d

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

e O4- 9618

s¢. TITULO__MBICLAS  LIPIDAS Y PRODUCTOS ALIMENTICIOS QUE CONTIENEN ACIDO, GRASOS

mrmmm-ﬁ.MMrmmnmmmmmm'

s1. CLASIFICACION INTERNACIONAL __azst 1/30

71. SOLICITANTE __S0CIETE DES PRODUITS MESTLE §.A.

DOMICILIO VEVEY, SULZA

. REPRESENTANTE LEGAL _sues smono s1onmy
0“130 231
2 BOGOTAD.C. 6 FrB.2004

107099

(FORMAP 10)




ITORIO

!

a B =
. Q086" eacion ¢ OHOSIS O0DOOD0
Industria y Comercic oA Facka 14081 2004-06-09 16,30,52

SUPERINTENDENCIA Tranite + 011 PCT-PRIENT PREGENT
[l I7 FoSE ey
cm..m 2020 BIVISION IE MRS Enimpas "

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

Foliesr 4

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
D<J Patente de Invencién [[] Patente de Modslo de Utilidad
[0 capituiol. X capitulo 1.
@ Nombre: SOCIETE DES PRODUITS NESTLE IDENTIFICACION
S.A
cc. il NI [
SOLICITANTE glijrr:lon: P.O Bax 353, CH-1800, Vevey, C.E. [0 oo [
(1) Naclonalidad o Domkllio: Vevay, Suiza Cual
Lugar de Consfitucidn: Suiza
Teléfono: 32684270 Feax: 6089701 Numero
E-mall: Jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: JOSE ANTONIO LLOREDA ce. K NT [
O APODERADO Bogota- Colombia Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 60689701 [Numero 17.159.681 TP 10.784
E-mall: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: DECOMBAZ, Jacques y MACE Catherine.
INVENTOR(ES) Direcclén: ch. du Chermiaux 20, CH-18068 St-.Legler y Grand-Rue 33, CH-1085
(72) .
Nacionalidad o Domicllio: Sulza

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP02/0B051 fecha: 100702
Publicacién Internacional No. WO 03/013276 A1 Fecha: 20-02-03

@ Titulo (54) “MEZCLAS LIPIDAS Y PRODUCTOS ALIMENTICIOS QUE CONTIENEN ACIDO
GRASO OLEICO Y ACIDOS GRASOS OMEGA-6, DISENADOS PARA AUMENTAR EL NIVEL
LIPIDO INTRAMIOCELULAR"

@ ClasHicaclén Internaclonal (51) A23L 1/30

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
siD{ no [] EP 08-08-01 01118155.8

® cComprobantede PagoNo._04-7958  Fecha: 020204




r ANEXOS \

E Comprobante de pago de Ia tasa de presentacién de la sollcitud.
P4 bocumento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
X Documento de Representacisn Legal. P v}ocolreaalo bqa-o el WP 11A4S

D Documento de cesidn del inventor al soliciteante o a su causants.
[[] peciaraciones

D Copia de [a solicitud internaclonal. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
@ Traducclén de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, deéaipeidn. reivindicaciones)

E Copia del examen preliminar intemaclional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

E Traduccién del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.
[[] De ser ei caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
ias comunidades Indigenas.

D De ser el caso, Informaclén sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totaimente con la invenclon de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a [a solicitud Internacional.

E Otros Reporte de Blsqueda Intemacional con su traduccidn, Publicacién con su traduccion, Capitulo
Relvindicatorio como fue Iniclaimente presentado en Fase Internacional junto con su traducclén y Anexo

Explicativo de Modificaclones..

[] Arte Finel 12x12. o

@ FIGURA CARACTERISTICA:
#

fl;f _J

r 4

@ Soliclto la concesidon de la patente, »ﬁ !
NomeRre: OSE I} {L.OREDA

A

& C.C.17.150.681 Bta. T.P. 10.784 j



SUPERTMMSTRIA Y CONEREID
Badicacion 3 OA0DSE1S ODOOBOD Folion 4

Facha (D) BOMA-02-00 160453:%

Traatta ¢ 011 PCT-PATENT 279 FAGE NACI AL PREGENTA
Dependmncin) 2020 MIVIBIAN DE WUEVRS CREACINES

. CHHI W s p

nﬂunn AFTATAI NBE DA " .

6 - 180

g + FIININC 2 DL I%¢4
22932 CORSICRACIOR 1}
JCMOBITANTE i*g MeC BANCY CUENTA Ho. PAGO FECS PRD Sr. PRGO

LLTRLDA Y CIA 5. A CORSIBYACIOR  DARCC POPULAR  030-00119-L STLLTL 222N Tala0, 308,88

CANT. 2ENTICTIOD CoetorTe TOTAL CoioErTs

e - T L L] A N EEEE R R N A A AR = == =k = G mmmm i Swu W AN e e mAAE Tt m EEEEE ETET EEm = 1

1 52005 gl-¢f OGOLICITUD 11¢ MC SCLITITUR DE PATEMTE BC INVEM £22,00.8

TRTA AN AAA A
Tulfin § - 1L|.pnnnva

ofv:  CURTRISITETOC VEINTIEOS MiL PEOIS

S

APARAUAAN T
il o WAL 3 ;é

RCCIDS GC CACR APLICASD AL EIEDIENTL Na.




ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogot4 de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o ALFONSO LLOREDA CAMACHO para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra protocolizado
ante esa Divisi6n bajo el No. 11.145. En consecuencia, ruego a usted
reconocer la personeria de cada uno de dichos Representantes
Legales para actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de

1a solicitud en él contenida.

T.P. No. 10.78
Cédigo 231
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Concentracion TAG {rag de TAG/mg proteina)
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Tratamiento

1 Acumulacién de TAG en la incubacidn con diferentes tipos de FA. Las células fueron incubadas
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2 cxperimentos independicntes realizados en triplicado.
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Treatment
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CAPITULO REIVINDICATORIO COMO FUE
ORIGINALMENTE PRESENTADO EN FASE
INTERNACIONAL JUNTO CON SU
TRADUCCION



1.

REIVINDICACIONES

Una mezcla lipida disefiada para aumentar el nivel lIpido intramiocelular
en un individuo, caracterizada porque ésta contiene:
Acido oleico de 50-70%
Acldo n-6 linoleico de 20-35%
Acido linolenico o 4cidos grasos de cadena mas larga de la familia de n-
6 de 15-25%, &cidos estedrico y palmitico, juntos en una cantidad entre
0-15% y acidos grasos poliinsaturados de la familia n-3 entre 1-10%.

Una mezcla lipida disefiada para disminuir la acumulacién de lipido
intramiocelular en un individuo, caracterizada porque contiene:
Acidos grados de cadena media en una cantidad entre 40-65%
Glicéridos con acidos grados saturados de cadenas largas entre 20-50%
Acidos grasos monoinsaturados o poliinsaturados en una cantidad entre

0-30%.

3. Un producto alimenticio caracterizado porque contenga una mezcla

lipida segan la relvindicacién 1 o reivindicacion 2.

El producto alimenticio segun la reivindicacién 3, caracterizado porque

contenga carbohidratos.

El producto alimenticio seglin la reivindicacion 3 o 4, que incluya
adicionalmente protelnas Insulinogénicas y  opcionalments,

adicionalmente aminoécidos.

CXR



10.

Un producto alimenticio que contenga una mezcla lipida segin la

reivindicacion 5.

El producto alimenticio segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6,
seleccionado de la leche, yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas,
productos fermentados de base lactea, helados, productos basados en
cereales fermentados, polvos de base lactea, fdrmulas infantiles, barras
energéticas, alimentos liquidos, formulas para nutriciébn enteral clinica,

bebidas energéticas y alimento para mascotas.

El uso de una mezcla lipida segtin la reivindicacién 1 o reivindicacién 2

para la preparacién de un producto alimenticio.

El uso segin la reivindicacién 8, en donde el producto alimenticio sea
seleccionado de la leche, yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas,
productos fermentados de base lactea, helados, productos basados en
cereales fermentados, polvos de base lactea, frmulas infantiles, barras
enerygéticas, alimentos liquidos, formulas para nutricién enteral clinica,

bebidas energéticas y alimento para mascotas.

Un proceso para la preparacidon de un producto alimenticio disefiado
para aumentar o disminuir el ‘nivel de lipido intramioceiular en un
individuo, que incluya el paso de mezclado de una mezcla lipida segdn

la reivindicacion 1 o 2 con un vehlculo digerible.
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Claims

1. A lipid blend, designed to increase the intramyocellular lipid level in an individual,
5 characterized in that it contains
oleic acid of from 50-70%,
n-6 linoleic acid of from 20-35%,
n-6 linolenic acid or longer chain fatty acids of the n-6 family of from 15-25%,
stearic and palmitic acids, together in an amount of from 0-15%, and
10 polyunsaturated fatty acids of the n-3 family from 1-10%.

2, A lipid blend designed to decrease the accurmlation of intramyocellular lipid in an
individual, characterized in that it contains
medium-chain fatty acids in an amount of from 40-65%;
15 glycerides: with long-chain saturated fatty acids of from 20 - 50%, and
monounsaturated or polyunsaturated fatty acids in an amount tlaf from 0-30%.

3. A food product characterized in that it contains a lipid blend according to claim 1 or

claim 2.
20
4, The food product acct;rding to claim 3, characterized in that it contains carbohydrates.
5. The food product according to claim 3 or 4, which further comprises insulinogenic
proteins, and optionally additionally amino acids.
25

6. A food product characterized in that it contains a lipid blend according to claim 5.

7. A food product according to any of the claims 3 to 6, which is selected from milk,

yogurt, curd, cheese, fermented milks, milk based fermented products, ice-creams,

30 fermented cereal based products, milk based powders, infant formulae, energy bars,
liquid foods, formulae for clinical enteral nutrition, energy drinks and pet food..

Rk~
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11

Use of a lipid blend according to claim I or claim 2 for the preparation of a food
product C

The use according to claim 8, wherein the food product is selected from milk, yogurt,
curd, cheese, fermented milks, milk based fermented products, ice-creams, fermented
cereal based products, milk based powders, infant formulae, energy bars, liquid foods,
formulae for clinical enteral nutrition, energy drinks and pet food.

A process for the preparation of a food product designed to increase or decrease the

intramyocellular lipid level in an individual, which comprises the steps of mixing a
lipid blend according to claim 1 or 2 with an ingestable carrier.
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HOJA SEPARADA

Re Item ili:

Se formula la nueva reivindicacion 5 para referirse a ‘mezcla de lipidos segln la
reivindicacion 4'. Sin embargo, la reivindicacién 4 se refiere a un producto alimenticio, no
a una mezcla de lipidos. La dnica composicion lipida revelada en el capltulo
reivindicatorio anterior a la reivindicacién 4 es en la reivindicacién 1. Si, sin embargo, la

reivindicacion 5 se refiriera a la reivindicacién 1 serla idéntica a la reivindicacion 2.

No es claro lo que se reivindica en la presente reivindicacion 5 (Art. 16 PCT).

Por lo tanto, no puede darse ninguna afirmacién acerca de la novedad o paso inventivo.

Re ltem V

Las nuevas reivindicaciones 14 y 5-8 parecen novedosas e inventivas a la luz de la

técnica anterior segin se refleja en el reporte de bisqueda intemacional.

Forma PCT/Hoja Scparada 409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP0208051

|. Baasis of the report
1. With regard fo the slements of the intemational application {(Replacement sheets which have been fumished to

the receiving Office In response io an invitation under Article 14 are relerred to in this raport as “originally fited”
and are not annexsd 1o this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)}

Description, Pages
19 as originally filed

Claims, Numbprs

19 recaived on 18.07.2003 with lstter of 18.07.2003
Drawings, Sheets
1 as originally filed

2. With regard to the language, ali the elements marked above were available or fumnished to this Authority in the
language in which the intemnational application was filed, uniess otherwise indicated under this item.

These elements were available or fumnished to this Authority in the following language:  , which is:

u} the language of a transiation fumished for the purposes of the intemational search {under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

B8 the language of a tranelation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

3. With regard to any nucleotide andlbr amino acld sequence disclosed in the intemational application, the
international preliminary examination was carriad out on the basis of the sequence listing:

contained In the intemational application in written form.

filed together with the intemational application in computer readable form.

fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsaquently to this Authority In computer readable form.

The statement that the subaaquontly fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational application as filed has been fumished.

ThaMMMWMnmmmmmm:mmwmm sequence
listing has been fumished.

4. The amendments have resulted in the canceliation of:

O ODoOoDpoOoo

O the description, pages:
M the claims, Nos.: 10
O the drawings, sheeats:

Form PCTAPEA/408 {July 1099)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT intemational application No. PCT/EP02/08051

5. O This report has been established as if (some of) the amendmenis had not baen made, smoeiheyhave
been considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).

(Anyn)aplwamenrshaotmnhmmgs@mm must be refermed to under item 1 and annexed o this
report.
6. Additional observations, if necessary:

lil. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicabliity

1. The questions whether the claimed Invention appears to be noval, to involve an inventive step (to ba non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemational application,
B4 claims Nos.5
because:

O the said intemational application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which doss
not require an interational preliminary examination (specify):

B the description, claims or drawings (ﬁﬂmhparbadarehmmsbobw)oramddamNos.Samsounclear
that no meaningful opinion coukl be formed (specify).

soe ssparaie sheet

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supporied by the description that no meaningful opinion
could be formed.

O no intemational saarch report has been established for the said claims Nos.

2. A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the fallure of the nucleotide and/
amino acid sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions:

O ﬂmmitlanfonnhasmtbeonhnmishedordoesnotcomplywiﬂ:ﬂn&hndmd.
0 the computer readable form has not been fumished or does not comply with the Standard.

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelity, inventive step or industrial applicabllity;
citations and explanations supporting such statement

1. Statemient
Novelty (N) Yes: Claims 14,69
No: Claims
Inventive step (IS) Yas: Claims 1-4,6-0
No: Claims
Industrial applicability (I1A) Yes: Claims 14,69
No: Claims

2. Citations and explanations

Form PCTAPEA/408 (July 1969)
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EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

oA

Be ltem lil

New claim 5 is formulated to refer back to "a lipid blend according to claim 4'.
However, claim 4 is about a food product, not a lipid blend. The only lipid composition

disclosed in the set of claims above claim 4 is in claim 1. If, however claim 5 should be _

referring back to claim 1 it would be identical to claim 2.

It is not clear what is claimed in the present claim 5 (Art. 16 PCT).
Therefor no statement about novelty or inventive step can be given.

Be ltem V

New claims 1-4 and 5-9 appear novel and inventive in the light of the prior art as
reflected by the intemational search report.

Form PCT/Separate Shoot/409 (Sheet 1) (EPO-April 1897)
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Claims

1.. A lipid blend, designed to increase the imtramyocellular lipid level in an individual,
5 characterized in that it contains
oleic acid of from 50-70%,
n-6 linoleic acid of from 20-35%,
n-6 linolenic acid or longer chain fatty acids of the n-6 family of from 15-25%,
stearic and palmitic acids, together in an smount of from 0-15%, and -
10 polyunsaturated fatty acids of the n-3 family from 1-10%.

2. A food product characterized in that it contains a lipid biend according to claim 1.

3.  The food product according to claim 2, charactesized in that it contains carbohytdrates.
15
4.  The food product according to claim 3, which further comprises insulinogenic protcins,
and optionally additionally amino acids.

5. A food product characterized in that it contains a lipid blend according to claim 4.

6. A food product according to any of the claims 3 to 5, which is selected from milk, yogurt,
curd, cheese, fermented milks, milk based fermented products, ice-creams, fermented
cereal based products, milk based powders, infant formulae, energy bars, liquid foods,
formulae for clinical enteral nutrition, energy drinks and pet food.

25
7. Use of a lipid blend according to claim 1 for the prepamation of a food product.

8. The use according to claim 7, wherein the food product is selected from milk, yogurt,
curd, cheese, fermented milks, milk based fermented products, icecreams, fermented

) (Ae-7-2004
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cereal based products, milk based powders, infant formulae, energy bars, liquid foods,
formulae for clinical enteral nutrition, energy drinks snd pet food.

Prtpd: 15903009 L gD EroBbaas

9, A process for the preparation of a food product designed to increase the intramyocellular

5 lipid level in an individual, which comprises the steps of mixing a lipid blend according
to claim 1 with an ingestable carrier.
10 .
15




ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS
REIVINDICACIONES

En ejerciclo del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha

sido modiIficado.

Las modificaciones reallzadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcidon de la presente invencién y en este
sentido, no conflguran una ampliaclén del Invento o de la

divulgacién contenida en la solicltud presentada.

1R
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MEZCLAS LIPIDAS Y PRODUCTOS ALIMENTICIOS QUE
CONTIENEN ACIDO GRASO OLEICO Y ACIDOS GRASOS OMEGA-

8, DISENADOS PARA AUMENTAR EL NIVEL LIPIDO
INTRAMIOCELULAR

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con composiciones nutricionales que
contienen mezclas especificas de llpidos dietarios adaptados para influir
especlficaments el nivel de lipidos intramiocelulares en el tejido muscular
hacia concentraciones mayores o hacia concentraciones menores.



MEZCLAS LIPIDAS Y PRODUCTOS ALIMENCTICIOS QUE
CONTIENEN ACIDO GRASO OLEICO Y ACIDOS GRASOS OMEGA-

6, DISENADOS PARA AUMENTAR EL NIVEL LIPIDO
INTRAMIOCELULAR

Esta invencion trata de composiciones nutricionales que contienen mezclaS
especificas de lipidos dietéticos adaptados para influenciar especificamente en
nivel de lipidos intramiocelular en los tejidos musculares ya sea hacia

concentraciones mas altas o mas bajas.

Las mayores fuentes de energia para las células musculares de los mamiferos

son los carbohidratos, en particular glicégeno y grasa.

El glicégeno, una macromolécula comprimida de hasta 120.000 monémeros de
glucosa, se aimacena en granulos discretos en el citoplasma de las células del
musculo y del higado, cuyos granulos también contienen las enzimas
requeridas para la sintesis o degradacién de dicho polimero. La degradacién
del glicogeno en las células del masculo y el higado se realiza con una sefial
externa, tal como un alto requerimiento de energla de las células del mdsculo o

un nivel de glucosa bajo en la sangre.

El glicbgeno en el cuerpo se usa 'principalmente para proveer energia
rapidamente debido a que la glucosa también puede degradarse
anaerdbicamente. Adicionalmente, ademéas de proveer un nivel constante de
glucosa en la sangre, se ha mostrado que la concentracién de glicbgeno en los

musculos es uno de los mayores determinantes de la capacidad de resistencia.



En consecuencia, para los atietas es importante ingerir cantidades apropiadas

de carbohidratos antes de una actividad deportiva para aumentar la resistencia.

La grasa, ademés de proveer acidos grasos esenciales y un sistema solvente
de vitaminas, también representa un combustible mayor para las actividades
fisicas diarias de los mamiferos. Esta disponible para oxidacién en las células
del musculo tanto de fuentes extramusculares, representadas por los lipidos

circulantes, como de fuentes intramusculares.

La fuente intramuscular estd esencialmente compuesta por dos
compartimientos lipidos distintos. Una fuente est4a compuesta por adipositos,
presentas en y dentro de las fibras del misculo y designados como lipidos
miocelulares (EMCL). Otro compartimiento para almacenamiento de lipidos se
representa por gotas de lipido discretas en contacto con la mitocondria del
musculo, cuya fuente de lipido son conocidas como lipidos miocelulares

(IMCL).

Dependiendo de la carga de trabajo, el metabolismo de energla del masculo
usa diferentes proporciones de carbohidratos y lipidos. En el pasado reciente,
las investigaciones mostraron que una proporcién inesperadamente alta de
energla del lipido durante el ejercicio de resistencia estaba siendo derivada de

los triglicéridos del misculo.

Para este fin, se ha observado que el ejercicio sostenido prolongado aumenta
los depésitos de triglicérido del masculo (Morgan et al., Am. J. Physiol. 216
(1969), 82-88) as! como el ascenso de acido graso y oxidacién (Turcotte et al.,

Am. J. Physiol. 216 (1992), E791-E798), cuyo hecho es considerado como una



de las razones para ahorar glicogeno durante periodos sub-maximos de un

ejercicio y eventualmente aumentar el desempefio fisico incrementado.

Por otra parte, la provision de material alimenticio alto en carbohidratos, que es
conocido como la forma 6ptima de cargar glicbgeno antes de la actividad,
puede también conducir a una reduccién en los depésitos de grasa del
misculo. Adicionalmente, se considera esencialmente que el ejercicio
sostenido prolongado conduce a un agotamiento IMCL (Oberholzer et al.,
Schewiz Z. Sportmed. 24 (1978), 71-98). Por io tanto, actualmente se
considera que las condiciones de ejercicio pueden existir limitando la capacidad
del ejercicio simplemente debido a una disponibilidad reducida de los lIpidos

almacenados localmente.

En consecuencia, hay una necesidad en la técnica de medios para influenciar
el nivel de lipido intramiocelular en las células musculares, con el fin de proveer
un balance éptimo entre el glicogeno y el IMCL como depésitos de energia.

Un objeto de la presente invencion reside entonces en proveer dichos medios.
Este problema se ha resuelto por medio de una mezcla de lipidos que contiene
lipidos particulares en una cantidad tal que el nivel intramiocelular en las
células musculares de los individuos respectivos sea influenciada.

En las figuras.

La Fig. 1 muestra los resuitados de los experimentos en donde las células

musculares han sido expuestas a diferentes acidos grasos.



Una mezcla de lipidos de la presente invencién, disefiada para promover el
almacenamiento del IMCL contiene é&cido oleico en una cantidad de 50-70%,
acido n-6 linoléico en una cantidad de 20-35%, acido n-6 linolénico o écidos
grasos de cadenas mas largas de la familia n-6 en una cantidad de 15-25%,
acidos palmitico y estedrico, juntos en una cantidad de 0-15%, y acidos grasos
poliinsaturados de la familia n-3 en una cantidad de 1-10%, cada uno en forma
de glicéridos y todos basados en el contenido de grasa final del producto

nutricional.

Ejemplos de &cidos grasos poliinsaturados a ser usados son los acidos n-3
linoléico, n-3 linolénico, eicosatriencico (C20:2 n-8 cis), dihomo-gama-
linolénico, araquidénico, eicosapentaentico (C20:5 n-3 «cis) Yy

docosohexaenoico (C22:6 n-3 cis).

La mayor tarea de los écidos palmitico y esteérico en la presente mezcla reside

principalmente en aligerar el mezclado de la mezcla para el productor.

La mezcla de lipidos puede usarse corﬁo tal, e.g. como un aceite comestible,
pero asi mismo puede incluirse en un alimento que contenga carbohidrato, con
no menos de 30%, preferiblemente 30-70%, de la energila como grasa. Las
proteinas insulinogénicas, como las provenientes de fracclones de suero o
hidrolisatos, que proveeran 0-20% de energia, y adiclonalmente aminoécidos,
tales como leucina (0-5% de energla) y/o arginina (0-5% de energla), pueden

también ser incluidos en la composicion.
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De acuerdo a una realizacién altemnativa, la presente invenclén también provee
una mezcla de lipido diseflada para reducir la acumulaciéon del IMCL en un
individuo. La mezcla subjetiva contiene friglicéridos de cadena media (acidos
grasos Cg-C12) en una cantidad de 40-65%, y triglicéridos con écidos grasos
saturados de cadena larga (longitud de cadena > C14) preferiblemente
esterificados en las posiclones 1 y/o 3 de la molécula de glicerol en una
cantidad de 20-50%, y écidos grasos monoinsaturados o poliinsatrados
preferiblemente esterificados en la posicion 2 de la misma molécula de glicerol
en donde los acidos grasos de cadena larga estan ligados, en una cantidad de

0-30%.

Ejemplos de acidos grasos Ceg-Ci2 son los écidos hexandico, octandico,
decandico, acidos dodecanoicos; y ejemplos de acilos grasos de cadena larga
son los acidos paimitico, palmitoleico, estearico y oleico; mientras que ejemplos
de acidos grasos poliinsaturados a ser usados en la presente mezcla son acido
linoleico, linolenico, eicosatrienoico (C20:2 n-8 cis), dihomo-gama-linolénico,

araquidénico y elcosapentaendico (C20:5 n-3 cis).

El papel de los acidos grasos mono o poliinsaturados es principalmente dejar la

molécula méas susceptible de hidrdlisis en el tracto gastrointestinal.

La mezcla de lipidos puede usarse como tal. No obstante, las composiciones

que comprenden dichas mezclas de lipidos descritos anteriormente, pueden

contener también manteca de cacao y/o aceite de almendras (como -

componentes de la fraccién triglicérida de cadena media), y mono, di, asi como

tri-glicéridos, y triacetina (0-10% de la grasa).



La composicion final también incluye minerales, en particular calcio o magnesio
(0.5-2.0% en peso) como sales. Esta caracteristica permite dejar parte de la

grasa no digerible, y por consiguiente, no disponible para el cuerpo.

Se pueden adicionar otros constituyentes a la composicién ya sea para mejorar
o inhibir el depésito del IMCL, tales como camitina y creatina, o0 mejorar el valor
nutricional, tales como vitaminas u otros acidos grasos esenciales, o asegurar
un tiempo de conservacién adecuado, tales como antioxidantes de grado

alimenticio.

La formulacién nutricional final puede ser tanto en forma liquida como sélida.
En principio, las mezclas de lipidos de la presente invencién se pueden usar
como tales o ser incluidas en cualquier material alimenticio, con la condicién
que la ingesta de grasa de un individuo sea efectuada princlpaimente hor
medio de la mezcia lipidica de la presente invencién, con el fin de obtener el
objetivo deseado, especialmente suministrando un nivel aumentado o
disminuido del IMCL. Ejemplos de tales materiales alimenticios son la leche,
yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas, productos fermentados de base
lactea, helados, productos basados en cereales fermentados, polvos de base
lactea, fbrmulas infantiles, barras energéticas, alimentos liquidos, formulas para

nutricién enteral clinica, bebidas energéticas y alimento para mascotas.

Las mezclas especificas de lipido objeto de la invencién también pueden
usarse en la misma forma que un aceite comestible, como ingrediente (como
tal en aderezos para ensaladas o para homeado de pasteles) o como aceite

para frituras.



Se entendera que también las mezclas de dos mezclas |Ipidicas estan incluidas
en la presente invencion, que afectara el nivel de IMCL para aumentar o
disminuir ligeramente o para permanecer constante. Factores de estilo de vida
como ejercicio previo, actividad fisica ordinaria, restriccion calérica o
sobrealimentacion calérica puntual se pueden usar combinando las mezclas de

lipidos para lograr el efecto deseado.

Segin la presente invencién, ahora es posible influenciar la acumulacién de
lipidos intramiocelular (IMCL) a concentraciones mas altas, o mas bajas
usando composiciones nutricionales o alimenticias que contengan mezclas
especificas de lipidos dietéticos y opcionalmente otros componentes, con el fin
de modular funciones. Una acumulacién mas grande de IMCL eventualmente
suministrara una fuente exira de energla de lipido local para atletas de
resistencia, mejorando su desempefio fisico. Una acumulacién reducida
contribuirda a mejorar el control metabdlico en, por ejemplo, individuos
sedentarios 6 individuos con un grado de intolerancia a la glucosa y resistencia

a la insulina, y por ende, promover una mejor salud.

Cuando la composicién alimenticia de la presente invencién es ingerida como
una fraccidbn de la comida diaria, con mezclas disefiadas apropiadas de
mezclas de lipidos, esta promovera el depésito de IMCL. Para el tratamiento
disefiado para aumentar el IMCL, la invencién provee la ventaja que los
depésitos de IMCL de los atletas dé resistencia pueden predeciblemente
incrementarse con el fin de maximizar el desempefio. Por consiguiente, una
ventaja dada por la presente invencidn reside en que los atletas de resistencia

pueden aumentar o disminuir su nivel de IMCL de una forma controlada



durante la preparacion dietética para un evento, o después de un evento,

cuando se quiere maximizar los depésitos de energlia del masculo como IMCL.

El componente basico de la presente invencién puede verse al entender que, lo
que es critico para el desempefio, es llenar un tanque combustible lipido
especifico, sin inducir la adaptacién metabdlica crénica, que permite perfodos
mucho mas cortos de alimentacion de grasa. Esto es una ventaja ya que la
alta alimentacién de grasa durante entrenamiento especifico es percibida por
los atletas como particularmente dura y extenuaftite. La invencién se usa
adicional a estrategias dietéticas para promover el almacenamiento de
glicdgeno en el misculo de forma que la recuperacion o llenado (incluso sobre-
compensacién) tanto de los combustibles de energla intramuscular esenciales
para el desempefio, como de IMCL y glicdgeno, sean optimizados. EIl
componente carbohidrato contenido en la composicibn segin la presente
invencién ayuda a canalizar los lipidos dietéticos hacia almacenamiento en

lugar de oxidacién.

En ol tratamiento disefiado para evitar la acumulacién de IMCL, la Invencién
provee la ventaja que los depésitos de IMCL de personas sedentarias pueden
ser predeciblemente reducidos con el fin de mejorar la sensibilidad a la insulina,
y por tanto beneficiar su estado general de salud. Una ventaja de la presente
invencion se sigue a partir de las observaciones entrecruzadas mostrando que
la resistencia a la insulina estd positvamente e Independientemente
correlacionada con el IMCL en individuos no atléticos. La ventaja de las
mezclas particulares de lipidos usadas para evitar lel IMCL encuentra soporte
en observaciones que diferentes acidos grasos acumulan in vito en células

musculares variando el alcance, y se basa en la evidencia de la existencia de
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un lazo molecular entre una disponibilidad aumentada de é&cidos grasos
saturados y el establecimiento de la resistencla a la insulina en el masculo
esquelético. El uso de glicéridos de cadena media se soporta por la
observacién que estos lipidos se oxidan mas rapidamente y se almacenan con
una eficiencia menor en el cuerpo que los glicéridos de cadena larga. La
inclusion de minerales en la composicidon estd soportada por la observacion
que los acidos grasos de cadenas largas (especialmente cuando estdn en
posicién 1 o 3 sobre la molécula de glicerol) son saponificados y excretados
como sales de calcio {0 magnesio) no digeridas en las heces, con el efecto que

una fraccién de estos ni siquiera alcanza la sangre.

La invencién sera ahora descrita por medio de ejemplos no limitantes.

Elemplo 1

Preparacién de composiciones nutricionales para aumentar o disminuir el
almacenamiento de IMCL.

Se usaron células del masculo esquelético humano como modeio para probar
el efecto que los diferentes acidos giasos (como precursores) puede tener

sobre la extensién de almacenamiento de triglicérido del misculo.

Se iniciaron cultivos primarios de un banco de células satélites de biopsias de
muasculos obtenidas de pacientes sin enfoermedades musculares. Se
establecieron cultivos de musculo aneural en una monocapa, y luego se
cultivaron en un medio DMEM-M-199, 3:1, complementado con 10% de suero
bovino fetal, 10 ug/ml de insulina, glutamina 2mM, factor de crecimiento
fibroblasto 25 ng/ml, y factor de crecimiento epidérmico 10 ng/mi.

Inmediatamente después de la fusién mioblasto, las células fueron enjuagadas



1"

en una soluciéon salina balanceada de Hank y se adiciond un medio libre de
FGF, EFG y glutamina. Los cultivos musculares se mantuvieron en este medio

hasta por 4 semanas.

Las células fueron incubadas con DMEM + glucosa (25 mM) + sal de FFA 0.5
mM ligada a albiumina (en experimentos independientes para cada FFA),
durante 24 h a 37°C. Ejemplos de acidos grasos usados en la mezcla 1
(promotora de almacenamiento de IMCL), son oleato (C18:1 cis), linoleato

(C18:2 cis/cis), n-6 linoleato y n-3 linoleato.

Ejemplos de acidos grasos usados en la mezcla 2 (inhibidora de
almacenamiento de IMCL), son octanoato (C8:0), palmitato (C16:0) y estearato
(C18:0).

Después de la incubacién, se extrajeron los lipidos de la célula segin el
método de Bligh y Dyer (Can. J. Biochem Physiol. 37: 911-917, 1959). Para
determinar el contenido de IMCL, los extractos fueron preparados mediante el
raspado de monocapas de célula en un buffer consistente en Tris 50 mM, KCI
100 mM, KF 20 mM, EDTA 0.5 mM y 0.05% de Lubrox PX, pH 7.9, y fueron
sonicados fres veces durante 5 segundos. Los homogéneos fueron
centrifugados a 11’000 g durante 15 minutos y los sobrenadantes resultantes
fueron recolectados. El triacilglicerol total {ej. IMCL) fue medido con un
analizador de CobasBio con un kit GPO-Trinder, con trioleina resuspendida en
el buffer de extraccién como un estandar. La naturaleza intramiocelular de los
triglicéridos quedé evidenciada mediante la tincién histoquimica con Sudan lli
en etanol del 70%.
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Como se muestra en la figura I, no se observé acumulacién de IMCL en las
células expuestas al octanoato FA de longitud media de cadena (comparable
con el medio de control libre de acido FA), mientras que se logrd acumulacion
significativa después de la incubacién con FA de cadena larga. El palmitato y
estearato de FA saturado indujo una sintesis moderada, sin ninguna diferencia
significativa entre estos. En contraste, se observé una sintesis notablemente
mas alta a partir de los FA insaturados, oleato y linoleato, en comparacién con

los FA saturados (entre 2.5 y 4 veces més alta).

Este ejomplo demuestra que las células musculares expuestas a diferentes
acidos grasos los acumulan en una extension variable, causando ya sea

niveles mas altos o méas bajos de IMCL.

Habilidad para modular IMCL en el hombre mediante la dieta

Se investigd el efecto de la dieta sobre el aimacenamiento de IMCL en el
hombre mediante el uso de espectrometria NMR de protén. Se sometieron
seis sujetos entrenados-resistentes a 2 h de ejercicio (disefiado para disminuir
los depdésitos de IMCL en el mdsculo) y después se les siguid una dieta baja en

grasa (15% de energia como lipidos) por un dia y medio.,

En otra ocasién ellos siguieron una dieta rica en grasa (55% de energla como
lipidos) después del ejercicio. Mas del 50% de los acidos grasos en la dieta
rica en grasa se suministraron como producto alimenticio con un perfil de acido

graso seleccionado para promover el almacenamiento IMCL. En este caso:
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écido oleico 59%, 4cido linoléico 26%, acido palmitico 5% y acido estearico 3%.

Las dietas fueron isocalbricas.

Los niveles de IMCL fueron medidos antes y después de la dieta en el musculo

tibialis anterior de la pierna derecha seguin Boesch et al., Magn. Reson. Med

(1997) 27: 484-493.

Contenido de IMCL mmol/kg de |Dieta baja en grasa |Dieta alta en grasa
masculo himedo

Pre dieta 253+1.13 253+ 1.55

Pos dieta 273+£1.15 425+ 1.99

El cambio en los niveles de IMCL después de la dieta baja en grasa no fue

diferente de cero. Después de la dieta alta en grasa, los niveles de IMCL

aumentaron 68% (P<0.001).

Este ejemplo demuestra que una persona expuesta a un producto que aporta

lipidos con acidos grasos seleccionados para promover el almacenamiento,

acumula IMCL.
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cereales fermentados, polvos de base lactea, férmulas infantiles, barras
energéticas, alimentos liquidos, formulas para nutricién enteral clinica,

bebidas energéticas y alimento para mascotas.

El uso de una mezcla llpida segin la reivindicacion 1 para la

preparacion de un producto alimenticio.

El uso segin la reivindicacién 7, en donde el producto alimenticio sea
selecclonado de la leche, yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas,
productos fermentados de base lactea, helados, productos basados en
coreales fermentados, polvos de base lactea, fdrmulas infantiles, barras
energéticas, alimentos liquidos, formulas para nutriclén enteral clinica,

bebidas energéticas y alimento para mascotas.

Un proceso para la preparacién de un producto alimenticio disefiado
para aumentar el nivel de lipido intramiocelular en un individuo, que
incluya el paso de mezclado de una mezcla lpida segin la

reivindicacién 1 con un vehiculo digerible.
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REIVINDICACIONES

Una mezcla lipida, disefiada para aumentar el nivel lipido

intramiocelular en un individuo, caracterizada en que ésta contiene:

Acido oleico de 50-70%

Acido n-8 linoleico de 20-35%

Acido linolenico n-8 o Acidos grasos de cadena més larga de la familia
de n-8 de 15-25%, 4cidos estedrico y palmitico, juntos en una cantidad

entre 0-15% y écidos grasos poliinsaturados de la familia n-3 entre 1-

10%.

Un producto alimenticio caracterizado porque contenga una mezcla

lipida segun la reivindicacion 1.

El producto alimenticio segin la reivindicacién 2, caracterizado porque

contenga carbohidratos.

El producto alimenticlo segiin la reivindicacibn 3, que incluya
adicionaimente proteinas  insulinogénicas y  opcionalmente,

adicionaimente aminoacidos.

Un producto alimenticio que contenga una mezcla lipida segin la

reivindicacion 4.

Un producto alimenticio segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5,
seleccionado de la leche, yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas,

productos fermentados de base lactea, helados, productos basados en

2%
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