 ug/g, o
aproximadamente 60 pg/g, o aproximadamente 70 pg/g, o aproximadamente 75 ug/g, o aproximadamente 80 ug/g, o
aproximadamente 90 ug/g, o aproximadamente 100 ug/g, en base al peso seco.

Las composiciones de kiwi amarillo también pueden incluir fibra como componente activo. El contenido total de fibra puede
serde un 12,4 aun 12,7 %, en base al peso seco; ode un 12,0 a un 13,0 %; o de un 10 a un 15 %; o de aproximadamente
un 10 %, aproximadamente un 11 %, aproximadamente un 12 %, aproximadamente un 13 %, aproximadamente un 14 %,
o aproximadamente un 15 %, en base al peso seco. El contenido de fibra soluble puede ser de un 3,4 a un 3,5 % en base
al peso seco; o de un 3,0 a un 4,0 %; o de un 3,2 a un 3,8 %; o de aproximadamente un 3,0 %, aproximadamente un
3,1 %, aproximadamente un 3,2 %, aproximadamente un 3,3 %, aproximadamente un 3,4 %, aproximadamente un 3,5 %,
aproximadamente un 3,6 %, aproximadamente un 3,7 %, aproximadamente un 3,8 %, aproximadamente un 3,9 %, o
aproximadamente un 4,0 %, en base al peso seco. El contenido de fibra insoluble puede ser de un 8,9 a un 9,3 %, en
base al peso seco; o de un 8,0 aun 10,0 %; o de un 8,5 a un 9,5 %; o de aproximadamente un 8,0 %, aproximadamente
un 8,5 %, aproximadamente un 9,0 %, aproximadamente un 9,5 %, o aproximadamente un 10,0 %, en base al peso seco.

Las composiciones de kiwi amarillo también pueden incluir diversos azlcares, incluyendo azlcares neutros y acidos
urénicos. Los polisacaridos pécticos estan especificamente incluidos en las composiciones divulgadas. Con respecto a
los azucares neutros, las composiciones pueden incluir una o méas de: ramnosa, arabinosa, galactosa y glucosa.

Las composiciones de kiwi amarillo pueden incluir ademas la enzima actinidina. Los niveles de actinidina pueden ser de
8000 a 11.000 UA; o de 6000 a 16.000 UA; de 7000 a 11.000 UA; o de 8000 a 10.000 UA; o de aproximadamente 8000 UA,
aproximadamente 9000 UA, aproximadamente 10.000 UA, aproximadamente 11.000 UA o aproximadamente 15.000 UA,
por gramo. Los procedimientos para medir el nivel de actinidina son ampliamente conocidos y usados en la técnica.
Véanse, por ejemplo, Drummond 2013 y Kaur et al. 2010. Por ejemplo, es posible medir la digestién en N-a-CBZ-lys-p-
nitrofenol (Z-lys-pNp; Sigma Aldrich Pty Ltd), por ejemplo, a 25 °C (es decir, 77 °F), para determinar los niveles/actividad
de actinidina (Boland y Hardman 1972). Las medidas se pueden expresar como UA/g o UA/mg para la composicién. De
forma alternativa, es posible medir los niveles de actinidina usando ensayos fluorescentes para evaluar la actividad de la
cisteina proteasa (Nieuwenhuizen et al. 2012, Maddumage 2013). En particular, se pueden usar los sustratos
fluorescentes Z-FRAMC(benciloxicarbonil-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina), H-D-Ala-Leu-Lys-AMC o Bz-Arg-AMC
(Feinchemikalien AG). Estas medidas se pueden expresar como UF/g o UF/mg para la composicién.

Se espera que las composiciones de kiwi amarillo sean activas para estimular el crecimiento de organismos entéricos
beneficiosos (por ejemplo, bacterias beneficiosas), tales como los miembros de los grupos de Lactobacillus o
Bifidobacterium, asi como determinados miembros del grupo de Clostridiales, incluyendo Faecalibacterium prausnitzi,
como se demuestra en el presente documento. Otros organismos beneficiosos también pueden mostrar un crecimiento
incrementado, por ejemplo, cepas de Erysipelotrichales y Bacteroidales. También se incluyen organismos beneficiosos
que incluyen Clostridium coccoides, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides cellulosilyticus,
Roseburia intestinalis, Roseburia inulinovorans, Ruminococcus bromii y Ruminococcus flavefaciens. También se incluyen
organismos beneficiosos dentro de los grupos de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas y Lachnospiraceae, asi como
otros organismos descritos en el presente documento.

La composicién de kiwi amarillo (por ejemplo, 25 mg de polvo, que se puede diluir a de 0,3 a 0,5 mg/ml de polvo) puede
incrementar el crecimiento de una o mas cepas de Lactobacillus y/o Bifidobacterium(por ejemplo, comenzando con 1000
millones de ufc) en al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al
menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 100 % o al menos un 110 %. Por ejemplo, se pueden
usar 25 mg de polvo afiadidos a 1000 millones de ufc de (un) organismo(s) probiético(s) para obtener una tasa de
crecimiento mayor de un 50 %, en relacién con el control, que se ha normalizado a un 0 %. Dichos incrementos todavia
se pueden observar tras la digestién de la composicién, por ejemplo, digestidn in vitro, como se describe en detalle en el
presente documento. Preferentemente, no hay incrementos concomitantes en los organismos entéricos perjudiciales (por
ejemplo, bacterias dafiinas), tales como las cepas de Salmonella y/o Staphylococcus. En algunos casos puede ser posible
lograr disminuciones en uno o mas organismos perjudiciales.
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Las composiciones de kiwi amarillo también pueden ser activas para estimular el crecimiento de bacterias fecales,
incluyendo bacteriasClostridiales, tales como las del grupo filogenético de Clostridium leptum, y, en particular, cepas de
Faecalibacterium, incluyendo Faecalibacterium prausnitzii. Los incrementos de la abundancia relativa de Faecalibacterium
prausnitzii pueden ser de al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %,
al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, o al menos un 200 %;
o de un 20 % a un 200 %; o de un 50 % a un 150 %; o de un 70 % a un 100 %, en sujetos, por ejemplo, sujetos estrefiidos,
tras el tratamiento con el kiwi amarillo en polvo.

Las composiciones de kiwi amarillo muestran actividad para incrementar los niveles de écidos grasos de cadena corta.
En particular, la composicién (por ejemplo, 10 mg de polvo) puede incrementar los niveles de uno o mas de acetato,
butirato y propionato en al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 18 %, al menos un 20 %, al menos un 22 %,
al menos un 25 %, al menos un 28 % o al menos un 30 %. Dichos incrementos todavia se pueden observar tras la digestién
de la composicién, por ejemplo, digestién in vitro, como se describe en detalle en el presente documento.

Procedimientos de uso de las composiciones de kiwi

Como se sefiala anteriormente, las composiciones de kiwi amarillo se pueden usar para promover o mejorar la salud
intestinal global y/o para tratar o prevenir diversas afecciones del tubo digestivo, incluyendo inflamacién, estrefiimiento,
desequilibrio de la microbiota, sindrome del intestino irritable y enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, las
composiciones se pueden usar para mantener o mejorar la regularidad intestinal y para mantener o incrementar las
bacterias beneficiosas en el tubo digestivo, incluyendo F. prausnitzii.

El estrefiimiento se puede provocar por un trastorno de la funcién intestinal o un problema estructural, y puede tener uno
0 méas sintomas de: deposiciones reducidas, deposiciones incompletas y asistidas, esfuerzo, forma de heces duras o
grumosas, hinchazén, flatulencia, dolor abdominal y dependencia de laxantes. Las causas comunes de estrefiimiento
incluyen: ingesta de agua inadecuada; fibra inadecuada en la dieta; una interrupcién de la alimentacién regular o rutina;
actividad o ejercicio inadecuado; consumo de grandes cantidades de productos lacteos; estrés; evitacién de las
deposiciones (por ejemplo, debido al dolor); uso excesivo de laxantes o laxantes emolientes; hipotiroidismo; afecciones
neurolégicas, tales como enfermedad de Parkinson o esclerosis multiple; medicamentos antiacidos que contienen calcio
o aluminio; medicamentos (especialmente medicamentos para el dolor, tales como opiaceos, antidepresivos o
complementos de hierro); depresién; trastornos de la conducta alimentaria; sindrome del intestino irritable; embarazo;
cancer de colon; y falta de funcién nerviosa y muscular en el intestino.

La etiologia de los desequilibrios de la microbiota (por ejemplo, disminuciones de organismos beneficiosos, proporciones
alteradas de organismos beneficiosos y/o incrementos de organismos perjudiciales) es compleja y alin se debe dilucidar
completamente. Los desequilibrios se pueden provocar por determinados medicamentos, tales como antibiéticos,
trastornos del tubo digestivo o insuficiencias alimenticias. Un desequilibrio de la microbiota intestinal se puede manifestar
como uno o més sintomas de: diarrea, en particular, diarrea asociada a antibiticos, heces liquidas, estrefiimiento y/o
hinchazon.

Los desequilibrios de la microbiota estan correlacionados con diversos trastornos del aparato gastrointestinal, asi como
otros trastornos. En particular, un desequilibrio en la microbiota se puede asociar con enfermedad inflamatoria intestinal,
sindrome del intestino irritable, celiaquia, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enterocolitis necrotizante, inflamacién
intestinal, infecciones entéricas, carcinogénesis, incluyendo carcinomas géstricos, carcinomas colorrectales, colelitiasis,
endotoxemia, enfermedad hepatica, tal como cirrosis, y encefalopatia hepética.

Los desequilibrios microbianos en el tubo digestivo estdn asociados con una serie de diferentes enfermedades, incluyendo:

Trastorno Observaciones Aparato/érgano|Referencias
afectado
Enfermedad de|Disminucién de la diversidad - F prausnitzii reducida |TGlI (Fujimoto et al. 2013; Willing
Crohn et al. 2010)
Colitis ulcerosa [Disminuciéon de la diversidad - A. muciniphila y F|TGI (Lepage et al. 2011; Sokol et
prausnitzii reducidas al. 2009)
Sindrome del|Clostridium, grupo IX, incrementada, Bacteroides spp.|TGI (Jeffery et al. 2012
intestino irritable [disminuida Maccaferri et al. 2012)
Cancerdel TGl [Disminucién de la diversidad, variacién de Bacteroides| TGl (Chen et al. 2012; Wang et
spp., Fusobacteria spp. incrementadas, F. prausnitzii al. 2012)
reducida
Alergia/atopia Disminucion de la diversidad, Enterobacteriaceae|Sistémico (Abrahamsson et al. 2012;
incrementada, A. muciniphila y F. prausnitzii reducidas Candela et al. 2012)
Celiaquia Composicioén alterada, esp. en el intestino delgado.|TGI (de Sousa Moraes et al.
Menos lactobacilli y bifidobacteria 2014; Kalliomaki et al. 2012)
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Diabetes Bifidobacterium spp. y F. prausnitzii reducidas Sistémico (Furet et al. 2010; Wu et al.
2010)

Obesidad Incremento de la proporcion de Firmicutes con|Sistémico (Ley et al. 2006; Tumbaugh
respecto Bacteroidetes et al. 2008)

Autismo Sutterella spp. incrementada, A. muciniphila y|Cerebro (Wang et al. 2011; Williams
Bifidobacterium spp. disminuidas et al. 2012)

Ateroesclerosis’|Participacion de enterotipo de Veillonella spp.,|Arterias (Koeth et al. 2013; Koren et
Streptococcus spp. y Prevotella al. 2011)

Depresién y|Cambios de la microbiota intestinal en conjunto y|Cerebro (Desbonnet et al. 2008;

ansiedad’ Bifidobacterium spp. disminuida Neufeld et al. 2011)

Cdlico del|Proteobacteria incrementadas vy bifidobacteria y|TGI (de Weerth et al. 2013;

lactante lactobacilli reducidas Savino et al. 2007)

Esclerosis Cambios de la microbiota intestinal en conjunto y|Cerebro (Lee et al. 2011; Rumah et

multiple’ presencia de Clostridium perfringens, tipo B al. 2013)

Enfermedad de|Prevotellaceae disminuida y Clostridium  spp.|Cerebro (Murata et al. 2013

Parkinson'’ incrementada Scheperjans et al. 2014)

Artritis Cambios de la microbiota intestinal en conjunto y|Sistémico (Abdollahi-Roodsaz et al.

reumatoide’ Bacteroides spp. disminuida 2008; Vaahtovuo et al

2008)
'Evidencia preliminar del vinculo entre la microbiota colénica y estos trastornos. TGI, tubo gastrointestinal. Tabla
modificada desde de Vos y de Vos 2012.

La inflamacién del tubo digestivo se puede asociar con diversas afecciones, incluyendo glositis atréfica, queilitis angular,
granulomatosis orofacial, esofagitis, gastritis, incluyendo gastritis atréfica, estenosis pilérica, colitis, ileitis, enfermedad de
Crohn, celiaquia, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome del intestino irritable, lesiones, fisuras y diversas Ulceras,
incluyendo Ulceras de la boca, esé6fago, estbmago e intestinos, y especificamente incluyendo colitis ulcerosa. La
inflamacién también se puede asociar con organismos perjudiciales, tales como organismos bacterianos, protozoarios y/o
viricos, incluyendo los grupos/organismos de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Veillonellaceae, Fusobacteriaceas,
Proteobacteria, Campylobacter, Shigella, Yersinia, Listeria, Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium difficile, Helicobacter pylori, Mycobacterium avium, Enterococcus faecalis, Fusobacterium varium, Giardia,
Entamoeba histolytica, rotavirus, norovirus, adenovirus, astrovirus y virus del sarampién. En determinadas circunstancias,
la inflamacién resultar de una lesién, medicacién o cirugia.

Las composiciones de kiwi amarillo se usan para tratar o prevenir la inflamacién gastrointestinal, estrefiimiento,
irregularidad intestinal, desequilibrio de la microbiota, sindrome del intestino irritable, enfermedad inflamatoria intestinal u
otras afecciones descritas en el presente documento. Como dosificaciones ejemplares, las composiciones se pueden
administrar de 250 a 2500 mg; de 500 a 5000 mg; de 1000 a 4000 mg; o de 1500 a 4500 mg; o de 2000 a 3000 mg; o a
aproximadamente 250 mg, aproximadamente 500 mg, aproximadamente 600 mg, aproximadamente 800 mg,
aproximadamente 1000 mg, aproximadamente 1200 mg, aproximadamente 1500 mg, aproximadamente 1700 mg,
aproximadamente 1800 mg, aproximadamente 2000 mg, aproximadamente 2200 mg, aproximadamente 2300 mg,
aproximadamente 2400 mg, aproximadamente 2500 mg, aproximadamente 2600 mg, aproximadamente 2700 mg,
aproximadamente 2800, aproximadamente 2900, aproximadamente 3000 mg, aproximadamente 3200, aproximadamente
3500, aproximadamente 3600 mg, aproximadamente 4000 mg, aproximadamente 4200 mg, aproximadamente 4800 mg,
aproximadamente 5000 mg, aproximadamente 5400 mg, aproximadamente 6000 mg, o aproximadamente 6600 mg, de
kiwi amarillo en polvo por dia, o dosificaciéon equivalente si se usa una forma liquida. La administracién se puede llevar a
cabo vez al dia, dos veces al dia o tres veces al dia. La administraciéon se puede realizar con alimentos o antes de una
comida. La dosificacién y forma farmacéutica apropiadas se determinaran facilmente por un experto en la técnica.

Se pueden usar diversas vias de administracién para las composiciones de kiwi amarillo, incluyendo administracién enteral,
administracién oral y administracion rectal. La administracién oral puede ser por comprimido, capsula, sobre, gotas elixir,
jarabe antitusigeno, solucidén, emulsién, suspensién, pocion, triturado, pasta, jarabe, gelatina, gel, ténico u otros medios
conocidos. La administracién enteral puede ser por sonda duodenal o sonda gastrica, incluyendo sonda nasogastrica. La
administracién rectal puede ser por enema, supositorio u otro medio adecuado. En la técnica son conocidos diferentes
medios de administraciéon que se pueden utilizar por un experto en la técnica. Las composiciones no estan limitadas a una
forma particular de administracién.

Las composiciones se pueden coadministrar con uno o0 mas organismos probiéticos. Por ejemplo, la composicidén de kiwi
amarillo se puede formular como una forma farmacéutica combinada con uno o mas probiéticos. De forma alternativa, la
composicidn de kiwi amarillo se puede administrar como una forma farmacéutica separada junto con uno o més probiéticos.
Los organismos probiéticos ejemplares incluyen, pero no se limitan a: Bacillus coagulans, por ejemplo, cepas GBI-30 y
6086; Bifidobacterium longum, por ejemplo, subesp. infantis 35624; Lactobacillus acidophilus, por ejemplo, cepas NCFM
y CL1285; Lactobacillus paracasei, por ejemplo, cepas St11 y NCC2461; Lactobacillus johnsonii, por ejemplo, cepas La1
y NCC533; Lactobacillus LC1; Lactobacillus plantarum, por ejemplo, cepas 299v y HEAL 9; Lactobacillus reuteri, por
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ejemplo, cepas ATCC 55730, SD2112, Protectis (DSM 17938, cepa hija de ATCC 55730), Prodentis (DSM 17938/ATCC
55730 y ATCC PTA 5289 en combinacion) y RC-14®; Saccharomyces boulardii; Lactobacillus rhamnosus, por ejemplo,
una cepa GR-1®; Lactobacillus casei, por ejemplo, una cepa LBC80R; Lactobacillus bulgaricus; Streptococcus
thermophilus; y Lactobacillus bifidus. Otros organismos que pueden ser Utiles como probibticos incluyen cepas de
Faecalibacterium, incluyendo Faecalibacterium prausnitzii, y también cepas de Bacteroidaceae, tales como
Bacteriodesfragilis.

Las composiciones de kiwi amarillo se pueden coadministrar con uno o més agentes prebiéticos, por ejemplo, como una
forma farmacéutica combinada o como formas farmacéuticas separadas. Como se ha identificado previamente, los
agentes prebibticos estan compuestos de fibra no digerible o compuestos fermentables que pasan a través de la porcién
alta del tubo digestivo y estimulan el crecimiento y/o actividad de los organismos benéficos que colonizan el intestino
grueso actuando como sustrato para ellos.

Estos agentes pueden ser prebiéticos de cadena corta, de cadena larga o de espectro completo. Los prebibticos de
cadena corta incluyen de 2 a 8 enlaces por molécula de sacéarido. Los prebidticos de cadena larga incluyen de 9 a méas
de 60 enlaces por molécula de sacéarido. Los prebibticos de espectro completo incluyen una gama completa de longitudes
de enlaces moleculares, de 2 a mas de 60 enlaces por molécula de sacérido. Los agentes prebiéticos ejemplares incluyen,
pero no se limitan a: oligofructosa, inulina, inulina enriquecida en oligofructosa, fructooligosacéaridos, xilooligosacaridos,
polidextrosa, galactooligosacaridos, trans-galactooligosacéaridos, mananooligosacaridos, lactulosa, tagatosa y almidén.

En base a los resultados mostrados en el presente documento, se cree que los polifenoles presentes en las composiciones
divulgadas pueden actuar como agentes prebibticos. Por tanto, puede ser Util afiadir uno 0 mas compuestos fendélicos a
las composiciones, para complementar la actividad prebiética en las mismas. Los compuestos ejemplares incluyen, pero
no se limitan a: derivados fendlicos, tales como acido fendlico y flavonoides, tales como ligninas, proantocianidinas,
antocianinas, antocianidinas, isoflavonas, catequinas, taninos, quercetina, naringenina y hesperidina. Se incluyen, en
particular, los compuestos fendlicos extraidos de uno 0 mas de: té, cacao, vino, soja, feijoa, frutas citricas, manzanas,
uvas, bayas y kiwis, en particular, kiwis amarillos, incluyendo Hort16 y Gold3. Los compuestos fenélicos especificos del
kiwi amarillo Gold3 incluyen, pero no se limitan a: catequina, acido clorogénico, E-cafeoil-3-glucésido, E-cafeoil-4-
glucésido, epicatequina, acido neoclorogénico, florizina, procianidina B1 y B2, quercetina-ramnésido y quercetina-
rutinésido.

Las composiciones se pueden coadministrar con uno o mas agentes simbidticos (prebiéticos y probiéticos combinados).
Por ejemplo, el kiwi amarillo en polvo se puede formular como una forma farmacéutica combinada con uno o mas
simbidticos. De forma alternativa, el kiwi amarillo se puede administrar como una forma farmacéutica separada junto con
uno o mas simbiéticos. Como ejemplos, se pueden combinar Bifidobacteria o Lactobacilli con fructooligosacaridos o
inulinas o galactooligosacaridos. Las combinaciones simbibticas particulares incluyen, pero no se limitan a: Bifidobacteria
y fructooligosacaridos; Lactobacillus rhamnosus, por ejemplo, una cepa GG e inulinas.

Las composiciones se pueden coadministrar con fibra y/o enzimas digestivas. Por ejemplo, el kiwi amarillo en polvo se
puede formular como una forma farmacéutica combinada con una o mas composiciones que comprendan fibra y/o
enzimas digestivas. De forma alternativa, el kiwi amarillo en polvo se puede formular y administrar como una forma
farmacéutica separada con una o mas composiciones que comprendan fibra y/o enzimas digestivas. Las composiciones
de fibra ejemplares incluyen composiciones de fibra soluble y/o insoluble, por ejemplo, composiciones que incluyen uno
0 mas de dextrina de trigo, policarbofilo de calcio, psyllium, inulina, metilcelulosa, glucomanano, lino, linaza, agropiro,
acacia senegal y ruibarbo. Las enzimas digestivas ejemplares incluyen, pero no se limitan a: actinidina, proteasa, lipasa,
amilasa, celulosa, pancreatina, pepsina, bromelina, papaina, tripsina y quimotripsina. También se pueden usar
combinaciones de enzimas digestivas, por ejemplo, combinaciones de proteasa, lipasa y amilasa, incluyendo aquellas
con o sin actinidina afiadida.

Las composiciones de kiwi amarillo se pueden coadministrar con uno o mas agentes antiinflamatorios y/o agentes
antimicrobianos. De particular interés es el uso de la composicidn como complemento prebiético durante y/o tras el
tratamiento con antibidtico. Por ejemplo, el kiwi amarillo en polvo se puede formular como una forma farmacéutica
combinada con uno o mas agentes antiinflamatorios/antimicrobianos. De forma alternativa, el kiwi amarillo se puede
administrar como una forma farmacéutica separada junto con uno o mas agentes antiinflamatorios/antimicrobianos. Los
agentes antiinflamatorios/antimicrobianos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, aminosalicilatos, por ejemplo,
mesalazina (por ejemplo, Pentasa®) y sulfasalazina (por ejemplo, Salazopyrin®), corticoesteroides, por ejemplo,
budesonida (por ejemplo, Entocort®) y acetato de hidrocortisona (por ejemplo, Colifoam®), y también incluyen azatioprina
(por ejemplo, Azasan®, Imuran®), mercaptopurina (por ejemplo, Purinethol® Purixan™), ciclosporina (por ejemplo,
Gengraf®, Neoral®, Sandimmune®), infliximab (por ejemplo, Remicade®), adalimumab (por ejemplo, Humira®), golimumab
(por ejemplo, Simponi®), metotrexato (por ejemplo, Rheumatrex™, Methoblastin™), natalizumab (por ejemplo, Tysabri™),
vedolizumab (por ejemplo, Entyvio™), ustekinumab (por ejemplo, Stelara®) y antibiéticos, incluyendo metronidazol (por
ejemplo, Flagyl®) y ciprofloxacino (por ejemplo, Cipro®, Ciplox™).

Ejemplos

Los ejemplos descritos en el presente documento se proporcionan con el propésito de ilustrar modos de realizacién
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especificos de la invencién y no se pretende que limiten la invencién de ninguna manera.
Ejemplo 1: preparacién de kiwi en polvo

El triturado de kiwi amarillo congelado (Frozen Gold Kiwifruit Puree Single Strength (sin semillas)) se obtuvo a partir de
Kiwifruit Processing Company Ltd, Tauranga, Nueva Zelanda. El triturado se preparé a partir de un 100 % de kiwi amarillo
(Actinidia chinensis G3) de Nueva Zelanda cultivado con respecto a los estandares de exportacién de Zespri® y clasificado
a mano. El triturado se produjo por procedimientos de fabricacién para extraer la piel y las semillas para dar un triturado
suave y rico.

La especificacién del producto del triturado de kiwi amarillo congelado es como sigue:

El color es kiwi amarillo, siendo normal alguna variacién de color. El sabor es el tipico del kiwi amarillo maduro. La textura
es suave y sin semillas. El triturado no tiene ninguna cantidad de fruta podrida ni fermentada, ni cuerpos extrafios, y no
contiene ninguna E. coli. detectable. El valor Brix es de 16 a 21°. La viscosidad (a 12,5° Brix, 20 °C) es de
aproximadamente 12,0, pero puede variar cuando la fruta se mantiene a lo largo de una temporada. El pH es de 3,2 a 3,8.
El tamafio de tamiz es <1 mm. El producto se conserva congelado a -18 °C hasta su uso.

Ademas, el triturado de kiwi verde congelado (Frozen Green Kiwifruit Puree Single Strength (sin semillas)) se obtuvo a
partir de Kiwifruit Processing Company Ltd, Tauranga, Nueva Zelanda. El triturado se preparé a partir de un 100 % de kiwi
verde (Actinidia deliciosa, variedad Hayward) de Nueva Zelanda cultivado con respecto a los estandares de exportacién
de Zespri® y clasificado a mano. Eltriturado se produjo por procedimientos de fabricacion para extraer la piel y las semillas
para dar un triturado suave y rico.

La especificacidén del producto del triturado de kiwi verde congelado es como sigue:

El color es kiwi verde, siendo normal alguna variacién de color. El sabor es el tipico del kiwi verde maduro. La textura es
suave y sin semillas. El triturado no tiene ninguna cantidad de fruta podrida ni fermentada, ni cuerpos extrafios, y no
contiene ninguna E. coli. detectable. El valor Brix es de 13 a 18°. La viscosidad (a 12,5° Brix, 20 °C) es de
aproximadamente 12,0, pero puede variar cuando la fruta se mantiene a lo largo de una temporada. El pH es de 3,2 a 3,8.
El tamafio de tamiz es <1 mm. El producto se conserva congelado a -18 °C hasta su uso.

El procedimiento para obtener el kiwi en polvo fue como sigue:
1) Eltriturado de Gold3 congelado se adquirié de Kiwifruit Processing Company Ltd, Tauranga, Nueva Zelanda.

2) Eltriturado congelado se liofilizd (se secd por congelacion). El procedimiento de liofilizacidn tipicamente se realizaba
durante hasta aproximadamente 48 horas, a temperaturas que no superaban los 70 °C. A continuacién, el material secado
resultante se molia a través de una malla US 20 para producir polvo que fluia libremente.

3) El mismo procedimiento se usé para obtener kiwi verde en polvo.
Ejemplo 2: medicién de polifenoles para el kiwi en polvo

Se analizaron los perfiles de polifenoles de kiwi verde y amarillo en polvo. Se preparé kiwi verde (Hayward) y amarillo
(Gold3) liofilizado (secado por congelacién) en polvo de acuerdo con el ejemplo 1.

Los polvos se digirieron usando un modelo de porcién alta del tubo gastrointestinal in vitro como se describe en Monro et
al. 2010. En resumen, se afiadieron 20 ml de agua y 5 ml de solucién salina al 20 % a 5 g de muestras a pH 2,5 antes de
agitarse en vértex. A continuacién, se afiadié 1 ml de pepsina al 1 % en é&cido clorhidrico 0,05 M, seguido de una
incubacién de 30 minutos a 37 °C con mezclado lento y constante (220 rpm). Las muestras se ajustaron a pH 6,5, seguido
de la adicién de 5 ml de extracto biliar al 2,5 % obtenido a partir de Sigma Aldrich®y 1 ml de pancreatina al 5 % en cloruro
de sodio (NaCl) al 3 %.

A continuacién, las muestras se agitaron en vértex y se incubaron a 37 °C con mezclado lento y constante (220 rpm)
durante 2 horas. A continuacién, las muestras digeridas se transfirieron a bolsas de diélisis (MWCO de 500 Da, obtenidas
a partir de Thermofisher Scientific) y se dializaron en NaCl 10 mM a 4 °C durante la noche, seguido de un cambio en el
liquido de dialisis y otras 2 horas a 2 °C, lo que representaba la absorcién en el intestino delgado. Las muestras se
almacenaron a -80°C y, a continuacion, se secaron por congelacion.

Las muestras digeridas antes y después de los polvos verde y amarillo secados por congelacién (100 mg) se extrajeron
con 5 ml de etanol/agua/acido féormico (80:20:1). La mezcla de extraccion se sometié a ultrasonidos durante 30 minutos
y, a continuacién, se almacené durante la noche. Las muestras se centrifugaron a maxima velocidad para extraer
particulas y se diluyeron 2 veces antes del analisis por cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-EM). Los
detalles se proporcionan en la tabla 2, a continuacion.
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Tabla 2: analisis por CL-EM de polvos de kiwi digeridos antes y después

CLEM Dionex Ultimate® 3000 Rapid Separation LC con espectrometro de masas micrOTOF Qll
Columna Zorbax™ SB-C18, 2,1 m x 100 mm, 1,8 um
Flujo de fase mévil |350 pl/min
Disolventes A = acetonitrilo al 100 %
B = acido féormico al 0,2 %
Gradiente Un 10 % de A, un 90 % de B, 0 - 0,5 min

Lineal con respecto a un 50 % de A, un 50 % B, 0,5 -18 min
Lineal con respecto a un 100 % de A, 18 - 30 min

Mantenido a un 100 % de A durante 30 - 40 min

Lineal con respecto a un 10 % de A, 90 % de B, 40 - 40,2 min

Volumen de|2 pl
inyeccion
Parametros de EM |Temperatura de N2 de secado: 200 °C
Flujo de N2 de secado: 8 I/min

N2 en nebulizador: 1,5 bar

Intervalo de masa: 100 - 1500 Da
Tasa de adquisicién: 2 barridos/s

Las concentraciones de compuestos se calcularon usando curvas de calibracién a partir de patrones auténticos.

Como se muestra en la figura 1, el Gold3 en polvo digerido (digestién en la porcidn alta del tubo gastrointestinal simulada)
tiene un perfil de polifenoles alterado en comparacién con antes de la digestién (figura 1); sin embargo, se retiene el
contenido fendlico global. En particular, se observé un contenido de polifenoles de 269 ug/g antes de la digestién frente a
un contenido de fenoles de 264 ug/g después de la digestién para el Gold3 en polvo (figura 1; total combinado para
compuestos fendlicos sometidos a prueba). El kiwi verde en polvo también muestra un perfil de polifenoles alterado
después de la digestién, pero el contenido global se reduce por la digestién (figura 1). Para el kiwi verde en polvo, el
contenido de polifenoles global fue de 258 ug/g antes de la digestién frente a 153 pg/g después de la digestién (figura 1;
total combinado para compuestos fenélicos sometidos a prueba).

Ejemplo 3: ensayos microbianos de alto rendimiento para kiwi en polvo

El kiwi amarillo Gold3 en polvo se obtuvo a partir de una férmula en pasta (preparada por Cedenco Foods, Nueva Zelanda),
que se secd en tambor con almidén de guisante (14,28:1 en peso hiumedo). Se digirié in vitro una muestra (5 g) del polvo
usando un modelo de porcién alta del tubo gastrointestinal como se describe en el ejemplo 2.

A continuacién, el material digerido se solubilizé en agua o bien dimetilsulféxido (DMSO) hasta una concentracién uniforme
de 100 mg/ml. A continuacién, las muestras se diluyeron 100 veces con agua desionizada estéril para reducir el DMSO a
una concentracién manejable para prevenir la lisis bacteriana. Los 'extractos' en agua y DMSO se afiadieron a pocillos de
ensayos microbianos de alto rendimiento hasta una concentracion final de 1,0 mg/ml.

Los organismos usados en el estudio incluyeron los probiéticos Nissle 1917 de Escherichia coli, HNOO1 de Lactobacillus
rhamnosus (DR20), HNO019 de Bifidobacterium lactis (DR10), y la patégena Salmonella enterica, serovariedad
Typhimurium ATCC 1772, y ATCC 25932 de Staphylococcus aureus.

Se us6 un bioensayo de crecimiento en microplacas de noventa y seis pocillos que media la densidad éptica (DO) como
se describe en Rosendale et al. 2008 para este trabajo. Se calcul6 el cambio del crecimiento (Acrecimiento) y se usé para
representar la magnitud del efecto. Esto se calcul6 convirtiendo la OD a un porcentaje de la OD de control y, a continuacién,
restando 100, normalizando eficazmente el crecimiento del control a un valor de referencia de cero.

Se us6 una cepa de bacteria por microplaca y cada extracto se analizé por cuadruplicado por microplaca en un intervalo
de concentraciones (0, 0,0124, 0,037, 0,111, 0,333, 1 mg/ml). Las microplacas se inocularon con un volumen igual (50 pl)
de inéculo bacteriano y la DO se midié de inmediato a una longitud de onda de 595 nm con un lector de placas (FLUOstar
Optima®) para determinar el valor de crecimiento en blanco/cero. Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 24 horas,
a continuacién, se determiné la DO para medir el crecimiento de los cultivos.

Los resultados demostraron que el Gold3 amarillo en polvo promovié el crecimiento de cepas de Bifidobacteria y
Lactobacillus, aunque no efectué un cambio significativo del niUmero de bacterias patégenas frente al control (figura 2).

Ejemplo 4: modelo de fermentacién mixta para someter a prueba el kiwi en polvo

El kiwi amarillo Gold3 en polvo se obtuvo a partir de una férmula en pasta (preparada por Cedenco Foods, Nueva Zelanda),
que se secd en tambor con almidén de guisante (14,28:1 en peso himedo). Se digiri6 una muestra (5 g) de polvo de
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acuerdo con el ejemplo 2. La muestra digerida se solubilizé en agua hasta una concentracién final de 10 mg/ml.

Se recogieron muestras fecales recién evacuadas de tres voluntarios humanos sanos. El polvo amarillo digerido se incubé
en un tubo de ensayo inoculado con microbiota mixta de un Unico donante fecal, y se repitié6 para cada uno de los tres
donantes. Los tubos de Hungate que contenian medio de fermentacién reducido anteriormente (9 ml) bajo diéxido de
carbono se complementaron con 1 ml de la muestra o control y se inocularon con 1 ml de una suspensién fecal al 10 %
(p/v). Los tubos se incubaron a 37 °C con agitacién orbital delicada (150 rpm). Se extrajeron periédicamente submuestras
(0, 5, 10, 24, 48 h) con una jeringa y una aguja de calibre 22 a través de la membrana de goma para prevenir la exposicién
de la muestra a la atmésfera.

Las muestras extraidas de los tubos de fermentacién se recogieron en tubos Eppendorf® de 1,5 ml y se centrifugaron de
inmediato a 13.000 x g durante 5 minutos. Los sobrenadantes libres de células y particulas se recogieron en tubos
Eppendorf® nuevos y se congelaron a - 80 °C hasta que se requirieran.

El sobrenadante se descongeld y se diluyé 1:4 en solucién salina tamponada con fosfato 0,01 M con 2-etilbutirato
(concentracion final de 5 mM) como patrdn interno. A continuacién, la muestra se centrifugé a 3000 x g durante 5 minutos
a4 °C. El sobrenadante (0,25 ml) se acidificé con &cido clorhidrico concentrado (0,125 ml), se afiadi6 éter dietilico (0,5 ml),
a continuacién, se agité en vortex y se centrifugd a 10.000 x g durante 5 minutos (4 °C). La fase de éter dietilico superior
se recogid, se sec6 con sulfato de magnesio y se derivatizé con N-terc-butildimetilsilil-N-metiltrifluororoacetamida con terc-
butildimetilclorosilano al 1 % calentando a 80 °C durante 20 minutos.

Las concentraciones de los metabolitos de acidos organicos microbianos en las muestras de fermentacion se cuantificaron
por cromatografia de gases (CG) segun la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: analisis por CG de metabolitos de acidos organicos

CG Shimazdu GC-17A con detector de ionizacién de llama (FID)

Columna 10 m x 0,53 mm de DI x 2,65 um

Gas portador Helio

Caudal 37 mi/min

Presion 7 kPa, en incremento hasta 15 kPa a 0,8 kPa/h
Mantener durante 4 min

Programa de temperatura 70 °C en incremento hasta 80 °C a 10°C/min
Incrementar a 255 °C a 20 °C/min
Mantener durante 5 min

Temperatura del inyector y detector 260 °C

Volumen de inyeccién 1 pl, sin divisién

Se analizaron mezclas patrén de &cidos organicos de concentracion conocida junto con las muestras y se usaron para
crear curvas patrén con areas de pico relativas estandarizadas a la respuesta de 2-etilbutirato. Los resultados se
expresaron como pmol de acido organico/ml de fermento.

Como se muestra en la figura 3, la presencia del kiwi amarillo Gold3 en polvo promovié un incremento de la produccién
de acido organico, en particular, después de las primeras 12 horas de exposicién. Dado el incremento observado, esto
indica que los componentes fermentables no digeribles (carbohidratos y polifenoles) en el polvo amarillo se
descompusieron y usaron como sustrato de crecimiento y generacién de energia. Esto es consecuente con la accién
como prebidtico.

Ejemplo 5: ensayo clinico para someter a prueba el kiwi amarillo Gold3 en polvo para mejorar la regularidad
Vision general del protocolo clinico

El estudio se disefié como un ensayo con grupos cruzados, aleatorizado, con enmascaramiento doble y comparativo con
placebo, en el que los participantes consumieron cuatro intervenciones diferentes durante 4 semanas cada una, con un
periodo de reposo de 2 semanas entre cada intervencién. En la figura 4 se muestra una vista esquematica del disefio del
ensayo.

Participantes en el ensayo clinico

Se incluyeron dos grupos de participantes a través de anuncios en periédicos y en la radio, la comunidad, el consejo
sanitario del distrito local, la Universidad de Canterbury (Christchurch, Nueva Zelanda), la Universidad de Lincoln (Lincoln,

Nueva Zelanda), boletines, carteles en los centro de atencién primaria y a través de la base de datos existente de
participantes anteriores.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3023 661 T3

Se incluyeron veintinueve participantes totales de cincuenta y un voluntarios totales. Los participantes se dividieron en
dos cohortes: cohorte 1 ("sanos"): aquellos participantes sin sintomas clinicos de estrefiimiento; y cohorte 2 ("estrefiidos
funcionalmente"): aquellos participantes clasificados como que tienen estrefiimiento funcional C3 en base a los criterios
de Roma lll.

Criterios de Roma Il

1) deben incluir dos 0 mas de los siguientes: a) esfuerzo durante al menos un 25 % de las defecaciones; b) heces
grumosas o duras en al menos un 25 % de las defecaciones; ¢) sensacién de obstruccién o bloqueo anorrectal durante al
menos un 25 % de las defecaciones; d) sensacién de evacuacién incompleta durante al menos un 25 % de las
defecaciones; e) maniobras manuales para facilitar al menos un 25 % de las defecaciones; f) tres 0 menos defecaciones
por semana;

2) las heces sueltas rara vez estan presentes sin el uso de laxantes; y
3) criterios insuficientes para el sindrome del intestino irritable.

Los criterios de inclusion fueron: edad 18-60 afios; limites de IMC entre 19 y 30 k/m?; glucemia en ayunas por debajo de
5,6 mmol/l; se requeria que los sujetos estuvieran dispuestos a mantener su ingesta de alimentos y bebidas habitual
(excepto la sustitucién de los alimentos del estudio con productos similares) y su patrén de actividad fisica a lo largo del
periodo de estudio; se pidi6 a los sujetos que excluyeran los complementos con alto contenido en fibra, tales como
Metamucil®, Benefibre® y Phloe™, asi como abstenerse de comer kiwi fresco durante el periodo de estudio; se pidi6 a los
participantes que evitaran los desplazamientos al extranjero durante el periodo del estudio debido al impacto que esto
podria tener en la alimentacién.

Los criterios de exclusién fueron: presencia de sintomas de alarma gastrointestinales (incluyendo sangre en heces, diarrea
frecuente, dolor abdominal persistente); personas que hacen dieta o siguen una alimentacién crudivegana, o muy rica en
fibra; gastroparesia o intolerancia a la lactosa; cirugia para pérdida de peso (banda gastrica o derivacién gastrica); mujeres
embarazadas; trastornos renales, hepaticos, endocrinos, cardiacos, pulmonares, pancreaticos, neurolégicos,
hematolégicos o biliares clinicamente significativos; y alergia o sensibilidad conocida al kiwi.

El grupo "sano" estaba compuesto de participantes que no tenian sintomas clinicos de estrefiimiento. El grupo
"funcionalmente estrefiido" (FE) se selecciond en base a los criterios de Roma Il (Drossman 2006) como que tenia
estrefiimiento funcional C3. Se incluyeron veinte participantes (2 hombres y 18 mujeres) en el grupo sano. La edad
promedio fue de 38 afios (intervalo 23-56 afios) y el indice de masa corporal promedio fue de 23 kg/m? (intervalo 19-
29 kg/m?). Se incluyeron nueve participantes (1 hombre y 8 mujeres) en el grupo FE. La edad promedio fue de 44 afios
(intervalo 38-54 afios) y el indice de masa corporal promedio fue de 25 kg/m? (intervalo 21-29 kg/m?). Véase también la
tabla 6 a continuacién.

Diecinueve de los veinte participantes del grupo sano completaron el estudio. Una participante mujer se retir6 por motivos
personales. Los nueve participantes del grupo FE completaron el estudio. El orden en el que los participantes se asignaron
a su intervencion fue aleatorio por un bioestadistico usando un disefio en cuadrados latinos de Williams y ndimeros
aleatorios generados por ordenador. Tras la finalizacién de los anélisis, se desenmascaré el estudio para revelar el orden
de intervencion. Se obtuvo la aprobacién ética del Human Disability and Ethics Committee de Nueva Zelanda bajo revisién
agilizada (numero de solicitud 12/STH/72/AMO01) y se registré en el Registro de Ensayos Clinicos de Australia y Nueva
Zelanda. Namero de registro ACTRN: 12612001270808.

Procedimientos de pruebas clinicas

Las intervenciones se administraron en capsulas de 4 x 600 mg suministradas por Anagenix Limited (Wellington, Nueva
Zelanda) preparadas para parecer idénticas para preservar el enmascaramiento de la intervencién (tabla 4).

Tabla 4: descripciéon de la composicién de la intervencién

Intervencién Tratamiento Dosis Administracion: capsulas/dia
ACTAZIN™ L Kiwi verde en polvo 600 mg 1 x ACTAZIN™ + 3 x placebo
ACTAZIN™H Kiwi verde en polvo 2400 mg |4 x ACTAZIN™

GOLD Kiwi amarillo en polvo (G3) 2400 mg |4 x GOLD

Placebo Isomalt de color verde (E102, E142) 2400 mg |4 x placebo

Tabla 5: informacién nutricional de las intervenciones usadas, ACTAZIN™ y GOLD
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Informacion nutricional (por 100 g) GOLD ACTAZIN™
Energia, kJ 1420 1435
Proteina, g 3,9 3,4
Grasa, total, g 1,8 3,0

- Saturada, g 0,34 0,75

- Insaturada, g 1,4 2,4

- Monoinsaturada, g <0,10 0,53

- Poliinsaturada, g 1,4 1,8
Carbohidrato, g 71 67

- Azucares, totales, g 58 46

- Sacarosa, g <0,05 <0,05
- Glucosa, g 27 21

- Fructosa, g 31 25

- Lactosa, g <0,05 <0,05
- Maltosa, g <0,05 <0,05
Fibra alimenticia, g 12 16
Sodio, mg 18 13
Polifenoles totales, mg de GAE 1100 900
Actinidina, UA/g 9100 40700

Todos los participantes consumieron cuatro combinaciones de intervenciones diferentes: placebo (isomalt de color verde)
(2400 mg/dia), ACTAZIN™ L (800 mg/dia), ACTAZIN™ H (2400 mg/dia) y GOLD (2400 mg/dia) durante 28 d cada
intervencién, con un periodo de reposo de 14 d entre cada fase de tratamiento.

Se formularon ACTAZIN™ L (dosis baja, kiwi verde) y ACTAZIN™ H (dosis alta, kiwi verde) a partir de kiwi verde Actinidia
deliciosa 'Hayward' procesado en frio y se formulé GOLD a partir de kiwi de carne amarilla Actinidia chinensis 'Zesy002'
Gold3 procesado en frio. Véase el ejemplo 1.

Al principio y al final de cada periodo de intervencién de 4 semanas, se pidié a los participantes que proporcionaran una
muestra fecal. Se eligié un periodo de reposo de 2 semanas para permitir suficiente tiempo para retornar los habitos
intestinales al punto de referencia para los pardmetros medidos (ecologia microbiana, metabolitos microbianos).

Al principio y al final de cada periodo de intervencién, también se pidié a los participantes que proporcionaran una muestra
fecal y que completaran el cuestionario de sintomas del sindrome del intestino irritable (Sll) de Birmingham (Johnston et
al. 2010), asi como un cuestionario de calidad de vida especifico para el Sll (Patrick et al. 1998) relacionado con el
bienestar.

Cada dia, desde el punto de referencia hasta el final del estudio, los participantes registraron diversos pardmetros en los
diarios proporcionados. Estos parametros incluian: 1) nimero de deposiciones; 2) deposiciones incompletas y asistidas;
3) esfuerzo; 4) forma de heces como se determina por la escala de heces de Bristol; 5) hinchazén; 6) flatulencia; 7) dolor
abdominal; 8) uso de laxantes.

Los datos se analizaron usando analisis de varianza (ANOVA) en GenStat (v. 16, 2013, VSNi Ltd., Hemel Hempstead,
Reino Unido). Los datos de las dos cohortes se analizaron por separado. Los resultados de cada periodo de observacién
se analizaron como un disefio de bloques completo, con el participante y el participante x fase como bloques, y la fase (1,
2, 3 0 4) e intervencién (incluyendo el periodo de reposo) como factores. Los datos del periodo de reposo medios se
usaron como referencia para los propésitos del analisis estadistico. Se inspeccionaron los residuos para garantizar que
se cumplieran los supuestos del ANOVA; cuando fue necesario, los datos se transformaron log. para estabilizar la varianza.

Se realizé un analisis de subgrupos a posteriori en la cohorte sana usando la prueba Q de Cochran para comparar aquellos
participantes que respondian a cada intervencién (es decir, con una elevaciéon de al menos una deposicién por semana
durante el periodo de reposo precedente). A continuacién, los participantes se clasificaron como pacientes que respondian
favorablemente (mostraron una respuesta a al menos una de las intervenciones sin placebo) o pacientes que no
respondian favorablemente; los datos de los participantes del subgrupo de pacientes que respondian favorablemente (de
14 de 19 participantes (74 %)) se analizaron usando ANOVA.

El resultado del estudio principal fue un incremento significativo de la frecuencia de las heces.
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Ejemplo 6: resultados del tratamiento sobre la mejora de la regularidad

Los datos demograficos de los participantes se muestran en la tabla 6. El cumplimiento dentro de las cohortes sanas y
funcionalmente estrefiidas fue de un 98 % + 9 y de un 99 % * 8, respectivamente.

Tabla 6: datos demograficos de los participantes en el estudio

Caracteristicas de referencia Sano Funcionalmente estrefiido
N 20 9
Hombres 2 1
Mujeres 18 8
Edad en aiios (media + DE) 38+ 11 44+ 6
Edad (intervalo) 23-56 38 -54
Peso en kg (media + DE) 68 £ 13 67+8
Peso (intervalo) 47 - 101 53-79
IMC en kg/m? (media £ DE) 233 252
IMC (intervalo) 19 -29 21-29
Cumplimiento (%) 98+9 99+8
IMC: indice de masa corporal; DE: desviacién estandar

Los resultados de este estudio se resumen en las tablas 7 y 8.

En la cohorte sana (n = 19), se observaron diferencias significativas entre las intervenciones y el periodo de reposo para
el nimero de deposiciones diarias (p = 0,002), puntuacién de heces de Bristol (p = 0,036), esfuerzo (p = 0,044) Yy flatulencia
(p = 0,007). El nUmero de deposiciones diarias para las intervenciones con ACTAZIN-H y GOLD fue significativamente
mayor (p = 0,014 y p = 0,009, respectivamente) en comparacién con el periodo de reposo, con un incremento aproximado
de 0,8 deposiciones por semana con cada intervencién. Tabla 7.

En el subgrupo de pacientes que respondian favorablemente (n = 14), el consumo de ACTAZIN-L, ACTAZIN-H y GOLD
dio como resultado un incremento significativo de las deposiciones diarias (p = 0,005, p < 0,001, y p = 0,001,
respectivamente) en comparacion con el periodo de reposo. Tabla 7.

El consumo de las intervenciones durante 28 dias, en general, se toleré bien y no se reportaron acontecimientos adversos
graves ni efectos (p < 0,05) en los parametros de bienestar registrados en los cuestionarios diarios, excepto por la
flatulencia autoinformada, que fue mayor en el grupo de cohorte sana con ACTAZIN-H (p = 0,007). Tabla 7.

En los individuos con estrefiimiento funcional (n = 9), las intervenciones alimenticias no incrementaron significativamente
la frecuencia de las deposiciones en comparacién con el periodo de reposo. Tabla 8. Esto se atribuyé al pequefio tamafio
de muestra del estudio, lo que tiene limitaciones en su capacidad estadistica para detectar diferencias significativas en la
frecuencia de las heces. Sin embargo, el grupo funcionalmente estrefiido mostré6 una mejora global de los parametros
digestivos y una supresion de otros sintomas de estrefiimiento.

En el grupo funcionalmente estrefiido se observd una mejora integral del indice de salud digestiva. Figura 5A. Ocho de
cada nueve participantes funcionalmente estrefiidos mostraron una mejora de los parametros de salud gastrointestinal,
calculados a partir de la suma del cambio promedio desde el periodo de reposo para: esfuerzo, evacuaciéon incompleta,
maniobras manuales, hinchazén, gases, uso de laxantes y dolor. Figura 5A. La puntuacién de cada parametro se obtuvo
a partir de los diarios de los participantes.

Un incremento de més de una deposiciéon por semana en una poblacién sintomatica se considera una magnitud de efecto
clinicamente significativa (Food and Drug Administration 2012), y potencialmente mejoraria los sintomas de quienes
padecen estrefiimiento leve u ocasional. ACTAZIN™ y GOLD, que se derivan del kiwi verde (Hayward) y amarillo (Gold3),
han demostrado este grado de eficacia en una poblacién sana. En particular, se observé un incremento de
aproximadamente 1,5 deposiciones por semana cada una en el subgrupo de pacientes que respondian favorablemente
de cohortes sanas en comparacién con el periodo de reposo.

En resumen, este estudio demostré que ACTAZIN™ y GOLD mejoraban la regularidad y laxacion sin afectar a la forma de
las heces en la cohorte sana. Para el grupo funcionalmente estrefiido, GOLD mejoré los parametros digestivos globales
y alivié los sintomas clave del estrefiimiento, incluyendo esfuerzo, evacuaciéon incompleta, maniobras manuales,
hinchazén, gases, uso de laxantes y dolor.
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Ejemplo 7: ensayo clinico para evaluar los efectos del kiwi amarillo Gold3 en polvo en las poblaciones
microbianas colénicas

Visién general

El estudio de intervencién en seres humanos descrito en el ejemplo 5 se usé para averiguar el efecto de los complementos
derivados del kiwi sobre la composicién y el metabolismo microbiano colénico. Como se describe, dos complementos
derivados del kiwi, ACTAZIN™, de carne verde (Actinidia deliciosa 'Hayward'), y GOLD, de carne amarilla (Actinidia
chinensis 'Zesy002' Gold3) (Anagenix Ltd, Wellington, Nueva Zelanda), se usaron como intervenciones alimenticias en el
ensayo. Estas capsulas eran complementos alimenticios procesados en frio formulados para mantener la integridad de
los compuestos del kiwi innatos. La preparacién se llevd a cabo de acuerdo con el ejemplo 1 anterior.

Se evaluaron los resultados para los complementos de kiwi ACTAZIN™(2400 mg y 600 mg) y GOLD (2400 mg). Los
especialistas en ensayos cinicos se incluyeron en un grupo sano de 19 participantes y un grupo funcionalmente estrefiido
de 9 participantes, cada uno de ellos consumid todos los tratamientos y un placebo durante 4 semanas de una manera
con grupos cruzados aleatorizada en intercalacion con periodos de reposo de 2 semanas. La modificaciéon de la
composicién de la microbiota colénica se determiné por secuenciacién del gen ARNr 16S y los productos finales
metabdlicos se midieron usando cromatografia de gases.

En el grupo funcionalmente estrefiido, se observé que la abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii se
incrementd significativamente (P = 0,024) de un 3,4 % a un 7,0 % tras el aporte complementario de GOLD. Menores
proporciones F prausnitzii a menudo se asocian con trastornos gastrointestinales; especialmente aquellos con una
patologia inflamatoria. EI descubrimiento de que el aporte complementario de GOLD incrementaba la abundancia de F.
prausnitzii ofrece una estrategia para corregir la disbiosis de la microbiota colénica, ya que F prausnitzii es un productor
de butirato clave y también se ha demostrado que ejerce efectos antiinflamatorios.

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion del gen ARNr 16S

Todas las muestras fecales se enviaron en hielo seco a Plant & Food Research, Palmerston North, donde se recibieron y
almacenaron a -20 °C. Se pesaron doscientos cincuenta miligramos de cada muestra en un microtubo estéril y se extrajo
el ADN de cada muestra usando el MO-BIO PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO-BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EE. UU.,
n.° 12888).

Se efectud una PCR para amplificar las regiones variables V3-V4 del gen ARNr 16S (posiciéon 341-805 en el gen ARNr de
Escherichia coli) usando el cebador directo Bakt_341F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG (SEQ ID NO: 1) y el cebador inverso
Bakt_805R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA TCC (SEQ ID NO: 2)
Herlemann et al. 2000; W=A/T, H=A/C/T, V=G/C/A, N=G/A/T/C). La secuencia de cebador mostrada en negrita se usé
para unirse a la regién del amplicén de interés y el resto del cebador se usd para unirse a los adaptadores de indice
Nlumina®.

Cada PCR se realizé en un volumen total de 50 ul que consistia en 25 pl de mezcla maestra HotStarTag® (QIAGEN,
Melbourne, Australia), 1 yl de ADN molde o control negativo (H20 estéril) y 12 ul de cada uno de los cebadores directo e
inverso a una concentracion final de 0,1 uM. Las condiciones de PCR incluyeron una desnaturalizacién inicial de 95 °C
durante 15 min, seguida de treinta ciclos de desnaturalizacién de 30 s a 95 °C, hibridaciéon de 30 s a 55 °C, extensién de
30 s a 72 °C y finalizacién con una etapa de extensién de 5 min a 72 °C.

Los productos de PCR se purificaron en columna usando el kit de purificacién PCR QlAquick (QIAGEN, Melbourne,
Australia), se cuantificaron usando el fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technologies™) y se enviaron a New Zealand Genomics
Ltd (NZGL), Massey Genome Service (MGS), Nueva Zelanda (NZ). En NZGL, se realizé la segunda etapa de PCR, se
comprobaron por CC de coleccién los amplicones, se diluyé y se agrupé. A continuacidn, las colecciones se cargaron en
el instrumento lllumina® MiSeq en tres tandas de extremos emparejados (EE) de 2 x 250 pb.

Bioinformatica

Los datos de secuenciacion de lllumina® MiSeq se analizaron por el programa informatico Quantitative Insights into
Microbial Ecology (QIIME), versidn 1.8.0; (Caporaso et a/. 2010). Para ensamblar las lecturas de extremos emparejados
en una Unica secuencia continua, se us6 PANDASeq con parametros de al menos 40 pb de superposicién, un minimo de
longitud de 350 pb y un méximo de longitud de 500 pb (Masella et a/. 2012). Las supuestas quimeras se filtraron de las
secuencias y las lecturas se agruparon en unidades taxonémicas operativas (UTO) en base a un valor umbral de identidad
de un 97 % usando USEARCH y UCLUST (Edgar 2010). Se tomd una submuestra del total de lecturas para permitir un
procesamiento més rapido de las muestras y normalizar a aproximadamente 15 000 lecturas por muestra, lo que es
suficiente para la asignacién filogenética y taxondmica (Caporaso et al. 2011; Schloss et al. 2012).

La alineacién de las secuencias se llevd a cabo usando PyNAST (Caporaso et al. 2010) con referencia a la base de datos
de referencia principal de Greengenes (versién 13_8) (DeSantis et al. 2006). La asighacién taxonémica se realizd usando
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el clasificador bayesiano ingenuo RDP (Wang et al. 2007). Los grupos sanos y FE se analizaron por separado y se
determiné el efecto de cada uno de los cuatro tratamientos sobre la composicidén de la comunidad microbiana comparando
la abundancia promedio de cada género bacteriano después de cada tratamiento (méas de un 1 % de abundancia en al
menos una de las ocho muestras) con el valor promedio antes del tratamiento.

Cuantificacién de acidos organicos por CG

Se pesd una porcién de 500-1000 mg de cada muestra fecal en un tubo limpio y se diluyé 1:10 en solucidén salina
tamponada con fosfato (PBS). Se incluy6 el patréon interno (butirato de etilo) para dar una concentracién final de 5 mM.
Los &cidos organicos se cuantificaron por CG usando un procedimiento modificado como se describe previamente
(Richardson et al. 1989).

El analisis se realizé en un sistema de cromatégrafo de gases Shimadzu (GC-17A, Kioto, Japén) equipado con un detector
de ionizacion de llama y dotado de una columna HP-1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). El instrumento
se control6 y los cromatogramas se adquirieron usando el programa informatico de GC Solution Chromatography Data
System (Shimadzu, versién 2.3). Las curvas patrdén se prepararon siguiendo el anélisis de soluciones patrén de los acidos
férmico, acético, propidnico, isobutirico, butirico, lactico, succinico, isovalérico, valérico, heptanoico y hexanoico. Las
concentraciones de acidos organicos se expresaron como pmol/g de heces.

Analisis estadistico

Los célculos estadisticos se llevaron a cabo en R Studio usando el paquete stats (R Studio 2012). Se realiz6 la prueba de
rangos con signo de Wilcoxon para evaluar diferencias significativas entre la taxonomia a nivel de género y diferencias
significativas entre las concentraciones de acidos organicos antes y después de cada tratamiento. Un valor de P menor
de 0,05 se consider6 significativo después de corregir las multiples comparaciones usando el procedimiento de tasa de
descubrimiento falso (TDF) en la funcién p.adjust en R Studio (Benjamini y Hochberg 1995).

Ejemplo 8: resultados del tratamiento sobre poblaciones colénicas microbianas
Secuenciacion del gen ARNr 16S

Se llevé a cabo una secuenciacién de alto rendimiento para regiones variables del gen ARNr 16S, amplificado a partir de
ADN bacteriano derivado de muestras fecales. Esto dio como resultado 26,3 millones de lecturas. Después del filtrado de
calidad, la extraccidén de quimeras y el submuestreo, se obtuvieron un total de 3,72 millones de lecturas a un promedio de
14879 (14139 minimo-14999 méaximo) secuencias por muestra.

En todas las muestras, se observaron 218 filotipos a nivel de especie con un umbral de identidad de secuencia del 97 %.
En el grupo sano, se increment6 significativamente Clostridiales después del aporte complementario de GOLD de un 5,0 %
aun 7,6 % (P=0,042) (tabla 9). En el grupo FE, Faecalibacterium prausnitzii se incrementé significativamente después
del tratamiento con GOLD de un 3,4 % a un 7,0 % (P = 0,024), un incremento de dos veces, mientras que Dorea spp. se
incrementd de un 0,9 % a un 1,4 % (P = 0,008) después del tratamiento con ACTAZIN™ H (tabla 10). Para el grupo FE,
Ruminococcus spp. disminuyé de un 9,9 % a un 5,6 % (P = 0,024) después del periodo de tratamiento con placebo (tabla
10).

De los nueve participantes que consumieron GOLD en el grupo FE, ocho registraron un incremento de F. prausnitzii neto,
observandose solo una reduccion ligeramente escasa (figura 5B). Al comparar los grupos sano y FE, muchos de los
géneros observados fueron significativamente diferentes entre los grupos, siendo el mas notable Bacteroides spp. y
Ruminococcaceae, que fueron significativamente mayores en el grupo sano, y Akkermansia spp., que estaba
significativamente elevado en el grupo FE.

Produccién de acidos organicos

En este estudio no se detectaron lactato, formiato ni isovalerato en muestras fecales. El hexanoato disminuyé
significativamente de concentracién de 0,6 pmol/g a 0,2 pmol/g (P = 0,030) después del tratamiento con GOLD en el grupo
sano (tabla 11). El succinato disminuyé significativamente de concentracién de 2,3 ymol/g a 1,7 umol/g (P = 0,040)
después del tratamiento con placebo en el grupo FE (tabla 12). No hubo ninguna otra alteracién significativa con respecto
a las concentraciones de acidos organicos en ninguno de los tratamientos. Las diferencias cuantitativas entre antes y
después de cada tratamiento fueron, en general, modestas, excepto por acetato, que se incrementé o disminuy6 en hasta
13 ymol/g después de algunos tratamientos.

Tabla 9: abundancia relativa de grupos bacterianos prevalentes en respuesta a tratamientos en el grupo sano

Placebo GOLD ACTAZIN™ L ACTAZIN™ H
Antes Después |Antes Después |Antes Después |Antes Después
Bacteroides 18,8+4,0 (18,0£3,2 |23,1+4,6 (22,0+4,2 |16,7+3,1 |184+39 |194+32 (181 +3,8
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Ruminococcaceae’ 16,3+2,4 |196+30 |174+23 |17,8+x25 (199+25 |222+38 |184+26 [(199+3,3
Lachnospiraceae’ 10,8+13 [11,0£15 |119+19 |956+13 (116+16 |93+x17 |116x16 [11,0£14
Faecalibacterium 70+x15 |57+10 (7216 |53x09 |63+16 (4608 (6711 |65+16
Clostridiales’ 59+09 |57+10 [50+09 |76%x1,1* |59+07 [50x11 (6612 |56+09
Coprococcus 66+10 (55+£0,8 5911 51+x0,7 |54+08 1[52+x08 (5108 [|49+0,8
Blautia 58+09 |47+10 (4306 |48x10 |47+07 [63x17 (4811 |61+18
Ruminococcus 49+10 (66+16 [|42+x06 |44+x10 |64+10 |72+x13 (4108 |56+12
Rikenellaceae’ 28+09 (2707 |27x0,7 |29+x10 |28+10 |25+x09 (3,006 |35+0,8
Bifidobacterium 30+x10 |23+x06 [25+12 |21x06 |20+04 (3511 (2709 |26+0,8
Bacteroidales’ 22+10 |22+08 |20x09 |19x08 |1,3+04 (1,203 (2611 |1,7+0,6
Lachnospira 16+05 [11+02 (1,3+x03 |156+05 (1,002 |1,1+03 |1,8x05 (1,3+04
Parabacteroides 1,2+03 [16+05 (1,8+x06 |1,1+02 (13+03 |1,0x02 |1,7+x03 (1,6+03
Collinsella 1,8+0,7 [1,2+04 |09+04 |1,3+04 (16+06 |1,2+x03 |15x06 (1,1+03
Akkermansia 1,3+05 [1,4+06 |1,8+x07 |16+07 (16+06 |1,8+x05 |14+x04 (1,0£03
Oscillospira 1,1+£02 [11+02 (11+02 |16+03 (14+02 |156+x05 |12x01 ([(1,6+0.2
Prevotella 1,5+£0,7 |26+18 |0,8+04 |21+15 (25+133 |0,7+03 0905 (1609
Dorea 1,2+04 [1,2+03 |09+02 |1,4+04 (1102 |09+02 (0802 (1,002
Clostridiaceae’ 1,2+04 |09+03 |09+02 |09+02 (08+02 |12+04 10802 (09+0,3
Sin asignar 08+01 (10+x02 (0801 |10x02 |09+01 |09x01 (0801 |0,8+0,1

Datos de secuenciacion de lllumina® MiSeq que presentan géneros que estan presentes en una abundancia mayor del
uno por ciento en al menos una muestra. Los datos son los valores promedio calculados para todos los participantes +
error estdndar de la media (EEM) antes y después de cada periodo de tratamiento. * P < 0,05: significativamente diferente
en comparacién con el tratamiento anterior en base a la prueba de rangos con signo de Wilcoxon después de la correccion
de la tasa de descubrimiento falso para miltiples comparaciones. ' Algunas bacterias solo se pueden clasificar hasta el
nivel de orden o familia.

Tabla 10: abundancia relativa de grupos bacterianos prevalentes en respuesta a tratamientos en el grupo
funcionalmente estreiiido

Placebo GOLD ACTAZIN™ L ACTAZIN™ H

Antes Después |Antes Después |Antes Después |Antes Después
Ruminococcaceae' 172+23 [199+29 [17,1+£38 (16,3+2,1 |17,9+2,6 [150+23 |16,56+3,1 |18,8+21
Bacteroides 126+3,1 [144+22 [142+26 (155426 |13,9+2,2 [122+25 |14,0+2,9 |16,3+ 31
Lachnospiraceae’ 14+16 (8023 [10,0+25 (139+3,3 {10,8+31 [11,0£23 |11,7+25 (8,7+22
Faecalibacterium 79+28 |58+21 |34+10 [7,0%11* 49+17 [|50+x14 |(7,7+21 |31+£10
Clostridiales’ 48+06 |68+17 (64+13 |55x11 [64+12 |67+17 |60+14 |75+18
Coprococcus 65+14 |61+11 [67+17 |66+x14 [69+14 |86+£12 |60+12 |7,1£19
Blautia 66+18 |35+09 |71+20 |60x15 [89+15 |75+18 |59+21 |54+13
Ruminococcus 99+26 |56+£10* |64+14 |55+0,7 |62+20 [(74+15 |[55+11 |7,2+13
Bifidobacterium 26+13 |26+10 (3515 |26%10 [27+15 |2,7+09 |40+16 |1,8+£0,8
Akkermansia 2,7+17 |48+20 |[50+18 |26%+1,0 [33+x11 |3,3+£15 |36+10 |56+£23
Rikenellaceae' 23+06 |31+06 |(39+12 (2405 [40+x11 |3,9£13 |26+0,7 |3,2+£09
Christensenellaceae’ 10+06 (15206 [22+14 (11+06 |1,8+08 (14206 |23+16 |[22+1,3
Prevotella 18+11 (0603 |02+01 |[05+03 |05+03 |(09+0,5 |20+11 |0,2+0,1
Collinsella 16+06 (1,203 [16+04 (1,3+03 |12+04 [1,820,7 |16+06 |[1,4+0,3
Sin asignar 10+01 (1,101 |11+02 (1,0x01 |1,0£01 [(1,0x01 |1,3+0,4 |1,0x0,1
Parabacteroides 13+04 (13204 [12+03 (1,3+x04 |1,7+04 (12204 |1,3£04 |[1,56+0,3
Oscillospira 13+01 (1503 [16+02 (1,8+03 |16+02 [15+03 |1,3+0,2 (1,803
Lachnospira 10+05 [1,0x04 |06+02 (16+x09 |1,3+05 (12205 |1,3+06 |0,5+0,1
Dorea 15+04 (14203 [1,3+03 (12+03 |1,2+03 [1,2+04 |09+02 |1,4+0,3*
Coriobacteriaceae ' 09+03 |12+05 |15+04 |12%+05 (1,1+03 |1,1+03 (0,802 |1,2+04
Barnesiellaceae 09+03 |40+24 |10+04 (10%+03 (1,1+03 (14+05 |0,8+0,3 |0,8+0,3
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Clostridiaceae |0,410,1 |1,110,7 09+05 |1,0x0,7 (03+01 (0401 |04+£0,1 |0,3+0,1

Datos de secuenciacién de lllumina MiSeq que presentan géneros que estan presentes en una abundancia mayor del
uno por ciento en al menos una muestra. Los datos son los valores promedio calculados para todos los participantes +
error estdndar de la media (EEM) antes y después de cada periodo de tratamiento. * P < 0,05: significativamente diferente
en comparacién con el tratamiento anterior en base a la prueba de rangos con signo de Wilcoxon después de la correccion
de la tasa de descubrimiento falso para mlltiples comparaciones. ' Algunas bacterias solo se pueden clasificar hasta el
nivel de orden o familia.

Tabla 11: concentraciones de acidos organicos en muestras fecales en respuesta a los cuatro tratamientos en el
grupo sano

Media antes | EEM antes Media después EEM después | Valorde p Diferencia
Placebo
Acetato 36,7 5,8 43,2 52 1,00 6,5
Butirato 10,5 2,4 13,9 2,6 0,28 3,4
Heptanoato 0,0 0,0 0,0 0,0 0,84 0,0
Hexanoato 0,4 0,2 0,6 0,2 0,58 0,2
Isobutirato 0,6 0,2 0,8 0,2 0,82 0,2
Propionato 7,8 1,7 10,6 2,3 0,74 2,8
Succinato 1,6 0,6 1,0 0,1 0,48 -0,6
Valerato 1,5 0,2 2,0 0,3 0,34 0,5
GOLD
Acetato 43,7 55 31,4 4,8 0,05 -12,3
Butirato 14,2 3,0 9,5 2,7 0,18 -47
Heptanoato 0,1 0,1 0,0 0,0 0,20 -0,1
Hexanoato 0,6 0,2 0,2 0,1 0,03* -0,4
Isobutirato 0,6 0,2 0,4 0,1 0,92 -0,2
Propionato 7,0 1,4 6,0 1,4 0,96 -1,0
Succinato 1,5 0,6 0,9 0,1 1,00 -0,6
Valerato 1,6 0,2 1,3 0,1 0,30 -0,3
ACTAZIN™ L
Acetato 42,8 5,9 44,0 6,1 1,00 1,2
Butirato 15,3 2,2 13,5 2,2 1,00 -1,8
Heptanoato 0,1 0,1 0,0 0,0 1,00 -0,1
Hexanoato 0,7 0,3 0,8 0,3 1,00 0,1
Isobutirato 0,8 0,3 0,7 0,2 1,00 -0,1
Propionato 8,9 1,3 9,9 1,5 1,00 1,0
Succinato 2,2 0,8 1,1 0,2 0,52 -1,1
Valerato 1,7 0,3 1,8 0,2 1,00 0,1
ACTAZIN™ H

Acetato 45,2 6,7 32,8 5,0 0,32 -12,4
Butirato 11,9 2,5 10,0 2,4 0,70 -1,9
Heptanoato 0,0 0,0 0,0 0,0 1,00 0,0
Hexanoato 0,3 0,1 0,4 0,2 1,00 0,1
Isobutirato 0,7 0,2 0,5 0,1 0,76 -0,2
Propionato 8,5 1.1 7,7 1,7 1,00 -0,8
Succinato 2,7 1,6 1,1 0,2 1,00 -1,6
Valerato 1,5 0,2 1,5 0,2 1,00 0,0
Niveles medidos por cromatografia de gases (CG), expresados en umol/g de heces. La diferencia indica si se observé
un incremento neto (valores positivos) o una disminucién neta (valores negativos) después de los tratamientos. * P <
0,05: significativamente diferente en comparacién con el tratamiento anterior en base a la prueba de rangos con signo
de Wilcoxon después de la correccidn de la tasa de descubrimiento falso para multiples comparaciones.
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Tabla 12: concentraciones de acidos organicos en muestras fecales en respuesta a los cuatro tratamientos en el
grupo funcionalmente estreiiido

Media antes | EEM antes | Media después | EEM después | Valorde p Diferencia
Placebo
Acetato 33,7 7,2 34,7 3,9 1,00 1,0
Butirato 7,0 2,5 5,9 2,1 1,00 -11
Heptanoato 0,0 0,0 0,2 0,2 1,00 0,2
Hexanoato 0,2 0,1 0,2 0,1 1,00 0,0
Isobutirato 1,2 0,3 1,5 0,3 1,00 0,3
Propionato 8,5 1,5 9,0 1,4 1,00 0,5
Succinato 2,3 0,3 1,7 0,2 0,04* -0,6
Valerato 1,4 0,3 1,5 0,3 1,00 0,1
GOLD
Acetato 40,5 8,7 39,1 7,4 1,00 -1,4
Butirato 8,3 3,8 8,5 23 1,00 0,2
Heptanoato 0,0 0,0 0,0 0,0 0,22 0,0
Hexanoato 0,1 0,1 0,4 0,2 0,56 0,3
Isobutirato 1,0 0,3 1,5 0,2 0,72 0,5
Propionato 9,2 2.1 10,4 2,2 1,00 1,2
Succinato 1,7 0,2 1,8 0,2 1,00 0,1
Valerato 1,4 0,3 1,8 0,3 1,00 0,4
ACTAZIN™ L
Acetato 35,2 54 447 10,2 1,00 9,5
Butirato 9,4 2,4 10,3 3,1 1,00 0,9
Heptanoato 0,1 0,0 0,1 0,1 1,00 0,0
Hexanoato 0,3 0,2 0,7 0,5 1,00 0,4
Isobutirato 1,6 0,3 1,6 0,3 1,00 0,0
Propionato 9,2 1,7 10,5 2.1 1,00 1,3
Succinato 1,8 0,1 1,7 0,1 0,60 -0,1
Valerato 1,9 0,3 2,0 0,3 1,00 0,1
ACTAZIN™ H
Acetato 48,0 10,0 32,3 42 0,72 -13,7
Butirato 9,5 3,7 4,0 1,2 1,00 -5,5
Heptanoato 0,2 0,2 0,0 0,0 0,28 -0,2
Hexanoato 0,3 0,2 0,1 0,0 0,40 -0,2
Isobutirato 1,2 0,4 1,4 0,3 0,72 0,2
Propionato 10,8 3,2 75 1,0 1,00 -3,3
Succinato 2,0 0,2 1,9 0,2 1,00 -0,1
Valerato 1,4 0,4 1,3 0,2 1,00 -0,1
Niveles medidos por cromatografia de gases (CG), expresados en umol/g de heces. La diferencia indica si se observé
un incremento neto (valores positivos) o una disminucién neta (valores negativos) después de los tratamientos. * P <
0,05: significativamente diferente en comparacién con el tratamiento anterior en base a la prueba de rangos con signo
de Wilcoxon después de la correccidn de la tasa de descubrimiento falso para multiples comparaciones.

Analisis

Se determiné que varios grupos bacterianos estaban significativamente alterados en abundancia después del consumo
de complementos derivados del kiwi. Se incrementé Clostridiales en un 2,6 % después del aporte complementario de
GOLD (Gold3) en el grupo sano, aunque las implicaciones de este incremento todavia estan bajo investigacién. La
abundancia relativa de F prausnitzii se elevé significativamente (3,6 %) en el grupo FE después de un periodo de 4
semanas de aporte complementario con GOLD basado en kiwi amarillo.

De forma notable, F. prausnitzii es un conocido productor de butirato. El butirato es la fuente de energia preferente para
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las células epiteliales colénicas y desempefia un papel en el alivio de la inflamacién, asi como en la mitigacién de la
carcinogénesis, la colonizacién patégena y la agresidén oxidativa (Hamer et al. 2008; Macfarlane y Macfarlane 2011). En
un reciente estudio, se demostrd que la administracién de una bacteria productora de butirato, Clostridium tyrobutyricum,
protegia a los ratones de la colitis inducida por dextrano-sulfato de sodio (Hudcovic et al. 2012). Por lo tanto, incrementar
la cantidad de F. prausnitzii en el colon puede ayudar a mitigar los sintomas de los trastornos gastrointestinales, a través
de la produccién de butirato elevada.

Como el tubo gastrointestinal humano consiste en aproximadamente 10" células microbianas (Egert et al. 2006) y la
abundancia de F. prausnitzii es de aproximadamente un 5 % (Miquel et al. 2013), esto equivale a una concentracién de
aproximadamente cinco billones de células de F. prausnitzii, que pueden ejercer un efecto apreciable sobre las actividades
microbianas y el metabolismo. El presente estudio mostré una proporcidn total de un 5,6 % de abundancia de F. prausnitzii
de todas las muestras en el grupo FE (el promedio tomado a través de todas las muestras en el grupo FE, incluyendo
todos los tratamientos y periodos de reposo), mientras que se observé un 6,1 % en el grupo sano. Las muestras de los
participantes en el grupo FE antes de la administracién del aporte complementario de GOLD tenian una abundancia
relativamente baja de F. prausnitzii de un 3,4 %, que se incrementd dos veces hasta un 7,0 % después del tratamiento
con GOLD. En el grupo sano se observé una disminucién de un 7,2 % a un 5,3 %, lo que podria deberse a los niveles ya
altos en el punto de referencia. Esto se ha observado en otros estudios, donde la concentracidén de referencia de un grupo
bacteriano tiene una carga sustancial sobre la magnitud del efecto observado en respuesta a una intervencién alimenticia
(Kolida et al. 2007; Tuohy et al. 2001).

Hubo escasas diferencias entre los acidos organicos después de los tratamientos que se podrian atribuir al uso de
muestras fecales como una representaciéon para la determinacién in situ de la composicién y concentracién de acidos
organicos. Las concentraciones de 4cidos organicos disminuyen distalmente en el intestino grueso, lo que se debe a la
fermentacién secundaria, la absorcidén en la circulacién sanguinea y/o la utilizacién de acidos organicos (en particular,
butirato) por los colonocitos (Bach et al. 2000). Por lo tanto, la medicién de acidos orgéanicos en muestras fecales puede
subestimar en gran medida la concentracién in situ de acidos organicos (Millet et al. 2010).

El butirato fue ligeramente mayor en las muestras fecales de los participantes en el grupo FE, lo que esta en linea con la
abundancia de F. prausnitzii incrementada. No se detectaron lactato, formiato ni isovalerato en las muestras fecales de
ninguno de los grupos en el estudio. Normalmente no se detecta lactato en altas concentraciones en muestras fecales de
individuos sanos, ya que es un intermedio en muchas redes metabdlicas y se consume por los miembros de la microbiota
como parte del metabolismo normal (Duncan et al. 2004; Belenguer et al. 2011). El formiato también actlia como intermedio
y se puede convertir en metano, diéxido de carbono y agua, ademas de producirse solo en la fase inicial de la fermentacién,
normalmente en el colon proximal (Pryde et a/. 2002; Huda-Faujan et al. 2010).

F. prausnitzii est4 bien caracterizada en términos de sus capacidades metabdlicas y perfil de fermentacién, a pesar de
ser una bacteria sensible al oxigeno que es dificil de cultivar en el laboratorio (Duncan et al. 2002). A pesar de su dominio
numérico en el intestino y naturaleza productora de butirato, £ prausnitzii ain no se ha utilizado para mejorar la salud
digestiva. Dado que se observa una abundancia empobrecida de F. prausnitzii en muchos trastornos gastrointestinales,
se ha propuesto que F. prausnitzii se podria formular como probiético y administrar a quienes padecen el Sll o la Ell (Sokol
et al. 2008; Sartor 2011). Sin embargo, este trabajo todavia estd en curso. La sensibilidad al oxigeno de F. prausnitzii
complica su formulacién como componente para composiciones probiéticas.

El complemento derivado del kiwi amarillo, GOLD, proporciona un medio para estimular selectivamente la proliferacién
del comensal F. prausnitzii, y, por lo tanto, se considera, en particular, util para los trastornos gastrointestinales
relacionados con la inflamaciéon. En conclusién, GOLD ha mejorado la disbiosis por F. prausnitzii empobrecida en
participantes funcionalmente estrefiidos. Como tal, el kiwi amarillo Gold3 en polvo se usa para restablecer la microbiota a
un estado sano con beneficios antiinflamatorios y mayores concentraciones de butirato in situ.

Ejemplo 9: analisis con gPCR del microbioma para el ensayo clinico en seres humanos
Sumario

Este estudio investigo el impacto de los complementos de kiwi ACTAZIN™ (2400 mg) y GOLD (2400 mg) sobre las
concentraciones microbianas fecales en un estudio de intervencién en seres humanos, asi como experimentos de
fermentacién in vitro. El objetivo fue determinar el efecto de las intervenciones basadas en kiwi sobre la composicién
microbiana de las muestras. La modificacién de la composicién de la microbiota colénica se determiné por reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa ultrarrapida (qQPCR), que complementa los datos de secuenciacidén del gen ARNr 16S
existentes obtenidos previamente. Véanse los ejemplos 7 y 8 anteriormente.

La gPCR ultrarrapida es un procedimiento comuin usado para investigar la ecologia microbiana del tubo gastrointestinal.
Se ha usado en numerosos estudios y puede dar una indicacidén cuantitativa de los nimeros microbianos. La cuantificacién
se llevé a cabo en el instrumento LightCycler® 480 de Roche. Ademas de las bacterias totales, los grupos bacterianos
individuales cuantificados fueron el grupo de Clostridium coccoides, el grupo de , Lachnospiraceae, Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas, Bifidobacteria, Lactobacilli y Faecalibacterium prausnitzii. Los grupos bacterianos anteriores
también se cuantificaron para el trabajo de fermentacién in vitro con la excepcién de Lactobacilli, que se sometié a prueba
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previamente.

En el grupo funcionalmente estrefiido, la concentracion de F. prausnitzii se incrementé tras el aporte complementario de
GOLD, pero apenas llegd a ser estadisticamente significativo. Menores proporciones £ prausnitzii a menudo se asocian
con trastornos gastrointestinales; especialmente aquellos con una patologia inflamatoria. El descubrimiento de que el
aporte complementario de GOLD incrementaba las concentraciones de F. prausnitzii concurre con el significativo
incremento de la abundancia descubierto en los datos de secuenciacién y proporciona respaldo para los efectos
prebiéticos del consumo de GOLD.

Antecedentes

Se ha demostrado que el kiwi verde mejora aspectos de la salud gastrointestinal, incluyendo la alteracién de la ecologia
microbiana del entorno colénico (Blatchford et al. 2015a; Blatchford et al. 2015b; Parkar et al. 2012). Se cree que estos
beneficios derivan de los niveles inherentes de carbohidratos resistentes a la digestién (CRD), polifenoles y vitamina C
(Chan et al. 2007; Ferguson y Ferguson 2003). Los beneficios del kiwi amarillo no se han establecido claramente. Este
estudio detalla experimentos realizados usando muestras del ensayo clinico en seres humano existente (descrito en el
ejemplo 5). El ensayo con grupos cruzados, aleatorizado, con enmascaramiento doble y comparativo con placebo examiné
el papel de dos ingredientes derivados del kiwi, ACTAZIN™ (kiwi verde) y GOLD (kiwi amarillo Gold3), sobre la salud
digestiva.

Los criterios de valoracién principales medidos en el ensayo original fueron la frecuencia de las heces, forma de heces y
las puntuaciones de calidad de vida. Véanse los ejemplos 5y 6. Los criterios de valoracién secundarios incluyeron la
medicién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) y también la medicién de cambios de las abundancias relativas de
las poblaciones microbianas fecales usando la secuenciacién del gen ARNr 16S. El analisis por secuenciacién del gen
ARNr 16S proporcioné una visiéon global de la ecologia microbiana de las muestras (en forma de porcentajes de
abundancia relativa), pero no resultados cuantitativos. Véanse los ejemplos 7 y 8 anteriormente.

Por lo tanto, las siguientes muestras de ADN obtenidas a partir del ensayo original se usaron para el ensayo actual:
muestras antes y después de la intervencién con 2400 mg de GOLD (n = 52), muestras antes y después de la intervencién
con 2400 mg de ACTAZIN™ (n = 52) y muestras con placebo (n = 52). Estas muestras se usaron para determinar la
concentracién de grupos bacterianos seleccionados usando qPCR, que proporciona una medida cuantitativa de las
concentraciones bacterianas dentro de una muestra.

Materiales y procedimientos

Como se detalla en el ejemplo 5, el disefio del estudio fue un ensayo con grupos cruzados, aleatorizado, con
enmascaramiento doble y comparativo con placebo, en el que los participantes consumieron cuatro tratamientos
diferentes durante cuatro semanas, con un periodo de reposo de dos semanas entre cada tratamiento. Las intervenciones
se administraron en capsulas de 4 x 600 mg formuladas para parecer iguales para mantener el enmascaramiento del
tratamiento, como se muestra en la tabla 13, a continuacién. Véase también el ejemplo 5. Como se describe, los
ingredientes pulverulentos se prepararon a partir de kiwi verde y amarillo de Nueva Zelanda, respectivamente. Véanse los
ejemplos 1y 5.

Tabla 13: descripcion de la composicion de la intervencién

Intervencién Composicidn Dosis Administracién (capsulas)/dia
ACTAZIN Kiwi verde en polvo 2400 mg 4 x ACTAZIN™
GOLD Kiwi amarillo en polvo 2400 mg 4 x GOLD
PLACEBO Isomalt de color verde (E102, E142) 2400 mg 4 x placebo

Se usaron bacterias seleccionadas como géneros representativos para cada uno de los siete grupos bacterianos
evaluados (tabla 14). Todas las cepas aisladas se cultivaron de forma anaerébica a 37 °C durante la noche usando tubos
de Hungate sellados con tapones de goma de butilo, a menos que se indique de otro modo. Todos los medios se obtuvieron
a partir de Oxoid (Adelaida, Australia), a menos que se indique de otro modo.

Se cultivé Lactobacillus reuteri (DPC 16) en caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS); se cultivé Bifidobacterium bifidum (DSM
20082) en caldo MRS complementado con un 0,05 % (p/v) de clorhidrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich); se cultivd
Roseburia intestinalis (DSM 14610) en medio de bacterias ruminales (DSMZ Medium 330); se cultivé Lachnospira
multipara (ATCC 19207) en medio RM02 complementado con liquido ruminal filtrado (Leahy et al. 2010); se cultivd
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) en caldo anaerébico Wilkins-Chalgren complementado con un 0,05 % (p/v) de
clorhidrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich) durante 2 dias; se cultivé Faecalibacterium prausnitzii (DSM 17677) en caldo de
infusién cerebro-corazén (BHI) complementado con un 0,5 % (p/v) de extracto de levadura, un 0,0005 % (p/v) de hemina
(Sigma-Aldrich), un 0,0005 % (p/v) de vitamina K (Sigma-Aldrich) y un 0,2 % de clorhidrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich);
se cultivé Escherichia coli (Nissle) en caldo de soja triptico (TSB) a 37 °C de forma aerébica.
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La especificidad de cada cepa patrén para los cebadores se evalué usando analisis en silicio en el programa informatico
SnapGene® (www.snapgene.com). La densidad celular se determiné usando un hemocitometro Neubauer y los cultivos
se diluyeron o concentraron segln se requeriaa 1,0 x 108 0 1,0 x 109 células/ml. A continuacion, se extrajo el ADN usando
el kit de aislamiento de ADN MO-BIO PowerSoil® (MO-BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EE. UU. n.° 12888). Se
construyeron curvas patrén usando series de diluciéon de las cepas bacterianas representativas de cada grupo. Las
muestras y los patrones se procesaron por triplicado por cuantificacién absoluta en el instrumento de PCR ultrarrapida
LightCycler® 480 de Roche. Se us6 la quimica de deteccion de Roche SYBR Green | Master Mix (04707516001) para
detectar la amplificaciéon de ADN bicatenario. El volumen de reaccién total fue de 20 pl, que consistia en 10 pl de mezcla
maestra SyBr Green |, 4 ul de cebador directo (concentrado 5X a 2,5 uM), 4 pl de cebador inverso (concentrado 5X a
2,5 uM)y 2 pl de molde de ADN o agua esterilizada (sin control de molde).

Cada tanda de qPCR incluia un ciclo de activacién (95 °C) durante 5 min, 32-40 ciclos de tanda (incluyendo la etapa de
desnaturalizacién a 95 °C (30 s), la etapa de hibridacién como en la tabla 14 y la etapa de extensién a 72 °C durante
1 min) y un ciclo de curva de fusién (de 60 a 95 °C a 0,1 °C por segundo con adquisicién de fluorescencia continua)
seguido de un ciclo de enfriamiento a 40 °C. El ciclo de indentificacién de Tfde la curva de fusién posibilité la diferenciacién
entre el producto objetivo y el producto bicatenario no especifico, tal como los dimeros de cebadores. Los cebadores se
diluyeron en agua de calidad para PCR a una concentracién de 2,5 uM. A continuacién, se diluyé 1:5 para obtener una
solucién concentrada 0,5 pM en la reaccién PCR.

Los calculos estadisticos se llevaron a cabo en R usando el paquete stats (R Development Core Team 2008). Se realizé
la prueba de rangos con signo de Wilcoxon para evaluar diferencias significativas antes y después de cada tratamiento.
Para las fermentaciones in vitro, se determinaron diferencias significativas comparando el tiempo 0 con los demas puntos
de tiempo. Un valor de P menor de 0,05 se consider significativo después de corregir las multiples comparaciones usando
el procedimiento de tasa de descubrimiento falso (TDF) en la funcién p.adjust en R Studio (Benjamini y Hochberg 1995).

Ejemplo 10: resultados del analisis con qPCR del microbioma para el ensayo clinico en seres humanos

Los resultados de los datos de qPCR reflejan un perfil microbiano relativamente estable a lo largo del tiempo para cada
grupo bacteriano evaluado. Se observaron incrementos o disminuciones moderadas después de cada tratamiento. La
tabla 15 representa datos de gqPCR en LightCycler® 480 que presentan grupos bacterianos como el nlimero de copias del
gen ARNr 16S/gramo de muestra fecal promedio calculado (transformado LOG.) y el error estandar de la media (EEM)
antes y después de cada periodo de tratamiento en el grupo sano. La tabla 16 representa datos de gqPCR en LightCycler®
480 que presentan grupos bacterianos como el nimero de copias del gen ARNr 16S/gramo de muestra fecal promedio
calculado (transformado LOG.) y el error estandar de la media (EEM) antes y después de cada periodo de tratamiento en
el grupo funcionalmente estrefiido.

Como se muestra en la tabla 15 y la figura 6, en el grupo sano después del tratamiento con GOLD, se observaron
incrementos moderados de las bacterias totales, los grupos de C. coccoides, Lachnospiraceae, Lactobacilli, Bifidobacteria
y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, mientras que la concentracién de F. prausnitzii permanecié constante. Con el
aporte complementario de ACTAZIN™, se observaron ligeras disminuciones de las bacterias totales, los grupos de
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, Lactobacilli, Bifidobacteria y F. prausnitzii, mientras que el grupo de C. cocoides
permanecié constante y el grupo de Lachnospiraceae se incrementé ligeramente. El tratamiento con placebo registré
concentraciones elevadas de bacterias totales y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas y pequefias disminuciones de las
concentraciones de los grupos de C. coccoides, Lachnospiraceae, Lactobacilli, Bifidobacteria y F. prausnitzii.

Como se muestra en la tabla 16 y la figura 7, en el grupo funcionalmente estrefiido después del tratamiento con GOLD,
se observaron incrementos moderados de las bacterias totales, los grupos de Clostridium coccoides, Lachnospiraceae,
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas y Lactobacilli, y una escasa disminucién de Bifidobacterium spp. La concentracion
de F. prausnitzii se incrementé la que més, de log 7,03 a 7,45, lo que casi alcanzé la significacién (P = 0,0503) y concurre
con una elevacién similar informada en los datos de secuenciacién del gen ARNr 16S. El incremento de los nimeros
reales es de 231,9 millones de copias del gen ARNr 16S, lo que es un incremento de un 179 % después del tratamiento
con GOLD. Después del tratamiento con ACTAZIN™ se observaron disminuciones en todos los grupos bacterianos. Ocho
de cada nueve participantes funcionalmente estrefiidos mostraron un incremento de los niveles de F. prausnitzii tras el
tratamiento con GOLD. Véase la figura 5C. El tratamiento con placebo registré concentraciones elevadas en todos los
grupos bacterianos excepto por Lachnospiraceae, que permanecié constante.

Tabla 15: Datos de qPCR en LightCycler® 480 para el grupo sano

GOLD
media EEM antes media EEM valorde p | valor
antes después | después dep
con
tdf
Bacterias totales 9,63 0,17 9,77 0,09 0,99 1,00
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Grupo de Clostridium coccoides 8,91 0,21 9,03 0,15 0,84 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,42 0,18 7,53 0,12 0,81 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas| 7,44 0,17 7,59 0,13 0,44 0,88
Lactobacillus spp. 7,59 0,14 7,63 0,13 0,95 1,00
Bifidobacterium spp. 6,36 0,23 6,42 0,19 0,99 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,87 0,18 6,87 0,13 0,72 1,00
ACTAZIN™
Bacterias totales 9,79 0,09 9,69 0,17 0,98 1,00
Grupo de Clostridium coccoides 8,79 0,11 8,79 0,22 0,56 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,51 0,08 7,52 0,12 0,91 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 76 0,1 7,43 0,16 0,60 1,00
Lactobacillus spp. 7,53 0,07 7,44 0,14 0,91 1,00
Bifidobacterium spp. 6,49 0,18 6,41 0,24 0,90 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,97 0,12 6,78 0,21 0,31 0,62
Placebo
Bacterias totales 9,71 0,17 9,74 0,1 0,82 1,00
Grupo de Clostridium coccoides 8,98 0,22 8,87 0,19 0,35 0,70
Grupo de Lachnospiraceae 7,56 0,2 7,47 0,15 0,51 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas| 7,47 0,18 7,56 0,14 0,87 1,00
Lactobacillus spp. 7,62 0,19 76 0,13 0,66 1,00
Bifidobacterium spp. 6,59 0,22 6,55 0,18 0,56 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 6,91 0,21 6,83 0,17 0,60 1,00
Tabla 16: Datos de qPCR en LightCycler® 480 para el grupo funcionalmente estrefiido
GOLD
media EEM media EEM valor de p |valorde p
antes antes después | después con tdf
Bacterias totales 10,01 0,09 10,21 0,07 0,16 0,32
Grupo de Clostridium coccoides 9,35 0,17 95 0,16 0,86 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,85 0,11 7,96 0,11 1,00 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 7,65 0,15 7,88 0,15 0,22 0,44
Lactobacillus spp. 7,64 0,11 7,79 0,07 0,49 0,98
Bifidobacterium spp. 6,76 0,3 6,64 0,35 0,80 1,00
Faecalibacterium prausnitzii 7,03 0,16 7,45 0,13 0,05 0,10
ACTAZIN™
Bacterias totales 10,13 0,15 9,98 0,11 0,34 0,68
Grupo de Clostridium coccoides 9,11 0,2 8,93 0,19 0,60 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,78 0,19 7,56 0,17 0,55 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 7,82 0,17 75 0,13 0,16 0,32
Lactobacillus spp. 7,75 0,15 7,67 0,12 0,73 1,00
Bifidobacterium spp. 6,95 0,15 6,43 0,27 0,22 0,44
Faecalibacterium prausnitzii 7,19 0,29 6,86 0,2 0,33 0,66
Placebo
Bacterias totales 9,96 0,16 10,08 0,12 0,49 0,98
Grupo de Clostridium coccoides 9,23 0,2 9,35 0,17 0,60 1,00
Grupo de Lachnospiraceae 7,8 0,17 7,8 0,17 1,00 1,00
Grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 7,65 0,24 7,84 0,15 0,49 0,98
Lactobacillus spp. 7,24 0,1 7,29 0,12 0,93 1,00
Bifidobacterium spp. 6,53 0,32 6,93 0,26 0,26 0,52
Faecalibacterium prausnitzii 7,12 0,29 7,16 0,26 0,73 1,00
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Las figuras 6 y 7 presentan graficamente los datos de concentracién bacteriana tanto en las formas de datos
transformados logaritmicamente como naturales para los grupos sanos y funcionalmente estrefiidos, respectivamente. La
visualizacién de los datos en esta forma destaca cuan estable es la composicién de la microbiota fecal a lo largo del
tiempo.

Cabe sefialar que las bacterias en el grupo de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas constituye una coleccidén
considerable de degradadores principales en la comunidad colénica humana. Desempefian un papel importante en el
acceso a los carbohidratos no absorbidos usando mecanismos de fagocitacién especializados. Los principales entre estos
son degradadores de celulosa, almiddn, inulina y xilano, tales como Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus y
Bacteroides cellulosilyticus (Flint et al. 2008; Walker et al. 2008). Roseburia intestinalis, Roseburia inulinovorans,
Ruminococcus bromii y Ruminococcus flavefaciens también son degradadores principales clave que son miembros del
grupo de C. coccoides(Kurakawa et al. 2015).

El grupo de C. coccoides constituye el subgrupo bacteriano mas grande en el colon, constituyendo tipicamente un 25-60 %
de la abundancia bacteriana total (Hold et al. 2002) y se compone de una gran proporcién de productores de butirato
(Louis y Flint 2009). Dos microorganismos principales con estatus probidtico probado son Bifidobacteria y Lactobacilli. Las
Bifidobacteria a menudo se han asociado con una microbiota sana y son productoras de acetato, lo que puede tener
efectos beneficiosos sobre la salud del huésped. Lactobacilli consisten en un grupo de bacterias comensales de acido
lactico que se han explotado durante siglos en la produccién de productos lacteos y se han estudiado en cientos de
ensayos con respecto a su eficacia probiética (Reid 1999).

El incremento de la concentracidén de F prausnitzii estuvo a punto de ser significativa (P = 0,0503) después del periodo
de 4 semanas de aporte complementario con GOLD basado en kiwi amarillo Gold3. F. prausnitzii es una de las especies
més pobladas en el tubo gastrointestinal humano, observédndose tipicamente en mas de un 5 % de la proporcién total de
la microbiota colénica de adultos sanos (Miquel et al. 2013). Los miembros del filo Firmicutes, £ prausnitzii, son habitantes
comensales del intestino grueso humano, con propiedades antiinflamatorias demostradas in vivo (Furet et al. 2010; Sokol
et al. 2009). F. prausnitzii generan butirato como resultado de la fermentacién de carbohidratos, asi como lactato y formiato
(Duncan et al. 2002; Duncan et al. 2004). El butirato es la fuente de energia preferente para las células epiteliales colénicas
y desempefia un papel en el alivio de la inflamacidn, asi como en la mitigaciéon de la carcinogénesis, la colonizacién
patbégena y la agresion oxidativa (Hamer et al. 2008; Macfarlane y Macfarlane 2011). GOLD estimula selectivamente la
proliferacién del comensal F. prausnitzii y, por lo tanto, se puede considerar (til para los trastornos gastrointestinales
relacionados con la inflamacién.

En resumen, los datos de qPCR confirman los datos de abundancia relativa microbiana y muestran que el complemento
derivado del kiwi amarillo Gold3 ha incrementado la concentracién de F prausnitzii en participantes funcionalmente
estrefiidos. Esto demuestra un resultado beneficioso, ya que se sabe que F. prausnitzii crece en el intestino grueso y
genera butirato, que tiene funciones protectoras/beneficios para la salud en el intestino.

Estos resultados se consideran significativos, dado que F. prausnitzii es altamente sensible al oxigeno (Rigottier-Gois
2013) y, por lo tanto, complica su formulacién y almacenamiento como agente probiético. Por lo tanto, las composiciones
de kiwi amarillo de la invencién proporcionan un medio eficiente y eficaz para incrementar los niveles de F. prausnitzii,
que, de otro modo, serian dificiles de modular.

La invencién es como se expone en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién preparada a partir de kiwi amarillo secado, en la que el kiwi amarillo secado es un kiwi Actinidia
chinensis Zesy002, para su uso en:

el tratamiento o prevencién de uno o més sintomas de estrefiimiento al mejorar una disminucién de los niveles de
Faecalibacterium prausnitzii en el tubo digestivo de un sujeto.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la composicién se administra por
administracién enteral, oral o rectal.

3. La composicidén para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que la composicién se
administra como uno o mas de un comprimido, capsula, liquido, gel o sobre.

4.  La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la composicién
se administra a una dosificacion de:

(i) 2000 a 4000 mg de polvo por dia,
(i) 250 a 2500 mg de polvo por dia,
(iii) 2400 mg de polvo por dia o

(iv) 600 mg de polvo por dia.

5. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composicién
se coadministra con una o mas de:

(i) ofra ayuda digestiva,
(i) una o mas composiciones probidticas, prebibticas o simbidticas; o
(iii) fibra y/o una enzima digestiva.

6. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la composicién
se complementa ademas con polifenoles.

7. Una composicién preparada a partir de kiwi amarillo secado, en la que el kiwi amarillo secado es un kiwi Actinidia
chinensis Zesy002, para su uso en:

el tratamiento o prevencién de uno o mas sintomas de estrefiimiento al incrementar los niveles de Faecalibacterium
prausnitzii en el tubo digestivo de un sujeto.

8. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la composicién se administra por
administracién enteral, oral o rectal.

9. La composicidén para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7 o la reivindicacién 8, en la que la composicién se
administra como uno o mas de un comprimido, capsula, liquido, gel o sobre.

10. La composicidn para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la que la composicién
se administra a una dosificacion de:

(i) 2000 a 4000 mg de polvo por dia,
(i) 250 a 2500 mg de polvo por dia,
(iii) 2400 mg de polvo por dia o

(iv) 600 mg de polvo por dia.

11. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en la que la composicién
se coadministra con una o mas de:

(i) ofra ayuda digestiva,

(i) composiciones probidticas, prebidticas o simbiéticas, o
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(iii) fibra y/o una enzima digestiva.

12. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en la que la composicién
se complementa ademas con polifenoles.

13. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 3 o la reivindicacidén 9, en la que la composicidén se
administra como una cépsula de gelatina.

14. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que el sujeto también
tiene uno 0 mas sintomas de: irregularidad intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable,
enfermedad inflamatoria intestinal o cancer gastrointestinal.
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