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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de uso de beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) y probiéticos

Antecedentes de la invencién

1. Campo

[0001] La presente divulgacién se refiere a una composicién que comprende B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB) y a
probibticos y métodos no terapéuticos de uso de la composicién para atenuar los marcadores de citocinas inflamatorias
y/o mantener la integridad muscular.

2. Antecedentes
HMB

[0002] El alfa-cetoisocaproato (KIC, por sus siglas en inglés) es el primer metabolito principal y activo de la leucina.
Un producto menor del metabolismo de KIC es el B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB). Se ha descubierto que el HMB es
util dentro del contexto de una diversidad de aplicaciones. Especificamente, en la Patente de EE.UU. N.° 5.360.613
(Nissen), el HMB se describe como Uutil para reducir los niveles en sangre de colesterol total y colesterol de
lipoproteinas de baja densidad. En la Patente de EE.UU. N.° 5.348.979 (Nissen et al.), el HMB se describe como util
para promover la retencién de nitrégeno en seres humanos. La Patente de EE.UU. N.° 5.028.440 (Nissen) analiza la
utilidad del HMB para aumentar el desarrollo de tejido magro en animales. También, en la Patente de EE.UU. N.°
4.992.470 (Nissen), el HMB se describe como eficaz para potenciar la respuesta inmunitaria de los mamiferos. La
Patente de EE.UU. N.° 6.031.000 (Nissen et al.) describe el uso de HMB y al menos un aminoacido para tratar el
desgaste asociado a enfermedad.

[0003] El uso de HMB para suprimir la proteélisis tiene su origen en las observaciones de que la leucina tiene
caracteristicas ahorradoras de proteinas. El amino&cido esencial leucina puede usarse para la sintesis de proteinas o
transaminarse a a-cetoécido (a-cetoisocaproato, KIC). En una ruta, KIC puede oxidarse a HMB y esto representa
aproximadamente el 5 % de la oxidacién de la leucina. El HMB es superior a la leucina para aumentar la masa muscular
y la fuerza. Los efectos 6ptimos del HMB pueden alcanzarse con 3,0 gramos al dia cuando se administra como sal
célcica de HMB, o 0,038 g/kg de peso corporal al dia, mientras que los de leucina requieren mas de 30,0 gramos al
dia.

[0004] Una vez producido o ingerido, el HMB parece tener dos destinos. El primer destino es la simple excrecién en
la orina. Después de que se suministre el HMB, aumentan las concentraciones en orina, dando lugar a una pérdida
aproximada del 20-50 % de HMB en la orina. Otro destino esta relacionado con la activacion de HMB a HMB-CoA.
Una vez convertido en HMB-CoA, puede producirse un metabolismo adicional, ya sea la deshidratacién de HMB-CoA
a MC-CoA o bien una conversiéon directa de HMB-CoA a HMG-CoA, que proporciona sustratos para la sintesis
intracelular de colesterol. Varios estudios han demostrado que el HMB se incorpora a la ruta de sintesis del colesterol
y podria ser una fuente de nuevas membranas celulares que se usan para la regeneracién de las membranas celulares
dafiadas. Los estudios en seres humanos han demostrado que el dafio muscular tras un ejercicio intenso, medido por
CPK (creatina fosfoquinasa) en plasma elevada, se reduce con la suplementacion de HMB en las primeras 48 horas.
El efecto protector del HMB dura hasta tres semanas con un uso diario continuado. Numerosos estudios han
demostrado que una dosis eficaz de HMB es de 3,0 gramos al dia como CaHMB (HMB calcico) (~38 mg *kg de peso
corporal-dia™). EIl HMB se ha probado para comprobar su seguridad, sin mostrar efectos secundarios en adultos
jévenes o mayores sanos. También se ha demostrado que el HMB en combinacién con L-arginina y L-glutamina es
seguro cuando se suplementa a pacientes con SIDA y cancer.

[0005] Recientemente, se ha desarrollado acido libre de HMB, una nueva forma de suministro de HMB. Se ha
demostrado que esta nueva forma de administracion se absorbe més rapidamente y tiene un mayor aclaramiento
tisular que CaHMB. La nueva forma de suministro se describe en la Publicacién de Patente de EE.UU. con N.° de
Serie 20120053240.

[0006] Se ha demostrado que el HMB mejora la recuperacion y atenuta el dafio muscular provocado por el ejercicio
de alta intensidad. EI HMB atenua la depresidn de la sintesis proteica con TNF-alfa y disminuye la degradacién proteica
asociada a TNF.

[0007] En estudios que examinan la actividad fisica intensa con una recuperacién minima, tal como la que
encuentran los soldados durante las operaciones de combate sostenidas, el uso de suplementos de HMB puede
mitigar los efectos negativos asociados a este estrés fisico. La disminucién significativa de la masa corporal, la fuerza
y la potencia se han informado en los soldados durante operaciones militares sostenidas. Estas tensiones también se
asocian a elevaciones significativas de los marcadores de citocinas inflamatorias. Un estudio de campo reciente
demostré que cuando los soldados reciben suplementos de HMB durante tres semanas de entrenamiento intenso,
incluyendo el combate simulado, la respuesta inflamatoria se atenué y se acompafié de un mantenimiento de la
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integridad muscular determinada mediante iméagenes de tensor de difusion. Estos resultados fueron coherentes con
otras investigaciones que informaron de que los suplementos de HMB de duracién corta (por ejemplo, 4 dias) y larga
(por ejemplo, 12 semanas) pueden atenuar la respuesta de las citocinas a un protocolo de dafio muscular.

Probidticos

[0008] EIl uso de probibticos como suplemento dietético se ha hecho muy popular en los Ultimos afios para la
prevencién y el tratamiento de diversas enfermedades. Los probibticos son bacterias vivas que se sugiere que son
beneficiosas para mejorar la salud digestiva y la funcién inmunitaria, al tiempo que disminuye la inflamacién. Se cree
que los probiéticos, tales como Bacillus coagulans, pueden mejorar la digestién enzimatica de los alimentos en el
intestino, lo que da como resultado una mayor absorcién de nutrientes.

[0009] Se ha descubierto de forma sorprendente e inesperada que el HMB en combinacidén con probidticos atenla
los marcadores de citocinas inflamatorias y mantiene la integridad muscular. Una reduccién de la respuesta de las
citocinas al entrenamiento intenso se ha usado a menudo para indicar una recuperacién mas favorable del
entrenamiento de alta intensidad. La combinacién de HMB y probidticos es sinérgica, de tal manera que la combinacién
produce una mayor absorcién de HMB y un mayor aumento del HMB circulante en comparacién con la administracion
de HMB solo. Este sinergismo entre el HMB y los probidticos se demuestra por una mejor atenuacién de los
marcadores de citocinas inflamatorias y de la integridad muscular en comparacién con los efectos del HMB cuando se
administra solo.

[0010] EI documento WO 2014/144458 A1 describe una composicién nutricional que comprende de
aproximadamente 1 g a aproximadamente 3 g de HMB y al menos un probiético. Ademas describe una composicién
tal para su uso en el aumento de la sintesis de proteinas musculares, o la disminucién de la degradacién de proteinas
musculares, o la reduccién de la necrosis o apoptosis muscular.

[0011] EI documento US 2016/037815 A1 describe una composicién nutricional que comprende de
aproximadamente 0,2 g a aproximadamente 4 g de HMB y al menos un probidtico. Describe ademas una composicién
tal para su uso en el mantenimiento de la integridad muscular.

[0012] EI documento US 2016/066610 A1 describe una composicién nutricional que comprende de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 3 g de HMB y al menos un probiético. Describe ademas una composicién
tal para su uso en el mantenimiento de la funcién muscular.

[0013] ElI documento WO 2015/105981 A2 describe una composicién nutricional que comprende de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 3 g de HMB y al menos un probiético.

[0014] EI documento WO 2014/099904 A1 describe una composicién nutricional que comprende de
aproximadamente 0,4 g a aproximadamente 4 g de HMB y al menos un probiético.

[0015] Jager et al., Peerd, vol. 4, 2016, paginas 1-14 describen la utilidad del probiético Bacillus coagulans para
reducir el dafio muscular inducido por el ejercicio.

[0016] EI protocolo del estudio clinico NCT02762968, presentado el 3 de mayo de 2016 (v1), describe una
combinacién de cdpsulas que proporcionan 3 g de HMB célcico al dia méas Bacillus coagulans GBI-30, 6086 (BC30)
mezclado en agua. Describe ademas que se evaluaran los marcadores de dafio muscular, pero no divulga los
resultados de ningun estudio.

Sumario de la invencién

[0017] La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

Sumario de la divulgacién

[0018] La composicidn, los usos médicos de la composicién y los métodos descritos en el siguiente sumario de la
divulgacidén no estan cubiertos por la invencién reivindicada.

[0019] La divulgacién proporciona una composicién para su uso en el mantenimiento de la integridad muscular.

[0020] La divulgacién proporciona una composiciéon para su uso en la atenuacién de los marcadores de citocinas
inflamatorias.

[0021] La divulgacion proporciona métodos de administraciéon de una composicién para su uso en el mantenimiento
de la integridad muscular.

[0022] La divulgacién proporciona métodos de administracién de una composicién para su uso en la atenuacién de
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marcadores de citocinas inflamatorias.

[0023] La divulgacién proporciona métodos para mejorar la absorcién de HMB mediante la adicién de probiéticos a
una composicién que contiene HMB.

[0024] La divulgacién proporciona métodos para aumentar el tiempo que el HMB estd en el torrente sanguineo
mediante la adicién de probibticos a una composicién que contiene HMB.

[0025] Estos y otros aspectos de la presente divulgacion resultardn evidentes para los expertos en la materia al
consultar la siguiente memoria descriptiva, los dibujos y las reivindicaciones.

[0026] La presente divulgacion pretende superar las dificultades encontradas hasta ahora. Con este fin, la
divulgacién proporciona una composicién que comprende HMB y probiéticos. La composicién se administra a un sujeto
que lo necesite. Todos los métodos comprenden administrar al animal HMB y probiéticos. Los sujetos incluidos son
seres humanos y mamiferos no humanos. La composicién se consume por un sujeto que lo necesite.

Breve descripcién de los dibujos

[0027]
La Figura 1 representa cambios en la respuesta de las citocinas inflamatorias al entrenamiento militar intenso tras
cuarenta (40) dias de suplementacion.
La Figura 2 representa cambios en la medicién de DTl tras cuarenta (40) dias de suplementacién.

Descripcién detallada

[0028] La presente invencién se refiere a un uso no terapéutico de una composicion que comprende de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g de acido B-hidroxi-B-metilbutirico (HMB) y al menos un probidtico
para su uso en el mantenimiento de la integridad muscular en un animal que lo necesite, en donde la composicién es
para administrarse al animal, en donde el animal es un ser humano o un mamifero no humano, en donde el probiético
es Bacillus coagulans.

[0029] Se ha descubierto sorprendente e inesperadamente que los probidticos y el HMB tienen una relacidon
sinérgica. El uso de composiciones que contienen HMB y probiéticos da como resultado la atenuacién de los
marcadores de citocinas inflamatorias y el mantenimiento de la integridad muscular, y estos efectos se observan en
mayor cantidad que la administracién de HMB solo. La combinacién de HMB y probiéticos es sinérgica, de tal manera
que la combinacién produce una mayor absorcién de HMB y un mayor aumento del HMB circulante en comparacion
con la administraciéon de HMB solo.

HMB

[0030] EI &cido B-hidroxi-B-metilbutirico, o acido B-hidroxi-isovalérico, puede representarse en su forma de acido
libre como (CHz)o(OH)CCH,COOH. El término "HMB" se refiere al compuesto que tiene la formula quimica anterior,
tanto en su forma de &cido libre como de sal. Aunque en el contexto de la presente invencién puede usarse cualquier
forma de HMB, preferentemente el HMB se selecciona del grupo que comprende un 4cido libre, una sal, un éstery
una lactona. Los ésteres de HMB incluyen ésteres metilicos y etilicos. Las lactonas de HMB incluyen lactona
isovalarilica. Las sales de HMB incluyen sal de sodio, sal de potasio, sal de cromo, sal de calcio, sal de magnesio,
sales de metales alcalinos y sales de metales alcalinotérreos.

[0031] Los métodos para producir HMB son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, HMB puede sintetizarse por
oxidacion de alcohol de diacetona. Un procedimiento adecuado es el descrito por Coffman et al., J. Am. Chem. Soc.
80: 2882-2887 (1958). Como se describe en el mismo, el HMB se sintetiza mediante una oxidacidén alcalina con
hipoclorito sédico del alcohol de diacetona. El producto se recupera en forma de acido libre, que puede convertirse en
sal. Por ejemplo, el HMB puede prepararse como su sal calcica mediante un procedimiento similar al de Coffman et
al. (1958) en el cual el 4cido libre del HMB se neutraliza con hidréxido calcico y se recupera por cristalizacion a partir
de una solucién acuosa de etanol. La sal calcica del HMB esté disponible en el mercado en Metabolic Technologies,
Ames, lowa.

Suplemento de g-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) calcico
[0032] Hace mas de 2 décadas, la sal célcica del HMB se desarrollé como suplemento nutricional para los seres
humanos. Los estudios han demostrado que 38 mg de CaHMB por kg de peso corporal parece ser una dosis eficaz

para una persona promedio.

[0033] Se han descrito los mecanismos moleculares por los que el HMB disminuye la degradacidén proteica y
aumenta la sintesis proteica. Eley et al realizaron estudios in vitro que han demostrado que el HMB estimula la sintesis
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de proteinas através de la fosforilacién de mTOR. Otros estudios han demostrado que el HMB disminuye la protedlisis
a través de la atenuacién de la induccién de la via proteolitica ubiquitina-proteosoma cuando el catabolismo de
proteinas musculares es estimulado por el factor inductor de protedlisis (PIF), lipopolisacarido (LPS) y angiotensina Il.
Otros estudios han demostrado que el HMB también atenua la activacién de las proteasas caspasas-3 y -8.

Forma de acido libre de HMB

[0034] En la mayoria de los casos, el HMB utilizado en estudios clinicos y comercializado como ayuda ergogénica
ha sido en forma de sal de calcio. Los Ultimos avances han permitido fabricar el HMB en forma de &cido libre para su
uso como un suplemento nutricional. Recientemente, se desarrollé una nueva forma de acido libre de HMB, que se
absorbe més rapidamente que CaHMB, dando como resultado niveles séricos maximos de HMB mas rapidos y
elevados y a un mejor aclaramiento del suero a los tejidos.

[0035] Por lo tanto, el 4cido libre de HMB puede ser un método mas eficaz de administrar HMB que la forma de sal
célcica, particularmente cuando se administra directamente antes de un ejercicio intenso. Un experto habitual en la
técnica, sin embargo, reconocera que la presente invencidén abarca el HMB en cualquier forma.

[0036] EIHMB en cualquier forma puede incorporarse a la forma de suministro y/o administracién de tal manera que
dé como resultado un intervalo de dosificacién tipico de aproximadamente 0,5 gramos de HMB a aproximadamente
30 gramos de HMB.

[0037] Puede usarse cualquier dosis adecuada de HMB en el contexto de la presente divulgacién. Los métodos para
calcular las dosis adecuadas son bien conocidos en la técnica. La cantidad dosificada de HMB puede expresarse en
términos de la correspondiente cantidad molar de Ca-HMB. El intervalo de dosis dentro del cual puede administrarse
el HMB por via oral o intravenosa esta en el intervalo de 0,01 a 0,2 gramos de HMB (Ca-HMB) por kilogramo de peso
corporal cada 24 horas. Para adultos, asumiendo pesos corporales de aproximadamente 100 a 200 libras, la cantidad
de dosificacién por via oral o intravenosa de HMB (base Ca-HMB) puede variar de 0,5 a 30 gramos por sujeto y por
24 horas.

Probidticos

[0038] Los probidticos, tales como Bacillus coagulans (BC30), tienen muchos beneficios para la salud incluyendo
mejorar la salud digestiva y la funcién inmunitaria y disminuir la inflamacién. Ademas, estudios anteriores han sugerido
que BC30 puede potenciar la absorcién de proteinas. Cualquier probiético es adecuado para su uso en la composicién
descrita en el presente documento. Las cantidades apropiadas de Bacillus coagulans se entenderan por aquellos
expertos en la materia. Una composicién tipica de la presente divulgacién contendrd en una formulacién de
dosificacion de un gramo de 2x10° a 10'° unidades formadoras de colonias de bacterias viables o esporas bacterianas
(en el caso de Bacillus coagulans). En otras realizaciones, la cantidad de bacterias incluye probiéticos en una
concentracioén de aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 10'? bacterias viables. Las bacterias Bacillus
coagulans estan en forma de esporas, células vegetativas o una combinacién de las mismas. Aunque Bacillus
coagulans se usb en los ejemplos experimentales, la divulgacién no se limita a esta especie particular de Bacillus.
Cualquier especie de bacteria probiética puede usarse en las composiciones y los métodos de la presente divulgacién.

[0039] Cuando la composicién se administra por via oral en forma comestible, la composicidén esta preferentemente
en forma de un suplemento dietético, un producto alimentario o un medio farmacéutico, mas preferentemente en forma
de un suplemento dietético o un producto alimentario. En el contexto de la presente invencién puede usarse cualquier
suplemento dietético o producto alimentario adecuado que comprenda la composiciéon. Un experto habitual en la
materia comprendera que la composicién, independientemente de la forma (tal como un suplemento dietético, un
producto alimentario o un medio farmacéutico), puede incluir aminoacidos, proteinas, péptidos, hidratos de carbono,
grasas, azucares, minerales y/u oligoelementos.

[0040] Para preparar la composicion como un suplemento dietético o un producto alimentario, la composicién se
combinara o se mezclara normalmente de tal manera que la composicidén se distribuya de manera sustancialmente
uniforme en el suplemento dietético o producto alimentario. Como alternativa, la composicién puede disolverse en un
liquido, tal como agua.

[0041] La composicién del suplemento dietético puede ser un polvo, un gel, un liquido o puede estar tabulado o
encapsulado.

[0042] Aunque cualquier medio farmacéutico adecuado que comprenda la composicién puede usarse dentro del
contexto de la presente invencion, preferentemente, la composicién se combina con un vehiculo farmacéutico
adecuado, tal como dextrosa o sacarosa.

[0043] Adicionalmente, la composicién del medio farmacéutico puede administrarse por via intravenosa de cualquier
forma adecuada. Para administracidn a través de perfusién intravenosa, la composicién se presenta preferentemente
en una forma no téxica hidrosoluble. La administracién intravenosa es particularmente adecuada para pacientes
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hospitalizados que se someten a terapia intravenosa (IV). Por ejemplo, la composicion puede disolverse en una
solucién IV (por ejemplo, una solucién salina o de glucosa) que se administre al paciente. También, la composicién
puede afiadirse a soluciones |V nutricionales, que pueden incluir aminoéacidos, glucosa, péptidos, proteinas y/o lipidos.
Las cantidades de la composiciéon a administrar por via intravenosa pueden ser similares a los niveles usados en la
administracion oral. La perfusién intravenosa puede ser méas controlada y precisa que la administracién oral.

[0044] Los métodos para calcular la frecuencia con que se administra la composicién son bien conocidos en la
técnica y puede usarse cualquier frecuencia de administracion adecuada en el contexto de la presente invencién (por
ejemplo, una dosis de 6 g al dia o dos dosis de 3 g al dia) y durante cualquier periodo de tiempo adecuado (por
ejemplo, puede administrarse una dosis Unica durante un periodo de tiempo de cinco minutos o durante un periodo de
tiempo de una hora, o, como alternativa, pueden administrarse multiples dosis durante un periodo de tiempo
prolongado). La composicién puede administrarse durante un periodo de tiempo prolongado, tal como semanas,
meses o afios.

[0045] Puede usarse cualquier dosis adecuada de HMB y probibticos en el contexto de la presente divulgacién. Los
métodos para calcular las dosis adecuadas son bien conocidos en la técnica.

[0046] Se entendera por un experto en la materia que el HMB y los probiéticos no tienen que administrarse en la
misma composiciéon para realizar los métodos divulgados. Dicho de otra manera, capsulas separadas, pildoras,
mezclas, etc. de probibticos y de HMB pueden administrarse a un sujeto para llevar a cabo los métodos divulgados.

[0047] EIl término administrar o administracién incluye proporcionar una composicién a un mamifero, consumir la
composicién y combinaciones de los mismos.

Ejemplos experimentales

[0048] Los siguientes ejemplos ilustraran la invencién en mas detalle. Se entenderéa facilmente que la composicion
de la presente divulgacién, como se describe generalmente y se ilustra en los Ejemplos en el presente documento,
podrian sintetizarse en diversas formulaciones y formas de dosificacion.

METODOS
Participantes

[0049] Veintiséis soldados varones de una unidad de combate de élite de las Fuerzas de Defensa de Israel (IDF) se
ofrecieron voluntarios para participar en este estudio de doble enmascaramiento, de disefio paralelo. Después de una
explicacion de todos los procedimientos, riesgos y beneficios, cada participante dio su consentimiento informado para
participar en el estudio. Este estudio de investigacién fue aprobado por el IDF Medical Corp y por el Medical Ethics
Board y por el Helsinki Committee of Soroka Medical Center. A los participantes no se les permitié usar ningin
suplemento dietético adicional ni consumir ningln andrdégeno ni otras drogas para mejorar el rendimiento. La deteccién
del consumo de drogas para mejorar el rendimiento y de suplementos adicionales se realizé6 mediante un cuestionario
de salud cumplimentado durante el reclutamiento de los participantes. Los soldados pertenecian a la misma unidad y
fueron asignados aleatoriamente a uno de dos grupos: CaHMB con BC30 (CaHMBBC30; n = 9; 20,5 * 0,8 afios; 1,75
+ 0,09 m; 75,4 £ 9,6 kg) o CaHMB con placebo (CaHMBPL, n = 9; 19,1 + 3,4 afios; 1,73 + 0,05 m; 71,4+6,4 kg). Un
tercer grupo de participantes de la misma unidad, que estaban interesados en participar en el estudio, pero no estaban
interesados en consumir un suplemento aceptaron servir como grupo de control (CTL; n = 8; 20,4 £ 0,7 afios; 1,73 +
0,05 m; 68,6x5,3 kg).

Protocolo del estudio

[0050] Durante el periodo de intervenciéon de 40 dias, todos los participantes realizaron el mismo protocolo diario.
Durante los primeros 28 dias los soldados fueron acuartelados en la base y participaron en las mismas tareas de
entrenamiento militar avanzado que incluian el desarrollo de habilidades de combate y el acondicionamiento
incluyendo 90 minutos de intenso entrenamiento de combate cuerpo a cuerpo (krav-maga) cinco veces por semana.
El entrenamiento fisico incluia en promedio de dos carreras de 5 km por semana. Durante las semanas 5 y 6 los
soldados estuvieron sobre el terreno y recorrieron entre 25 km - 30 km por noche en terreno dificil llevando
aproximadamente 35 kg de equipo a la espalda (lo que equivale aproximadamente al 40 % de la masa corporal del
participante). La duracién del ejercicio de navegacién durd entre 5 - 8 horas por tarde. Durante la Ultima tarde de
entrenamiento (dia 40), los soldados también realizaron un transporte en camilla adicional de 5km tras el
entrenamiento de navegacién. Durante las dos Ultimas semanas de entrenamiento los soldados durmieron entre 5 -
8 horas por noche. Todas las evaluaciones (extracciones de sangre y resonancia magnética [MRI]) se realizaron en
un solo dia antes (PRE) y aproximadamente 12 horas después del consumo final del suplemento (el dia 40) (POST).
Todas las evaluaciones se realizaron en el mismo orden tanto en PRE como en POST.

Protocolo de suplementacién
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[0051] Los participantes tanto en CaHMBBC30 como en CaHMBPL ingirieron 1,0 g de CaHMB tres veces al dia para
un consumo diario total de 3 g. Cada racién consistié en 4 capsulas (250 mg de CaHMB) consumidas durante las
comidas de la mafiana, la tarde y la noche. CaHMB se obtuvo en Metabolic Technologies Inc. (Ames, IA, EE.UU.). El
suplemento probiético (Bacillus coagulans GBI-30, 6086) fue proporcionado por Ganeden Biotech, Inc (Mayfield Hts,
OH, EE.UU.). Cada porcion contenia 2,0 x 10'° unidades formadoras de colonias. Los participantes consumieron una
racidn al dia (comida de la mafiana). El placebo fue proporcionado por el fabricante y tenia el mismo aspecto, peso y
sabor que el producto activo. Tanto el placebo como el producto activo se suministraron en forma de polvo y se
mezclaron en agua (~250 ml) antes de su ingestién. Los participantes en CaHMBBC30 y CaHMBPL recibieron dos
suministros de 20 dias de HMB y PL. Los participantes debian devolver todos los paquetes usados y no usados al
final de cada periodo de 20 dias.

Mediciones de sangre

[0052] Se obtuvieron muestras de sangre en reposo antes de cada sesidén de pruebas. Todas las muestras de sangre
se obtuvieron tras un periodo de equilibrio de 15 minutos. Estas muestras de sangre se obtuvieron de una vena
antecubital del brazo usando una aguja desechable de calibre 20 equipada con un soporte para tubos Vacutainer®
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Las muestras de sangre de cada participante se obtuvieron a la misma hora
del dia durante cada sesidn tras un ayuno nocturno. Todas las muestras de sangre se recogieron en dos tubos
Vacutainer®, uno sin agente anticoagulante y el segundo con K;EDTA. La sangre del primer tubo se dejé coagular a
temperatura ambiente durante 30 min y posteriormente se centrifugé a 3.000xg durante 15 min junto con la sangre
entera restante del segundo tubo. El plasma y el suero resultantes se colocaron en tubos de microcentrifuga separados
de 1,8 ml y se congelaron a -80 °C para su posterior analisis.

Analisis bioquimico

[0053] Las concentraciones en suero de creatina quinasa (CK) y lactato deshidrogenasa (LDH) se analizaron usando
un ensayo cinético disponible en el mercado (Sekisui Diagnostics, Charlottetown, PE, Canadé; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las concentraciones plasmaticas de citocinas y
quimiocinas incluyeron el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), fractalquina
(CX3CL1), interferébn-gamma (INF-y), interluecina-1beta (IL-1B), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6), interleucina-
8 (IL-8), interleucina-10 (IL-10) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) se analizaron a través de ensayo multiplex,
usando el panel uno de citocinas/quimiocinas humanas (EMD Millipore, Billerica, MA, EE.UU.). Ademas, las
concentraciones plasmaticas de HMB fueron analizadas por cromatografia de gases-espectrometria de masas y
realizadas por Metabolic Technologies Inc. usando métodos previamente descritos. Todas las muestras se
descongelaron una vez y fueron analizadas por duplicado por el mismo técnico usando un espectrofotémetro BioTek
Eon para las concentraciones de CKy LDH (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.) y MagPix para las concentraciones de
citocinas y quimiocinas (EMD Millipore). La variabilidad media intraensayo para todos los ensayos estuvo por debajo
del 10 %.

Formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI)

[0054] Los cambios en la integridad muscular del recto femoral (RF) y el vasto lateral (VL) se evaluaron usando MRI.
Debido a consideraciones logisticas (elemento de tiempo), se determiné a priori que el objetivo principal del estudio
era comparar el efecto de BC30 coadministrado con CaHMB o CaHMB solamente, por lo que solo se evaluaron con
MRI los soldados en CaHMBBC30 y CaHMBPL. La integridad muscular se determiné mediante imagenes de tensor
de difusién (DTI). DTI es una técnica de MRI sensible para evaluar signos subclinicos de lesibn muscular. La
evaluacién por DT| se basa en las membranas celulares y otras estructuras que limitan la difusién del agua. El
movimiento del agua puede evaluarse determinando las tres direcciones ortogonales de difusién del agua, llamados
vectores propios, y sus intensidades, llamados valores propios. A partir de los tres valores propios (A1, A2 y A3), pueden
calcularse parametros tales como anisotropia fraccional (FA) y los coeficientes de difusién aparente (CDA) para
evaluar el caracter de la difusién del agua en un véxel. Se ha demostrado que estas medidas proporcionan informacién
sobre la integridad del musculo esquelético.

[0055] Los datos de MRI se obtuvieron con un generador de imagenes de cuerpo entero de 3,0 Teslas (Ingenia,
Philips Medical Systems, Best, Paises Bajos). Durante cada medicién, se coloc) a los participantes en declbito supino
en el escéanery se les tomaron imagenes usando bobinas de superficie de matriz en fase. Se eligié una posicién 20 cm
por encima de la rétula como el centro de la imagen y se marcé usando una capsula de aceite. Todas las exploraciones
se planificaron axialmente y consistieron en 40 cortes de 4 mm de anchura para una cobertura pie-cabeza de 160 mm
y un campo de visién de 290 x 280 mm (RLxAP). Se realizaron tres adquisiciones de imagenes. Se us6 un T1w DIXON
como referencia anatdmica, un eco de espin turbo T2w para evaluar cualquier dafio estructural en el mdsculo y una
secuencia de imagenes con tensor de difusién (DTI) para el seguimiento de las fibras musculares. Los pardmetros de
secuencia usados se han publicado anteriormente.

[0056] Se usd supresion de grasa (SPAIR: spectrally selective adiabatic inversion recovery, recuperacién de
inversion adiabatica espectralmente selectiva) para las exploraciones T2-TSE y DTI. La secuencia DTI fue una
secuencia 2D-EPI obtenida en dos paquetes. El valor b fue de 400 s/mm? y se obtuvieron imagenes en 15 direcciones
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Unicas. El analisis de rastreo de las fibras musculares se calculé usando el software "FiberTrak" de Philips. Se dibujé
a mano una ROl (regién de interés) para RF y VL en los cortes 15 y 25. A continuacién, se permitié al software delinear
las fibras musculares mediante un algoritmo que eliminaba las pistas si la FA era menos de 0,1, si el cambio de angulo
era superior a 27° o si la longitud de la fibra era inferior a 10 mm. EIl mismo investigador realizé todas las evaluaciones.

Analisis estadisticos

[0057] Se usaron analisis de covarianza (ANCOVA) para analizar todas las variables dependientes de MRl y de la
sangre (marcadores de dafio muscular y citocinas). Los valores PRE y POST se usaron como la covariable y la variable
dependiente, respectivamente. En caso de una relacién f significativa, se usaron comparaciones LSD post hoc por
pares para examinar las diferencias entre los grupos. Los resultados del ANCOVA también se convirtieron para
cambiar desde PRE. Un nivel alfa de p < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo para todas las
comparaciones. Todos los datos se expresan como media = DE salvo que se indique lo contrario. El andlisis estadistico
se realiz6 con el programa SPSS (IBM Statistics para Windows, version 23.0); Armonk, NY: IBM Corp).

RESULTADOS

[0058] De los 26 soldados que participaron en esta prueba, 25 completaron la intervencién. El Unico participante que
se retird del estudio se lesiond durante el entrenamiento. Durante el estudio no se notificaron efectos secundarios
asociados a la suplementacion. Basandose en el consumo de CaHMB y BC30 (determinado por el nimero de cépsulas
y paquetes de BC-30 devueltos) el cumplimiento de la suplementacién fue del 95,0 + 3,0 % entre los dos grupos de
CaHMB. Se realiz6 una medicién adicional del cumplimiento del estudio mediante el analisis de las concentraciones
plasmaticas de HMB antes y después de la administraciéon de los suplementos a los participantes de ambos grupos.
Se observaron aumentos significativos (p = 0,010) en las concentraciones plasmaticas de HMB entre las evaluaciones
PRE (3,28 £ 0,73 nmol-I') y POST (34,1 £ 43,9 nmol-I'").

Datos sanguineos

[0059] Las concentraciones circulantes de citocinas inflamatorias pueden observarse en la Tabla 1. Ademas, las
comparaciones del cambio de PRE entre grupos se representan en la Figura 1. Una interaccién significativa (F = 6,48,
p = 0,006) se observé para los cambios en las concentraciones circulantes de TNF-a. Las concentraciones en plasma
de TNF-a en POST fueron significativamente menores para CaHMBBC30 y CaHMBPL que para CTL (p =0,019yp =
0,002, respectivamente). Sin embargo, no se observaron diferencias entre CaHMBBC30 y CaHMBPL (p = 0,290). Una
interaccién significativa (F = 4,70, p = 0,025) también se vio entre los grupos para los cambios en las concentraciones
en plasma de CX3CL1. Los cambios en las concentraciones de CX3CL1 fueron significativamente menores para
CaHMBBC30 y CaHMBPL que para CTL (p = 0,044 y p = 0,011, respectivamente). No se observaron diferencias en
las concentraciones de CX3CL1 (P = 0,687) entre CaHMBBC30 y CaHMBPL. Una interaccién significativa (F = 6,93,
p = 0,006) se vio para cambios en las concentraciones en plasma de IL-1B. Las concentraciones de IL-1p se atenuaron
significativamente tanto para CaHMBBC30 como para CaHMBPL en comparaciéon con CTL (p = 0,005 y p = 0,004,
respectivamente). No se observaron diferencias (p = 0,878) entre CaHMBBC30 y CaHMBPL. Una interaccion
significativa (F = 4,96, p = 0,019) también se encontré6 para las concentraciones en plasma de IL-2. Las
concentraciones circulantes de IL-2 para CaHMBBC30 y CaHMBPL se atenuaron significativamente en POST en
comparacién con CTL (p = 0,007 y p = 0,029, respectivamente). No se observd diferencia (p = 0,584) entre
CaHMBBC30 y CaHMBPL. Una interaccion significativa (F=7,99, p = 0,005) también se observd en los cambios en las
concentraciones en plasma de IL-6. Las concentraciones en plasma de IL-6 se atenuaron significativamente en
CaHMBBC30 y CaHMBPL en comparaciéon con CTL (p = 0,002 y p = 0,018, respectivamente). No se observaron
diferencias (p = 0,467) en la respuesta de IL-6 en POST entre CaHMBBC30 y CaHMBPL. Una interaccién significativa
(F=3,72, p = 0,041) también se observé en los cambios en las concentraciones en plasma de IL-10. Se vio una
diferencia significativa (p = 0,013) entre CaHMBBC30 y CTL. No se observaron otras diferencias significativas. No se
observaron interacciones significativas para los cambios en las concentraciones de INF-y (F=1,25, p = 0,31), IL-8 (F =
1,49, p = 0,25) o GM-CSF (F= 0,71, p = 0,50).

Tabla 1. El efecto de 40 dias de entrenamiento militar intenso sobre las concentraciones de citocinas a través de los
grupos de estudio.

CaHMBBC30 n=9 CaHMBPL n=9 CTL n=8 valor de p
Pre 2,48+1,95 2,33+1,31 3,08+2,30
TNF-a Post 1,67£2,01 0,81+0,36 3,86x2,21 0,006
Pre 106£63,2 81,6+52,3 115£64,1
CX3CLT Post 65,1+42,9 70,7%29,9 118+63,1 0,025
Pre 0,95+1,09 0,89+0,85 1,20£1,03
IL-1p Post 0,40x0,41 0,42+0,37 1,21£0,81 0,006
IL-2 Pre 1,58£0,93 1,35£1,34 2,21+1,81 0019
: Post 0,66x0,34 0,80+0,87 2,21+1,82 '
L6 Pre 1,87+0,89 7,63x17,85 2,48+1,42 0005
Post 0,51x0,24 5,20£10,68 2,34+1,60 '
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(continuacién)

CaHMBBC30 n=9 CaHMBPL n=9 CTL n=8 valor de p
IL-10 Pre 6,85+4,85 4,96+4,01 9,92+9,77 0 041
Post 3,89+2,82 3,62+2,64 9,378,79 '
IFN-y Pre 9,4516,73 11,3£8,31 18,2£13,5 031
Post 5,81+4,75 8,11+6,75 15,4£11,2 '
IL-8 Pre 4,14+6,28 2,58+1,05 2,563+1,82 025
Post 3,84+4,11 2,27+0,92 3,83+2,86 '
Pre 232+323 170£148,9 217+236
GM-CSF Post 173+£338 75,6181,6 156£144 0,50
CaHMBBC30 = HMB célcico y Bacillus coagulans; CaHMBPL = HMB calcico y placebo; CTL = control. Todos
los datos se informan como media + SD. Se usé la prueba ANCOVA para evaluar las diferencias entre grupos.

[0060] El analisis de los marcadores de dafio muscular no revelé interacciones significativas entre los grupos para
las concentraciones en plasma de LDH (F = 0,15, p = 0,86) o CK (F = 0,17, p = 0,84). No se observaron cambios en
las concentraciones de LDH de PRE (537,7 + 86,1 Ul-I") a POST (567,5 + 87,4 UI-I'") en los grupos combinados.
Ademas, no se observaron cambios en las concentraciones de CK de PRE (2254 + 79,8 UI-I") a POST (377,6 + 230,2
Ul I-1) en los grupos combinados.

DTI

[0061] Las comparaciones de las evaluaciones de FA y CDA entre CaHMBBC30 y CaHMBPL pueden observarse
en la Tabla 2.

Tabla 2: Mediciones de MRI y DTI en B-Hidroxi-B-metilbutirato con y sin probiéticos (BC30) en respuesta a un
entrenamiento militar intenso

Pre Post Efecto en el tiempo Valor
de P
Rector femoral
Anisotropia fraccional CaHMBBC30 0,24+0,05 0,20+0,02 0,014
CaHMBPL 0,23x0,02 0,19+0,02
g‘r’ﬁrﬁ]‘;z;‘te de difusion aparente (x 10- . 1MBRC30  1,70+0,09 1,720,009 0,69
CaHMBPL 1,68+£0,06 1,77+0,04
Vasto lateral
Anisotropia fraccional CaHMBBC30 0,20+0,03 0,21+0,02 0,23
CaHMBPL 0,20+0,01 0,19+0,01
g‘r’ﬁrﬁ]‘;z;‘te de difusion aparente (x 10- . LmBRC30  1,73+0,05 1,710,05 0,86
CaHMBPL 1,73£0,06  1,75%0,12
Todos los datos de la tabla se informan como mediatDS. Se usé la prueba de la T para datos emparejados para
evaluar los cambios a lo largo del tiempo para ambos grupos. CaHMBBC30 = HMB célcico y Bacillus coagulans;
CaHMBPL = HMB calcico y placebo; CTL = control.

[0062] Ademas, las comparaciones del cambio de PRE entre grupos se representan en la Figura 2. No se observd
diferencia significativa (F = 0,315, p= 0,587) en FA entre CaHMBBC30 y CaHMBPL en RF, sin embargo, cuando se
colapsé a través de los grupos se observé un descenso significativo de PRE a POST. Una diferencia significativa (F =
7,198, p = 0,023) en CDA se observé entre los grupos en RF. Los participantes en el estudio CaHMBBC30
experimentaron una disminucién en CDA, mientras que los participantes en CaHMBPL experimentaron un aumento.
No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la VL para ninguno de FA (F = 2,95, p = 0,117) o CDA
(F =1,886, p=0,200).

[0063] Los resultados de este estudio indican que 40 dias de suplementacién con HMB con y sin Bacillus coagulans
pueden atenuar los marcadores de citocinas inflamatorias durante el entrenamiento militar de alta intensidad. Esta
combinacién parecié atenuar la respuesta de IL-10 en comparacién con el control. Ademas, la combinacién de CaHMB
y BC30 proporcioné un beneficio significativo en comparacién con CaHMB solo en el mantenimiento de la integridad
muscular, como indica la disminucién del coeficiente de difusién aparente (CDA) del recto femoral (RF).

[0064] HMB en plasma para CaHMBPC30, CaHMBPL y CTL fueron 50,6 + 15,6 nmol-I'!, 15,6 £ 28,0 nmol-I"y 3,3 +
0,9 nmol-I', respectivamente. Las mayores concentraciones de HMB observadas para el CaHMBBC30 indican que el
BC30 tiene una capacidad de absorcién mejorada.

[0065] Las mediciones de integridad muscular se realizaron usando DTI, que se considera un método sensible para
evaluar los signos subclinicos de lesién muscular. DTl mide la difusiéon de las moléculas de agua y la direccién de su
movimiento en una microestructura muscular tridimensional. En los tejidos sanos la integridad de la estructura
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constituye una barrera a la difusién. La anisotropia fraccional (AF) representa el aumento de la difusividad en el tejido
tras un traumatismo, mientras que el coeficiente de difusién aparente (CDA) refleja el grado de difusién en cada
direccién del musculo por la longitud de su eje. Una disminucién en FA y un aumento en CDA, representan una
alteracién de la integridad del musculo que indica una mayor difusién. Anteriormente, los presentes inventores
informaron disminuciones significativas de la FA tanto en RF como en semitendinoso solo para el grupo placebo, y un
probable aumento de CDA del VL en el grupo suplementado, lo que indica que el HMB suministrado en su forma de
acido libre puede mejorar la integridad muscular durante el entrenamiento militar intenso. Sin embargo, los datos
demuestran que la adicién de BC30 al CaHMB proporcioné un efecto sinérgico para mantener la integridad muscular
que dio lugar a un mayor grado de proteccién muscular que el ofrecido por el CaHMB por si solo.

[0066] La descripcidn y los dibujos anteriores comprenden realizaciones ilustrativas de la presente invencién. Las
realizaciones anteriores y los métodos descritos en el presente documento pueden variar basédndose en la habilidad,
la experiencia y la preferencia de aquellos expertos en la materia. La mera enumeracién de las etapas del método en
un determinado orden no constituye ninguna limitacién del orden de las etapas del método.
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REIVINDICACIONES

1. Un método no terapéutico para mantener la integridad muscular en un animal que lo necesite, comprendiendo el
método administrar una composicién que comprende de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g de &cido -
hidroxi-p-metilbutirico (HMB) y al menos un probidtico al animal, en donde el animal es un ser humano o un mamifero
no humano, en donde el probiético es Bacillus coagulans.

2. El método no terapéutico de la reivindicacién 1, en donde dicho HMB es una sal célcica o en donde el HMB esta en
la forma de 4cido libre.

3. Uso no terapéutico de una composicién para su uso en el mantenimiento de la integridad muscular en un animal
que lo necesite, comprendiendo la composicién de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g de acido B-
hidroxi-p-metilbutirico (HMB) y al menos un probiético, en donde la composicién es para administrarse al animal, en
donde el animal es un ser humano o un mamifero no humano, en donde el probiético es Bacillus coagulans.

4. El uso no terapéutico de la reivindicacidén 3, en donde dicho HMB es una sal célcica o en donde el HMB esta en la
forma de 4cido libre.
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Figura 1: Cambios post-pre en la respuesta de citocinas inflamatorias a entrenamiento

HMB calcico y

HMB caélcico y placebo; CTL = control; * = p < 0,05,

Los resultados se informan como media £ SD
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Figura 2: Cambios post-pre en mediciones de DTl después de 40 dias de suplementacion

y entrenamiente militar intenso. DT = imégenes por tensor de difusién; CaHMBBC30 = HMB
calcico vy Bacillus coagulans; CaHMBPL = HMB calcico. Los resultados se informan como
media £ SD.

14



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - CLAIMS
	Page 13 - DRAWINGS
	Page 14 - DRAWINGS

