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DESCRIPCION

Composiciones de lipidos para el tratamiento de trastornos gastrointestinales y la promocién del desarrollo y la
maduracion intestinales.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al sector de enfermedades y trastornos gastrointestinales y al desarrollo y la
maduracion intestinales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La nutricibn de neonatos adecuada es esencial para un crecimiento apropiado y para evitar complicaciones
asociadas con deficiencias nutricionales. Los requerimientos nutricionales de neonatos varian con el estado
metabdlico, el grado de prematuridad y enfermedades que afectan a los sistemas digestivos, respiratorio y cardiaco.

Los bebés pueden padecer trastornos del sistema digestivo graves que pueden variar desde molestias por la luz
hasta enfermedades graves mortales.

La incidencia creciente de nacimientos prematuros, junto con la mejora de la supervivencia como consecuencia de la
rapida evolucion de las tecnologias, tiene como consecuencia un aumento de la necesidad de desarrollar
modalidades de tratamiento innovadoras y rentables para bebés prematuros durante el periodo neonatal y en su vida
posterior. Los bebés prematuros no logran la madurez intestinal que normalmente aumenta durante el tercer
trimestre de la gestacion y nacen a menudo con un sistema digestivo inmaduro, y con enfermedades y trastornos
digestivos.

El documento US2003/0072865 describe una leche artificial para bebés que comprende un componente lipidico en
el que los restos de &cido palmitico constituyen mas del 10 % del total de restos de &cidos grasos presentes en los
triglicéridos, lo que tiene como consecuencia una reduccion del estrefiimiento, las molestias abdominales y los
problemas digestivos.

El documento WO 2006/114791 A describe una composicion con una base de grasa preparada enzimaticamente
gue comprende una mezcla de triglicéridos derivados de vegetales, caracterizada porque al menos el 60 %,
preferentemente al menos el 75 %, méas preferentemente al menos el 85 % de los &cidos grasos saturados en la
posicion sn-2 del esqueleto de la glicerina son restos de &cido palmitico.

El betapol, una leche artificial para bebés rica en grasas en la posicién central C16:0 reduce el riesgo de
estreflimiento o incluso, en casos extremos, la obstruccion del intestino ("Betapol. A breakthrough in infant formula
fats", World of Ingredients, C&S Publishers, vol. 3, 1 de enero 1996, pagina 41/42,1).

El documento EP 0 965 578 A ensefia que esta predicho que la estructura de triglicéridos en leche materna humana
es tal que existe una alta proporcién de triglicéridos a los que esta unido acido palmitico (16:0) en la posicion 2 del
triglicérido, y una alta proporcion de triglicéridos a los que estan unidos acidos grasos muy insaturados o acidos
grasos de cadena media en las posiciones 1y 3.

Las fases posnatales que conducen a la maduracion de las células epiteliales intestinales tienen lugar en los
primeros periodos de vida del animal: la morfogénesis y la citodiferenciacion preparan el epitelio para la digestion y
la absorcion de calostros y componentes de la leche; el espesamiento de la mucosa tiene lugar debido al
crecimiento de vellosidades y criptas.

La estructura y la funcion del epitelio del tubo digestivo en recién nacidos cambian abruptamente después del
destete para adaptarse a un cambio en la alimentacién, de leche a comida sélida. Aunque la maduracién intestinal
en recién nacidos se ha sometido a estudios intensivos, los factores que desencadenan los cambios bioquimicos y
morfolégicos principales durante la maduracién se entienden aun de forma deficiente. Los recién nacidos tienen un
revestimiento celular muy inmaduro en los intestinos. Las uniones entre enterocitos no son estrechas y el borde
cuticular y las capas de la mucosa no estan totalmente desarrollados. Debido a esta barrera de la mucosa menos
hermética, el bebé corre un gran riesgo de contraer infecciones y de desarrollar alergias. Por lo tanto, la maduracion
y la diferenciacién intestinal de la barrera del intestino es deseable para proteger contra agresiones
medioambientales.

Durante la vida, las células epiteliales intestinales tienen que cumplir papeles diferentes, incluidos las funciones
clasicas digestiva y de absorcion, el mantenimiento de una barrera contra antigenos nocivos y bacterias y la
secrecion de agua y electrolitos para mantener una viscosidad apropiada del contenido luminar y eliminar
componentes nocivos.

El desarrollo, la maduracion, la adaptacion y la diferenciacion intestinales son de gran importancia en el transcurso
de la vida del sujeto.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una composicion de lipidos que comprende al menos un triglicérido de la formula
| siguiente:

OR,

CH
0R1-——~—c/ \C-——-ORS @
Ho Ho

en la que R1, Rz y R3 pueden ser idénticos o diferentes y se seleccionan cada uno independientemente de H o un
grupo acilo, en los que dicho grupo acilo se selecciona de un grupo constituido por restos de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, y siendo el contenido total de restos de &cido palmitico de
aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 55 % de los restos de acidos grasos totales en la composicion,
para usar en la prevencion y el tratamiento de enfermedades y trastornos gastrointestinales, y para usar en la
promocion del desarrollo, la maduracion, la adaptacion y la diferenciacion intestinal.

DIBUJOS DE LA INVENCION

Con el fin de entender la invencion y ver como puede llevarse a cabo en la practica, se describiran ahora
realizaciones, solo a modo de ejemplo no limitante, con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra el efecto del tratamiento alimenticio sobre el peso de la mucosa de ratas después de 2
semanas de alimentacién. Los valores son medias + SEM. Se compararon la Dieta A (que contiene aceites
enriguecidos con un alto contenido de acido palmitico en la posicién sn-2), la Dieta B (que contiene una mezcla de
aceites vegetales estandar con un alto contenido de acido palmitico) y la Dieta C (que contiene aceites con un
bajo contenido de acido palmitico).

§p<0,05 de Dieta A o de Dieta B frente a Dieta C
1p<0,05 de Dieta A frente a Dieta B

La Figura 2 muestra el efecto del tratamiento alimenticio sobre la apariencia microscépica del intestino de ratas
después de 2 semanas de alimentacion. Los valores son medias + SEM. Se compararon la Dieta A (que contiene
aceites enriquecidos con un alto contenido de &acido palmitico en la posicidon sn-2), la Dieta B (que contiene una
mezcla de aceites vegetales estandar con un alto contenido de &cido palmitico) y la Dieta C (que contiene aceites
con un bajo contenido de acido palmitico).

8p<0,05 de Dieta A o de Dieta B frente a Dieta C
1p<0,05 de Dieta A frente a Dieta B

La Figura 3 muestra el efecto del tratamiento alimenticio sobre la proliferacion de enterocitos en ratas después de
2 semanas de alimentacion. La incorporacion de 5-BrdU a las células proliferantes de la cripta del ileon y el
yeyuno se detecté con un anticuerpo de cabra anti-BrdU. El nimero de células etiquetadas en 10 criptas
longitudinales bien orientadas por seccion de cada rata se determind usando el microscopio de luz. Los valores
son medias + SEM. Se compararon la Dieta A (que contiene aceites enriquecidos con un alto contenido de &cido
palmitico en la posicion sn-2), la Dieta B (que contiene una mezcla de aceites vegetales estandar con un alto
contenido de acido palmitico) y la Dieta C (que contiene aceites con un bajo contenido de &acido palmitico).

8§p<0,05 de Dieta A o de Dieta B frente a Dieta C
1p<0,05 de Dieta A frente a Dieta B

Figura 4: Se evaluaron la confluencia y la diferenciacion de la monocapa de células Caco-2 después de la
incubacién con la Mezcla de grasas 7 (aceite enriquecido con un alto contenido de &cido palmitico en la posicion
sn-2) en comparacion con LPO (aceite con un bajo contenido de acido palmitico) mediante mediciones de la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER).
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(A) mediciones de los valores de TEER de células incubadas durante 7 y 9 dias con una concentracién 10 uM
de diferentes aceites o aceite de control.

(B) La variacion (delta) en valores TEER entre el dia 7 y el dia 9 representa el aumento adicional en la
confluencia y la diferenciacion de las células Caco-2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una composicion de lipidos que comprende al menos un triglicérido de la formula
| siguiente:

OR,

CH
OR——G~  G—OR; (I)
Ha Ha

en la que R, R2 y R3 pueden ser idénticos o diferentes y se seleccionan cada uno independientemente de H o un
grupo acilo, en los que dicho grupo acilo se selecciona de un grupo constituido por restos de &cidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, y siendo el contenido total de restos de &cido palmitico de
aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 55 % de los restos de acidos grasos totales en la composicion,
para usar en la prevencion y el tratamiento de sindrome del intestino corto, enfermedades inflamatorias del intestino
y enterocolitis necrosante, y para usar en la promocion del desarrollo, la maduracion, la adaptacion y la
diferenciacion intestinal.

La composicién de lipidos de la invencién comprende tipicamente una mezcla de dichos triglicéridos de férmula .
Dicha mezcla comprende dos o mas triglicéridos de formula I.

Las composiciones de la presente invencion se pretenden para usar en el tratamiento o la prevencién de sindrome
del intestino corto, enfermedades inflamatorias del intestino y enterocolitis necrosante y para usar en la promocion
del desarrollo, la maduracion, la adaptacion y la diferenciacion intestinal.

El término "sujeto”, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse que abarca cualquier mamifero,
incluidos, pero sin limitacion, seres humanos, animales domésticos (por ejemplo, gatos, perros) y animales de granja
(por ejemplo, vacas, cabras, ovejas). Dicho sujeto puede estar en cualquier estado de desarrollo 0 maduracion de su
ciclo vital. El sujeto puede ser, pero sin limitacion, un recién nacido, un bebé prematuro y un bebé nacido a término,
un nifio pequefio, un nifio mayor, un adolescente, un adulto o un sujeto anciano.

Un bebé, tal como se usa en el presente documento, puede ser cualquier bebé, tal como, pero sin limitacion, un
recién nacido, un bebé prematuro y un bebé nacido a término, bebés prematuros pequefios, que son susceptibles de
tener un sistema digestivo inmaduro, bebés con un peso de nacimiento muy bajo (VLBW) o un peso de nacimiento
extremadamente bajo (ELBW), particularmente aquellos con riesgo aumentado de padecer enterocolitis necrosante
y otros.

Una composicion, tal como se usa en el presente documento, puede ser, pero sin limitaciéon, una composicion
nutricional (tal como una leche artificial para bebés), una composicion nutracéutica (tal como un suplemento
alimenticio), un alimento funcional, un alimento médico o una composicién farmacéutica.

En una realizacién, una composicion de lipidos de la invencién se prepara a partir de una fuente natural, sintética o
semisintética. En otra realizacion especifica, dicha fuente natural es cualquier fuente vegetal, animal o de
microorganismos. En otra realizacion mas, la produccién de dicha composicion de lipidos implica una catalisis
enzimatica.

Una composicion nutricional, tal como se usa en el presente documento, puede ser cualquier composicién nutricional
incluidas, pero sin limitacién, sucedaneo de grasa de lecha humana, leche artificial para bebés, producto lacteo,
helado, galleta, producto de soja, productos de panaderia, de pasteleria y pan, salsa, sopa, alimentos preparados,
alimentos congelados, condimento, golosina, aceites y grasas, margarina, comida para untar, rellenos, cereal,
producto instantaneo, alimentos para bebés, alimentos para nifios pequefios, barritas, aperitivos, dulces y productos
de chocolate.

Un alimento funcional, tal como se usa en el presente documento, puede ser cualquier alimento funcional incluidos,
pero sin limitacién, producto lacteo, helado, galleta, producto de soja, productos de panaderia, de pasteleria y pan,
salsa, sopa, alimentos preparados, alimentos congelados, condimento, golosina, aceites y grasas, margarina,
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comida para untar, rellenos, cereal, producto instantaneo, bebidas y batidos, alimentos para bebés, barritas,
aperitivos, dulces y productos de chocolate.

Una composicidon nutracéutica, tal como se usa en el presente documento, puede ser cualquier producto
nutracéutico que puede ser cualquier sustancia que pueda considerarse un alimento o parte de un alimento y
proporcione beneficios médicos o a la salud, incluidos la prevencién y el tratamiento de enfermedades. Dichas
composiciones nutracéuticas incluyen, pero sin limitaciéon, un aditivo alimentario, un suplemento alimentario, un
suplemento dietético, generalmente alimentos transgénicos tales como, por ejemplo, hortalizas, productos de
herboristeria y alimentos procesados tales como cereales, sopas y bebidas y alimentos funcionales estimulantes,
alimentos médicos y alicamentos.

En una realizacion de la invencién, las composiciones farmacéuticas o nutracéuticas estan en una forma de
administracién farmacéutica.

Las vias adecuadas de administracion para las composiciones de la presente invencion son la administracion por via
oral, bucal y sublingual o la administracion mediante un tubo de alimentacion. En una realizacion especifica, los
compuestos se administran por via oral.

La dosis exacta y la pauta de administracién de la composicién dependeran necesariamente del efecto terapéutico
gue se desea lograr (por ejemplo, tratamiento de enfermedad digestiva) y puede variar con la leche artificial
particular, la via de administracion y la edad y del estado general del sujeto individual al que se va a administrar la
composicion.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona también composiciones farmacéuticas de la invencion en mezcla con
coadyuvantes farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos. Los coadyuvantes deben
ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la composicion y no ser perjudiciales
para los receptores de los mismos.

En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende también al menos un agente farmacéuticamente activo.

Las composiciones se pueden preparar mediante cualquier procedimiento bien conocido en la técnica de la
farmacia. Dichos procedimientos incluyen la etapa de asociar los ingredientes con cualquier coadyuvante. Los
coadyuvantes, también denominados ingredientes accesorios, incluyen los convencionales en la técnica, tales como
vehiculos, cargas, aglutinantes, diluyentes, disgregantes, lubricantes, colorantes, aromas, antioxidantes y
humectantes.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion por via oral pueden presentarse como unidades
de dosificacién discretas tales como pildoras, comprimidos, grageas o capsulas, o como polvos o granulos, o como
una solucion o una suspension.

Las composiciones pueden presentarse en envases monodosis o multidosis, por ejemplo viales sellados y ampollas,
y pueden almacenarse en estado liofilizado que requiera Unicamente la adicion de vehiculo liquido estéril, por
ejemplo agua, antes de su uso.

La invencion también proporciona un envase comercial para preparar una composicion de la invencién tal como una
fuente de grasa comestible o articulo alimentario segun la invencion que comprende (a) una fuente de grasa que
después de la administracién por via enteral a un sujeto previene o trata trastornos del sistema digestivo y/o
promueve el desarrollo, la maduracién, la adaptacion y la diferenciacion intestinal; (b) opcionalmente, al menos una
proteina, un carbohidrato, una vitamina, un mineral, un aminoacido, un nucleétido y un aditivo activo o no activo
comestible fisiolégicamente aceptable; (c) opcionalmente, al menos un vehiculo o diluyente comestible
fisiolégicamente aceptable para transportar el constituyente o los constituyentes definido(s) en (a) y (b); (d) medios y
receptaculos para mezclar los constituyentes definidos en (a), (b) y/o (c); y (e) instrucciones para su uso tales como,
pero no limitadas a, términos de almacenamiento, instrucciones para la preparacion de la fuente de grasa o articulo
alimentario para su administracion, diluciones requeridas, dosificaciones, frecuencia de administracion y similares.

Un envase comercial segun la invencién puede contener también una fuente de grasa de la invencion en una forma
lista para su uso, junto con instrucciones para su uso. Las dosis se determinan generalmente segin la edad, el peso,
el sexo y el estado general del sujeto, segun la buena préactica médica conocida por el médico responsable y otro
personal médico.

Enfermedad o trastorno gastrointestinal, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que
abarca reflujo gastroesofagico (GER), enfermedad de reflujo gastroesofagico (GERD), enterocolitis necrosante
(NEC), hiperbilirrubinemia, enfermedades inflamatorias del intestino (tales como, pero sin limitacion, enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa), sindrome del intestino corto, secciones o incisiones intestinales, reanastomosis intestinal,
Ulcera, intervenciones quirdrgicas, por ejemplo para tratar adhesiones intestinales, y obstruccion intestinal.

El término “intestino”, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse que abarca un segmento del
conducto digestivo que se extiende del estbmago al ano. En seres humanos y otros mamiferos, el intestino consta
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de dos segmentos, el intestino delgado (en seres humanos subdividido adicionalmente en duodeno, yeyuno e ileon)
y el intestino grueso (en seres humanos subdividido adicionalmente en el ciego y el colon). Otros mamiferos pueden
tener un intestino mas complejo.

Promover el desarrollo intestinal, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que abarca
promover un proceso o parte de un proceso de mejora, aumento, crecimiento, ayuda o avance en la formacion de un
epitelio maduro especializado.

Promover la maduracién intestinal, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que abarca
promover un proceso o parte de un proceso de mejora, aumento, crecimiento, ayuda o avance en el proceso de
diferenciacion de enterocitos y segmentos intestinales.

Tanto el desarrollo como la maduracion del intestino (segmento) puede medirse mediante parametros de la mucosa
intestinal tales como, pero sin limitacion, la circunferencia del intestino, el peso del intestino y el peso de la mucosa y
mediante cambios histoldgicos tales como, pero sin limitacion, altura de la vellosidad y profundidad de la cripta.

Promover la adaptacion intestinal, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que abarca
cualquier cambio fisiologico mediante el que se aumenta, se reduce, se hace crecer, se ayuda o se hace avanzar la
capacidad de absorcion del intestino delgado, incluidos, pero sin limitacién, el alargamiento de las vellosidades que
se encuentran en el revestimiento, el aumento del diametro del intestino delgado y la desaceleracion en peristalsis o
el movimiento del alimento a través del intestino delgado.

Promover la diferenciacion intestinal, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que
abarca un proceso mediante el que una célula prediferenciada se transforma en un tipo de célula especializada. Por
ejemplo, en el caso de diferenciacion intestinal, las células madre pluripotentes, localizadas cerca de la base de la
cripta, se diferencian subsiguientemente en uno de los cuatro tipos de células primarias: enterocitos absortivos,
células calciformes, células de Paneth y células enteroendocrinas.

El GER (reflujo gastroesofagico) es un trastorno en el que el contenido gastrico liquido sale a chorro hacia atras. En
vez de dirigirse el chorro hacia abajo, a los intestinos, va hacia arriba al es6fago. En bebés la causa principal de
GER es inmadurez del esfinter esofagico inferior. Cuando el reflujo dafia el es6fago se denomina GERD.

La GERD (enfermedad de reflujo gastroesofagico) es un trastorno con sintomas crénicos o dafios de la mucosa
producidos por un reflujo anormal en el es6fago. Esto se debe cominmente a cambios temporales y permanentes
en la barrera situada entre el es6fago y el estbmago. La GERD es mas evidente en bebés que tienen un sistema
digestivo prematuro o no totalmente desarrollado.

La hiperbilirrubemia es comun y en la mayor parte de los casos es un problema benigno. El color, generalmente, es
consecuencia de la acumulacion en la piel de pigmentos de bilirrubina no conjugados, no polares, solubles en
lipidos. El efecto toxico de niveles elevados de bilirrubina no conjugada en suero aumenta mediante diversos
factores, tales como acidos grasos libres, que reducen la retencion de bilirrubina en la circulacion.

La NEC es una enfermedad gastrointestinal que afecta en su mayor parte a bebés prematuros; implica infeccion e
inflamacién que causa la destruccion del intestino o de parte del intestino. La NEC es el trastorno gastrointestinal
mas comun y grave entre los bebés prematuros hospitalizados.

Los estudios han mostrado que el riesgo de NEC aumenta cuando el bebé nace mas temprano y que el riesgo de
bebés alimentados con leche materna es inferior que en bebés que se alimentan con leche artificial.

El NEC aparece tipicamente después de haber comenzado la alimentacion con leche. Los bebés prematuros tienen
intestinos inmaduros que son sensibles a cambios en el flujo sanguineo y son propensos a infecciones.

La causa exacta de NEC es desconocida, pero existen varias teorias. Se piensa que los tejidos intestinales de bebés
prematuros se debilitan debido a demasiado poco oxigeno o flujo sanguineo y cuando se inicia la alimentacion, el
estrés afiadido del alimento moviéndose a través del intestino permite a bacterias que se encuentran normalmente
en el intestino invadir y dafiar la pared de los tejidos del intestino.

El bebé es incapaz de continuar con la alimentacién y comienza a parecer estar enfermo si la bacteria continta
extendiéndose a través de la pared de los intestinos y algunas veces irrumpe en el torrente sanguineo. Debido a que
los sistemas corporales del bebé son inmaduros, incluso con un tratamiento rapido de NEC pueden existir
complicaciones graves.

Otros factores parecen aumentar el riesgo de desarrollar NEC. Algunos expertos creen que la composicion de la
leche artificial para bebés, la tasa de administracion de la leche artificial o la inmadurez de las membranas mucosas
en los intestinos pueden causar NEC.

La enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) es un grupo de afecciones inflamatorias del intestino grueso y del
intestino delgado. Los tipos principales de IBD son la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. La colitis ulcerosa
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es una enfermedad inflamatoria del intestino grueso. En colitis ulcerosa, el revestimiento interno, o mucosa, del
intestino se inflama (significa que el revestimiento de la pared intestinal se enrojece y se hincha) y desarrolla Ulceras,
gue significan una herida abierta y dolorosa. La enfermedad inflamatoria del intestino (BID) puede causar sintomas
tales como, pero sin limitaciéon, deposiciones sanguinolentas, sangre oculta en las deposiciones, pérdida de peso
corporal, diarrea sanguinolenta, actividad fisica reducida, anemia severa, longitud colénica reducida y lesiones
perianales. La enfermedad de Crohn se diferencia de la colitis ulcerosa en las zonas del intestino que implica; en la
mayor parte de los casos afecta comunmente a la Gltima parte del intestino delgado (denominada ileon terminal) y a
partes del intestino grueso. No obstante, la enfermedad de Crohn no esta limitada a estas zonas y puede atacar
cualquier parte del sistema digestivo. La enfermedad de Crohn causa inflamacion que se extiende de forma mucho
mas profunda en las capas de la pared intestinal que la de la colitis ulcerosa. La enfermedad de Crohn generalmente
tiende a implicar la totalidad de la pared del intestino, mientras que la colitis ulcerosa afecta solo al revestimiento del
intestino.

El sindrome del intestino corto (SBS) es un trastorno de absorcion defectuosa causado por la retirada quirtrgica del
intestino delgado, o raramente debido a la disfuncion completa de un segmento grande del intestino. En la mayor
parte de los casos es adquirido, aunque algunos nifios nacen con un intestino corto congénito. El SBS no se
desarrolla generalmente a menos que una persona haya perdido mas de dos tercios del intestino delgado.

Intervencion quirdrgica, tal como se usa en el presente documento, deberia entenderse como que abarca una
intervencion por, por ejemplo, diagndstico y/o tratamiento de lesion, deformidad o enfermedad. Dicha intervencion
puede implicar una operacion o procedimiento en el que el sistema digestivo, tal como, pero sin limitacion, una
seccion o incision del intestino y reanastomosis intestinal. Dicha seccion o incisién intestinal puede ser un corte o
una herida hecha cortando el intestino con un instrumento punzante, tales como los que se usan durante la cirugia.

La reanastomosis intestinal es una conexion entre dos vasos del organismo. La anastomosis quirdrgica implica la
union deliberada de dos vasos o partes huecas de un érgano; por ejemplo, cuando parte del intestino se ha retirado
y los extremos libres remanentes se unen y se suturan.

Las adhesiones intestinales son bandas de tejido fibroso que pueden conectar los bucles de los intestinos uno a otro
o los intestinos a otros 6rganos abdominales, o los intestinos a la pared abdominal. Estas bandas pueden empujar
secciones de los intestinos fuera de su sitio y pueden bloquear el paso del alimento. Las adhesiones son una causa
principal de obstruccion intestinal. Las adhesiones pueden estar presentes en el nacimiento (congénitas) o pueden
formarse después de cirugia abdominal o inflamacion.

La obstruccidn intestinal se refiere al bloqueo mecanico o no mecénico parcial o completo del intestino delgado o
grueso. Los bebés menores de un afio de edad son los que tienen mas probabilidad de tener obstruccion intestinal
causada por ileo meconio, volvulo e invaginacion intestinal. El ileo meconio, que es una incapacidad para hacer
pasar la primera excrecion fecal después del nacimiento (meconio) es un trastorno de recién nacidos. Puede tener
lugar también en bebés con un peso muy bajo en el nacimiento (VLBW). En el ileo meconio, el meconio anormal
debe retirarse con un enema o mediante cirugia. El vélvulo es la torsién del intestino delgado o el grueso, que puede
obstruir el suministro de sangre al intestino, provocando la muerte del tejido (gangrena). En la invaginacion intestinal,
el intestino se recoge sobre si mismo tal como se pliega una antena de radio. Es mas comudn en nifios entre las
edades de tres a nueve meses, aunque también tiene lugar en nifios mayores. Casi dos veces mas de nifios que de
nifias padecen invaginacion intestinal.

En la preparacion de una composicion (tal como una leche artificial para bebés) se usa una fuente de grasa segin la
reivindicacion 1. Dicha composicion, por ejemplo una leche artificial para bebés, puede comprender ademas otros
componentes tales como, pero sin limitacion, una fuente de proteinas, una fuente de carbohidratos, minerales,
vitaminas, nucleétidos, aminoacidos y opcionalmente al menos uno de entre un vehiculo, un diluyente, un aditivo o
un excipiente, todos ellos comestibles.

Una mezcla de grasas tal como se usa en el presente documento para la preparacion de una composicion, segun la
reivindicacion 1, tal como una leche artificial para bebés, puede ser, pero sin limitacion, cualquier fuente de grasa, tal
como las descritas en el documento WO05/036987, que incluyen concentrados de grasas (también denominados
bases de grasas). Una mezcla de grasas usada en la presente invencién puede ser cualquier ingrediente nutricional
gue comprenda una fuente de grasa comestible. Las mezclas de grasas son aquellas que estan basadas en
triglicéridos sintéticos (que pueden producirse bien quimicamente o bien enzimaticamente) que imitan la
composicion de triglicéridos de la grasa de la leche materna humana. En una realizacién, dicha base de grasa (y
mezcla de grasas) contiene un nivel alto de &cido palmitico en la posicion sn-2 de los triglicéridos de formula | (por
ejemplo, al menos el 30 %) y un nivel alto de acidos grasos insaturados en la posiciones sn-1 y sn-3 del triglicérido
de formula | (por ejemplo al menos el 50 % del total de acidos grasos en las posiciones sn-1 y sn-3). Un ejemplo no
limitante es una mezcla denominada InFat® (Enzymotec Ltd., Migdal HaEmegq, Israel).
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Debido a que las mezclas de grasas se preparan mezclando base de grasa con otros aceites, la composicion de
acidos grasos de las mezclas de grasas es consecuencia de la composicién de acidos grasos de la base de grasa 'y
de los otros aceites mezclados con la base de grasa.

La leche artificial para bebés de la invencion puede ser una composicion sustitutiva de grasa de leche humana que
comprende una mezcla de grasas que consiste en al menos el 25 % de una base de grasa con hasta el 75 % de al
menos un aceite vegetal.

Son ejemplos no limitantes de aceite vegetal usados en la preparacion de mezclas usadas en la invencion aceite de
soja, palma, canola, coco, palmiste, girasol, maiz y colza, asi como otros aceites vegetales y grasas y mezclas de
los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, el térmico “lipido” se refiere a grasas o compuestos similares a las
grasas que son esencialmente insolubles en agua y que incluyen, pero sin limitacion, triglicéridos, esteroles, acidos
grasos y asi sucesivamente.

Tal como se usa en el presente documento, el término "grupo acilo" se refiere a un radical organico que se denota
como -C(=O)R, en el que R se selecciona de entre restos alifdticos Cs-Cyg saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados.

Tal como se usa en el presente documento, el término "acido graso" se refiere a un acido carboxilico con una cola
(cadena) alifatica larga no ramificada que es saturado o insaturado y que tiene un enlace insaturado (acidos grasos
monoinsaturados) o dos 0 mas enlaces insaturados (acidos grasos poliinsaturados).

Ejemplos no limitantes de acidos grasos saturados que pueden usarse en la presente invencion incluyen: Acido
butirico (4cido butanoico, C4:0), acido caproico (acido hexanoico, C6:0), &cido caprilico (4cido octanoico, C8:0),
acido caprico (4cido decanoico, C10:0), acido laurico (4cido dodecanoico, C12:0), acido miristico (acido
tetradecanoico, C14:0), &cido palmitico (acido hexadecanoico, C16:0), acido esteérico (acido octadecanoico, C18:0),
acido araquidonico (acido eicosanoico, C20:0), &cido behénico (acido docosanoico C22:0).

Ejemplos no limitantes de acidos grasos insaturados que pueden usarse en la presente invencion incluyen: acido
miristoleico (-5, C14:1), acido palmitoleico (-7, C16:1), acido oleico (-9, C18:1), acido linoleico (w-6, C18:2),
acido alfa-linoleico (w- 3, C18:3), acido araquiddnico (w-6, C20:4), acido eicosapentaenoico (-3, C20:5), acido
erucico (w-9, C22:1) y acido docosahexaenoico (o-3, C22:6).

En una realizacion de la invencion, R, es un resto de &cido graso saturado. En otra realizacion, el resto graso
saturado se selecciona de entre restos de acidos grasos C14-C1g saturados. En otra realizacion mas, el acido graso
saturado es un resto de &cido palmitico.

En una realizacién, el contenido total de restos de é&cido palmitico es de aproximadamente el 15 % a
aproximadamente el 40 % del total de restos de acidos grasos en la composicién. En una realizacion, el contenido
total de restos de acido palmitico es de aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 33 % del total de restos de
acidos grasos en la composicion.

En otra realizacion de la invencién, R1 y Rz son ambos H.

En una realizacion, al menos el 13 % del total de acidos grasos en la posicion sn-2 del esqueleto de triglicéridos son
restos de &cido palmitico. En otra realizacion, al menos el 15 % del total de &cidos grasos en la posicién sn-2 del
esqueleto de triglicéridos son restos de acido palmitico. En otra realizacion mas, al menos el 18 % del total de acidos
grasos en la posicion sn-2 del esqueleto de triglicéridos son restos de acido palmitico. En otra realizacion mas, al
menos el 22% del total de &acidos grasos en la posicion sn-2 del esqueleto de triglicéridos son restos de acido
palmitico.

En una realizacién, al menos el 30 % del total de restos de acido palmitico de la composicion estan unidos en la
posicion sn-2 del esqueleto de triglicéridos. En otra realizacién, al menos el 33 % del total de restos de acido
palmitico de la composicion estan unidos en la posicién sn-2 del esqueleto de triglicéridos. En otra realizacién mas,
al menos el 38 % del total de restos de acido palmitico de la composicidn estan unidos en la posicién sn-2 del
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esqueleto de triglicéridos. En otra realizacion mas, al menos el 40 % del total de restos de acido palmitico de la
composicion estan unidos en la posicion sn-2 del esqueleto de triglicéridos.

En otra realizacion de la invencion, R1 y Rs son restos de acidos grasos insaturados.

En una realizacién, al menos el 50 % del total de restos de acidos grasos en las posiciones sn-1y sn-3 del esqueleto
de triglicéridos estan insaturados. En otra realizacion, al menos el 70% del total de restos de acidos grasos en las
posiciones sn-1 y sn-3 del esqueleto de triglicéridos estan insaturados. En una realizacion, dicho resto de acido
graso insaturado se selecciona del grupo constituido por acido oleico, acido linoleico, acido linolénico y acido
gadoleico. En una realizacion especifica, al menos el 35 % del total de restos de acidos grasos insaturados en las
posiciones sn-1 y sn-3 son restos de acido oleico. En otra realizacion especifica, al menos el 40 % del total de restos
de acidos grasos insaturados en las posiciones sn-1y sn-3 son restos de acido oleico.

En una realizacion especifica, al menos el 4 % del total de restos de acidos insaturados en las posiciones sn-1y sn-
3 son restos de acido linoleico. En otra realizacién especifica, al menos el 6 % del total de restos de acidos grasos
insaturados en las posiciones sn-1 y sn-3 son restos de &cido linoleico.

En una primera realizacién, dicha composicion de lipidos esta constituida por:
0-10 % de &cidos grasos C8:0 del total de acidos grasos;
0-10 % de &cidos grasos C10:0 del total de acidos grasos;
0-22 % de &cidos grasos C12:0 del total de acidos grasos;
0-15 % de &cidos grasos C14:0 del total de acidos grasos;
15-55 % de acidos grasos C16:0 del total de &cidos grasos; de los que al menos el 30 % estan en la posicion sn-2;
1-7 % de &cidos grasos C18:0 del total de acidos grasos;
20-75 % de &cidos grasos C18:1 del total de &cidos grasos;
2-40 % de &cidos grasos C18:2 del total de acidos grasos;
0-8 % de acidos grasos C18:3 del total de acidos grasos;
otros &cidos grasos estan presentes en niveles inferiores al 8 % del total de acido grasos.
En una segunda realizacién, dicha composicion de lipidos esta constituida por:
5-15 % de &cidos grasos C12:0 del total de acidos grasos;
2-10 % de &cidos grasos C14:0 del total de acidos grasos;
17-25 % de acidos grasos C16:0 del total de acidos grasos; de los que al menos el 40 % estan en la posicion sn-2;
2-5 % de acidos grasos C18:0 del total de acidos grasos;
28-45 % de &cidos grasos C18:1 del total de acidos grasos;
5-20 % de &cidos grasos C18:2 del total de acidos grasos;
1-3 % de acidos grasos C18:3 del total de acidos grasos;
otros acidos grasos estan presentes en niveles inferiores al 5 % del total de acidos grasos.

También estan previstas todas las combinaciones posibles de dicha primera y dicha segunda realizaciones. Por
ejemplo:

0-22 % de acidos grasos C12:0 del total de acidos grasos, (de la primera realizacion) pueden estae combinados
con el 2-10 % de &cidos grasos C14:0 del total de acidos grasos;

20-25 % de &cidos grasos C16:0 del total de acidos grasos;
2-5 % de acidos grasos C18:0 del total de acidos grasos;
28-45 % de acidos grasos C18:1 del total de acidos grasos;

5-20 % de acidos grasos C18:2 del total de acidos grasos;
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1-3% de acidos grasos C18:3 del total de acidos grasos; otros acidos grasos estan presentes en niveles inferiores
al 5 % del total de acidos grasos.

Debe entenderse que los compuestos proporcionados en el presente documento pueden contener centros quirales.
Dichos centros quirales pueden tener o la configuracion (R) o la configuracion (S), o pueden ser una mezcla de
ambas. Por lo tanto, los compuestos que se proporcionan en el presente documento pueden ser
enantioméricamente puros, o ser mezclas de estereoisémeros o diastereoisdmeros tales como mezclas racémicas o
no racémicas.

EJEMPLOS

La invencion se describira adicionalmente en los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1

Composiciones

La Tabla 1 detalla el contenido de diversas bases de grasa enriquecidas con un contenido alto de acido palmitico en
la posicién sn-2 (en adelante “bases de grasa"). La Tabla 2 detalla el contenido de varias fuentes de grasa (en
adelante "mezclas de grasas") que comprenden la base de grasa 1, 7, 8, 9, 10 o 11 para usar en la presente
invencion.

La base de grasa representa aproximadamente del 30 % hasta aproximadamente el 83 % de las mezclas de grasas
adecuadas para usar en una leche artificial para usar en la invencion.

La preparacion de estas fuentes de grasa es esencialmente tal como se describe en el documento WO05/036987.

10



ES 2426 591 T3

"00Tx{(1e101 0onywired opioe ap %)/(€ / (-us ugroisod el us soselb sopioe ap
[e101 [9p Z-us ua oanjwied ap %)} oonjwied opioe ap [e10l |9p Z-Us ua odnjwied opioe ap % |2 eaRIUbIS uglor|al B "g-us ugloisod el us soselb soploe ap [e10) |9p Z-us ua odnjwied opioe
ap 9 |9 rIUBSAIdal g-us ugioisod €| us 0:9TD "0dnjwied oploe ap [e10) OpPIUSIUOI |9 BlUdSaldal 0:9TD "% OWO0d aulap as anb ugioeal e| oydaoxs ‘(d/d) o, ueluasaldal solawnu So| SOpo |

S'g (o) S'8 6 6 €'g 6'L 8 Z's 8'L 8 2:8T0
T'9S (4] T'9S 99 G'sS 1] v'es T'es G'GS 6'GS T'eS T:8T0
€ € € 9'C 9'c 8'c T'v 14 v'v v'y 14 0:8TO
oonjwied

Oploe 3p [e10} [9p ¢
-us ua odnjwied opioe

29 G'eS 9 9 29 589 €89 979 069 179 0'0L ap (%) ugioe|sy

2-us us

soselb sopioe ap [e101

8'Gg 6'cS 6G 9'GG 6'€S 6'29 99 T'99 €79 1'6S 2'l9 [9p ¢-us us 0:9TD

0g €e 0e 6¢ 6¢ 9'0e z'ce 9'ce 9'6¢2 v'6¢ ce 0:9T10

0:¥T1O

0:¢10
1T eselb 0T eselb 6 eselb g eselb ) eselb 9 eselb G eselb 1 eselb ¢ eselb Z eselb 1 eselb
ap aseg ap aseg ap aseq ap aseq ap aseg ap aseg ap aseq ap aseq ap aseq ap aseg ap aseg

TeqeL

11



ES 2426 591 T3

09 aseq ap %

eselb ap

B|oZOW e| us

T eselb ap

€8 €L €9 0s oe 9seq ap %

4 v'T 4 S'T 8'T v'T 90 L'T €:810

2'8T 9'eT €'sT v'oT 8T L'TT 98 8'CT 9'sT G'eT ¢:810

L'TY 6y 1'6€ V' L'ey 9'op 6'LV 9TV 8'0v v'se 1:810

z'e 1'C 6'C 9'C 9'c 0'v g'c T'e 0‘c €' 0:8T0

09njwied

opioe

ap [e10)

[Sp ¢-us

ua oanjwred

opioe ap (%)

S'Te g'er 1) 505 €8y 589 v'29 1'09 €'9g L'8y uoloe|ey

soselb

Sopioe

9p [e10)

[9p ¢-us

9T 1'82 14 8'Te €'1e 699 8'0S 68y 6'cy v'ee us 0:9TO

LT T'ee ST 1¢ 9'Te 1'12 T'se 6'9¢ v'sz 8'ce 0:9TO

Z'v L't €'g g'e 6'C T'C 8'C g'e T’ S'v (0B /4%0)

0T T'0T V'eT .'8 T'8 4% G'9 8',L 2'L T'TT 0:¢TO

oselb oploy
0T Seselb 6 seselb g seselb ) seselb 9 seselb G seselb 1 seselb ¢ seselb Z seselb T seselb
ap e|ozaN ap e|ozaN ap ejozaN ap ejozaN ap e|ozaN ap e|pza ap e|pza ap e|ozaN ap e[doza\ ap e[doza\
C | H 9 =] | (@] o) d v
uogioeredald uoioeledald uogioeredald uogioeredald uoioeledald uogioeledald uogioeledald uoioeledald uoioeledald uoioeledald

ce|qeL

12



ES 2426 591 T3

"00Tx{(le301 0onjwied opioe ap %)/(€ / (z-us ugroisod
©| Ua soselb sopioe ap [e10] |ap Z-us ua odnjwed ap %)} ooniwied opioe ap [e10} [9p Z-Us ud odnjwied opide ap 9 |8 ealubIS ugioe|al e "g-us ugioisod
B| Ua soselb sopiog ap [e101 |ap Z-Us ua oonjwed opioe ap 9 |9 eluasaidal g-us ugioisod ] us 0:9TD ‘0dnjwied opioe ap [e10} OPIUSIUOI |3 vluasaldal 0:9TD

00T

00T

00T

00T

00T

00T

00T

00T

00T

00T

[eloL

elos ap auaoy

%4

9T

0¢

G'eT

9T

©Z|00 3p 811adY

owreyed ap alady

T

et

0T

0]

Zjew ap a)vy

T

T

|oselib ap anady

VT

ST

T¢

ewred ap a1y

1%4

1%4

8¢

LT

G'eT

9T

ST

€c

0000 3p 2132y

8T

asiwed ap 8122y

[e1aban a1voy

14

eselb ap ejozaw
B| Us TT eseld ap aseq ap %

Zs

eselb ap ejozaw
©| us QT eselb ap aseq ap %

9¢

eselb ap ejozaw
B| ua 6 eselb ap aseq ap %

09

eselb ap ejozaw
©| ua g eselb ap aseq ap %

eselb
ap e[ozaw | ua /. eselb ap

13



10

15

20

25

30

ES 2426 591 T3

Ejemplo 2

Leche artificial para bebés

Una leche artificial para bebés que comprende una base de grasa y aceites y grasas adicionales (es decir, mezclas
de grasas) que imita la composicion de grasa de la leche materna humana se preparé como sigue:

La fraccién de grasa se produjo mezclando la base de grasa con otros aceites. El aceite se mezcl6 con otros
componentes de la leche artificial para bebés (proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas y otros). La suspension
se hizo pasar a través de un homogeneizador a presion para obtener una emulsion estable. El producto
homogeneizado se secé después en un secador por pulverizacion, obteniéndose el producto final. Pueden afiadirse
otros aditivos al polvo seco para obtener la formulacion final.

La fraccion de grasa producida mediante el mezclado de base de grasa con otros aceites y grasas tal como se ha
descrito anteriormente se mezclé posteriormente con otros nutrientes tales como proteinas, minerales, vitaminas y
carbohidratos para proporcionar un producto alimentario que suministra a un bebé los nutrientes principales que
también se encuentran en la leche humana. Los nutrientes y las grasas se homogeneizan usando homogenizacion a
presibn y se secan por pulverizacion para proporcionar un polvo homogéneo. El polvo se vuelve a dispersar
posteriormente en agua (aproximadamente 9 g de polvo por 60 ml de agua), obteniéndose una leche artificial
preparada para su consumo. El contenido en grasas del alimento preparado fue aproximadamente de 3,5 g por 100
ml, lo que corresponde al contenido en grasa de la leche materna humana, que se encuentra en el intervalo de 30 a
40 g/l.

La Tabla 3 muestra la composicion de acidos grasos de la Mezcla de grasas 11 que comprende una base de grasa
de la invencion (30 %) que se mezcla con otros aceites y grasas usados para crear una fuente de grasas que se usa
en una leche artificial para bebés para usar en la invencién. La Tabla 4 muestra detalles de los ingredientes y las
propiedades de la leche artificial para bebés que comprende una fuente de grasa de la Tabla 3. Debido a que las
mezclas de grasas se preparan mezclando base de grasa con otros aceites, la composicion de &cidos grasos de las
mezclas es resultado de la composicion de acidos grasos de la base de grasa y de los otros aceites mezclados con
la base de grasa.

Tabla 3

Acido graso % de &cidos grasos
C10:0 1,3
C12:0 10,3
C14:.0 4,3
C16:0 23,5
C16:0 en la posicién sn-2 del total de &cidos grasos en la posicién sn-2 30,3
Relacion (%) de acido palmitico en la posicion sn-2 del total de acido palmitico 43
C18:0 3,2
C18:1 39,2
C18:2 13,6
C18:3 1,7
C20:0 0,3
C20:1 0,3
C22:0 0,2

Todos los nimeros representan % (p/p), excepto la relacion que se define como %. C16:0 representa el contenido
total de acido palmitico. C16:0 en la posicién sn-2 representa el % de acido palmitico en sn-2 del total de acidos
grasos en la posicién sn-2. La relacion significa el % de acido palmitico en sn-2 del total de acido palmitico {(% de
palmitico en sn-2 del total de &cidos grasos en la posicion sn-2) / 3)/(% de acido palmitico total)}x100.

Tabla 4

Leche artificial Por 100 g de polvo Por 100 ml listos para su
consumo

Energia (kcal) 508 68
Sodio (mg) 140 18.8
Proteina (g) 11.4 15
(Lacatalbumina/Caseina 60/40)
Grasa (9) 26,5 3,5
Grasa saturada (g) 11,3 1,49
Acido linoleico (mg) 5000 670
Acido alfa-linolenico (mg) 530 71

14
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(continuacion)

Leche artificial Por 100 g de polvo Por 100 ml listos para su

consumo
Acido araquiddnico (mg) 115 15,3
Acido docosahexaenoico (mg) 108 14,4
Colesterol (mg) 2 0,3
Lactosa (g) 56 7,5
Calcio (mg) 430 57,3
Fosforo (mg) 250 33,5
Potasio (mg) 420 56,3
Cloruro (mg) 300 40,2
Hierro (mg) 5,25 0,7
Magnesio (mg) 50 6,7
Cinc (mg) 3,5 0,47
Cobre (mcg) 300 40,2
Manganeso (mcg) 45 6
Yodo (mcg) 45 6
Taurina (mg) 45 6
Vitamina A U.1. 1500 200
Vitamina D U.l. 300 40,2
Vitamina E (mg) 10 1,3
Vitamina K (mcg) 45 6
Vitamina C (mg) 60 8
Vitamina B; (mcg) 400 53
Vitamina B, (mcg) 800 127
Vitamina Bg (mcg) 375 50
Vitamina Bi> (MmcQ) 1,15 0,2
Niacina (mg) 6 0,8
Acido pantoténico (mg) 3 0,4
Acido félico (mcg) 67 9
Biotina (mcg) 14,3 1,9
Colina (mg) 37,5 5
Inositol (mg) 22,5 3
Humedad % 3

El nivel de grasa y la composicion exacta puede controlarse con el fin de obtener leches artificiales para bebés

disefiadas para imitar los diferentes periodos de lactancia.

La Tabla 5 muestra la composicién de acidos grasos de la Mezcla de grasas 12 que comprende una base de grasa
de la invencién mezclada con otros aceites y grasas usados para crear una fuente de grasas usada en una leche

artificial para bebés para usar en la invencion.

Tabla b

Acido graso

% del total de acidos grasos

C8:0 1,6
C10:0 1,5
C12:0 10,6
C14:0 3,9
C16:0 17,2
C16:0 en sn-2 del total de acidos grasos en sn-2 26,3
Relacion (%) de acido palmitico en sn-2 del total de acido palmitico | 5,1
C18:0 2,4
C18:1 41,1
C18:2 18,2
C18:3 2,2
% de base de grasa (concentrado) en la mezcla de grasas 43
Aceite vegetal

Aceite de coco aleatorizado 22
Aceite de girasol aleatorizado 15
Aceite de colza aleatorizado 20
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Todos los numeros representan % (p/p), excepto la relacion que se define como %. C16:0 representa el contenido
total de acido palmitico. C16:0 en la posicién sn-2 representa el % de acido palmitico en sn-2 del total de acidos
grasos en la posicién sn-2. La relacion significa el % de acido palmitico en sn-2 del total de acido palmitico {(% de
palmitico en sn-2 del total de acidos grasos en la posicién sn-2) / 3)/(% de acido palmitico total)}x100.

Ejemplo 3

Efecto de la mezcla de grasas sobre la tolerancia gastrointestinal (Gl) y la madurez intestinal

El efecto de bases de grasa y mezclas de grasas de la presente invencién sobre la tolerancia Gl y la madurez
intestinal se examina mediante un estudio clinico en modelos animales, en (i) ratas nacidas prematuramente (lto Y.y
col., Intestinal microcirculatory dysfunction during the development of experimental necrotizing enterocolitis Pediatric
Research 2007) y (i) en modelo de ratas recién nacidas (Dvorak B, Epidermal growth factor reduces the
development of necrotizing enterocolitis in a neonatal rat model, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2002) que
representan ambos modelos de bebés prematuros.

El estudio incluye tres grupos de animales que reciben leches artificiales que difieren solo en su composicion de
grasa, principalmente el contenido en acido palmitico. A un grupo se le administra suceddneo de leche de rata
estandar (que imita la leche de rata), al segundo grupo se le administra sucedaneo de leche de rata que contiene un
contenido de grasa de &cido palmitico de aproximadamente el 8 % del total de &cidos grasos, de los que
aproximadamente el 10 % esta en la posicion sn-2 del triglicérido y al tercer grupo se le administra sucedaneo de
leche de rata que contiene la mezcla de grasa 1 (véase la Tabla 2) que contiene un total de grasa de acido palmitico
de aproximadamente el 20 % de &cido graso, de los que < 50 % estan en la posiciéon sn-2 del triglicérido. La leche
artificial se administra a todos los grupos durante 3 meses y se examina su tolerancia Gl mediante la tolerancia Gl
conocida detalladamente y el estado de salud general en la linea base y durante el estudio aproximadamente cada
mes. Ademas, la madurez intestinal de los sujetos de estudio se examinan mediante ensayos histoldgicos al finalizar
el estudio. Los animales del primer y del tercer grupo muestran una mejor tolerancia Gl y una mejor madurez
intestinal que el segundo grupo tal como se determind mediante analisis estadistico de cuestionarios y mediante
ensayos histoldgicos. Los animales del tercer grupo mostraron incluso una mejor tolerancia Gl y una mejor madurez
intestinal que el primer grupo tal como se determind mediante andlisis estadistico de cuestionarios y mediante
ensayos histoldgicos.

Ejiemplo 4: Los efectos de una dieta basada en la Mezcla de grasa 6 sobre el crecimiento, el desarrollo v |la
maduracién intestinales en ratas posdestete

La eficacia de una mezcla de grasas (véase la Tabla 2) sobre la potenciacién del crecimiento, el desarrollo y la
maduracion intestinal se investigd en un estudio de modelo animal. Los animales alimentados con una dieta
enriquecida con un contenido alto de &cido palmitico en la posicidon sn-2 (Mezcla de grasas 6) se compararon con
animales alimentados con dietas paralelas que contenian bien una concentracion similar de acido palmitico o bien
una concentracion baja de &cido palmitico.

Disefio del estudio

Se obtuvieron 60 ratas macho Sprague-Dawley de Harlan Laboratories (Rehovot, Israel) de 21 dias de edad,
inmediatamente después del destete y con un peso corporal de 40-50 g. Las ratas se asignaron aleatoriamente para
recibir uno de las 3 dietas diferentes (véanse las Tablas 6 y 7); las dietas suministradas eran diferentes solo en su
contenido en grasa:

1. Dieta A: Dieta con aceite que contiene el 21 % de acido palmitico, del que el 48 % esta esterificado en la
posicion sn-2 (contiene la Mezcla de grasa 6 (véase la Tabla 2));

2. Dieta B: Dieta con aceite que contiene el 22 % de &cido palmitico, del que el 13 % esta esterificado en la
posicion sn-2;

3. Dieta C: Dieta con aceite que contiene el 8 % de acido palmitico, del que el 11 % esta esterificado en la
posicién sn-2;

El estudio se realizd en dos fases

1. En la primera fase, el tratamiento alimenticio se administr6 durante una semana. Las ratas se asignaron
aleatoriamente a uno de los tres grupos, conteniendo cada grupo 12 animales.

2. En la segunda fase, el tratamiento alimenticio se administrd6 durante dos semanas. Las ratas se asignaron
aleatoriamente a uno de los tres grupos, conteniendo cada grupo 8 animales.

Después de los dias 8° y 15° de alimentacion, los animales se anestesiaron, se sacrificaron y el intestino delgado se
retird y se dividid en tres segmentos: Duodeno, yeyuno proximal e ileon terminal. Los segmentos de intestino
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delgado se usaron para ensayos macroscopicos de patologia, de morfologia e histoldgicos, que indican la madurez
intestinal de los animales de estudio.

Dietas

Todas las dietas fueron idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo con respecto al tipo
de aceite (Tablas 6y 7).

Tabla 6: composicion de acidos grasos de aceites suplementados (% del total de acidos grasos)

Acido graso (% del total de Mezcla de Preparacién de Preparacién de
acidos grasos) grasas 6 control | control Il

C8 0,6 0,6 1

C10 0,7 0,6 0,9

Cl12 8,1 8,2 13,2

Ci4 2,9 3,3 4,6

C16 21,6 22,6 8,2

C16:0 en sn-2 del total de 31,3 9,1 2,8

acidos grasos en sn-2

Relacion (%) de acido 48,3 13,4 11,4

palmitico en sn-2 del total de
acido palmitico

Acido palmitico en sn-2 del 66 37 11
total de &cidos grasos
saturados en sn-2

C18 2,6 3,5 2,7
Ci18:1 42,7 41,9 47,3
C18:2 18 16,4 18,8
C18:3 1,8 1,7 1,9
otros 0,90 4.6 1,4

Todos los nimeros representan % (p/p), excepto la relacién que se define como %. C16:0 representa el contenido
total de acido palmitico. C16:0 en sn-2 representa el % de &cido palmitico en sn-2 del total de acidos grasos en la
posicion sn-2. La relacion significa el % de &cido palmitico en sn-2 del total de acido palmitico {(% de palmitico en
sn-2 del total de &cidos grasos en la posicion sn-2) / 3)/(% de acido palmitico total)}x100. El acido palmitico en sn-2
del total de &cidos grasos saturados en sn-2 representa el % de &acido palmitico en sn-2 del total de acidos grasos
saturados en la posicion sn-2.

Tabla 7: composiciones de las dietas

Dieta A Dieta B Dieta C
Proteinas (% en peso) 19,1 19,1 19,1
Carbohidratos (% en peso) 61,9 61,9 61,9
Grasas (% en peso) 6,2 6,2 6,2
Calorias (kcal/g) 3,8 3,8 3,8
Mezcla de grasas 6 (g/kg) 60
Preparacion de control | (g/kg) 60
Preparacion de control Il (g/kg) 60

Consumo de alimento

Durante el periodo de alimentacion, se pesaron el peso corporal y el alimento no consumido dos veces a la semana.
El consumo de alimento se calculé y se expres6 como gramos por dia. La ingesta de energia y de grasa se
calcularon de forma correspondiente a la cantidad de alimento ingerido.

Andlisis macroscoépicos de patologia y morfologia intestinal

Se retird el intestino delgado y se dividié en tres segmentos: duodeno, yeyuno proximal e ileon terminal. Cada
segmento se peso y se calcul6 el peso por cm de longitud del intestino. Los segmentos se abrieron, se midio la
circunferencia del intestino en cada segmento en tres sitios diferentes y se calculé la circunferencia media del
intestino. La mucosa se rasp0 y se peso. El peso del intestino y la mucosa se expresé como mg/cm de longitud del
intestino/ 100 g de peso corporal.
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Analisis de los cambios histolégicos
Las secciones histolégicas se prepararon a partir de los restos de yeyuno e ileon.

El intestino para la histologia se separé en el borde antimesentérico y se lavo con solucion salina helada. Las partes
del yeyuno proximal inmediatamente distales al ligamento de Treitz y el ileon terminal cercano a la unién del ileon y
el ciego se fijaron durante 24 horas en formalina al 5 %, se lavaron con alcohol absoluto y se embebieron en
parafina. Se prepararon secciones de 5 um transversales de un modo estandarizado y se tifieron con hematoxilina y
eosina. La altura de la vellosidad y la profundidad de la cripta se midieron usando el programa informatico de analisis
de imagenes Image Pro Plus 4

(Media Cybernetics, Baltimore, Maryland, Estados Unidos) y se expresaron en pm.
Proliferacion de enterocitos

La proliferacién de células de la cripta se evalué usando un sistema de anticuerpos monoclonales anti-BrdU
biotinilados proporcionados en forma de kit (Zymed Laboratories, Inc, San Francisco, CA, Estados Unidos). El
reactivo de marcado 5-bromodesoxiuridina (5-BrdU) (N° de Cat. 00-0103, Zymed Laboratories, Inc, San Francisco,
CA, Estados Unidos) se inyectd por via intraperitoneal a una concentracién de 1 ml/100 g de peso corporal 2 horas
antes del sacrificio. Las secciones de tejido (5um) se desparafinizaron y se rehidrataron con xileno y alcohol de
gradacion descendente. Las secciones se calentaron durante 10 minutos en tampén de citrato, se trataron
previamente con solucién desnaturalizada durante 20 minutos y se incubaron con soluciéon de bloqueo durante 10
minutos. Las secciones se tifieron con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU biotinilado durante 60 minutos y después
se trataron con estreptavidina-peroxidasa durante 10 minutos. Se obtuvo un desarrollo del color positivo a BRDU
incubando las secciones con mezcla DUB durante 3-5 minutos. Se determiné un indice de proliferacién como la
relacion de células de la cripta tefiidas positivamente por BrdU por 10 criptas (Shamir y col.,2005, Digestive
Diseases and Sciences, Vol. 50, N° 7 paginas 1239-1244 y Sukhotnik y col., 2008 Dig Dis Sci.; Vol 53(5):1231-9).

Resultados
Ingesta de energia, ingesta de alimento y grasa

La ingesta de alimento aumento significativamente durante el periodo de dos semanas en todos los animales, sin
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales.

Parametros de mucosa intestinal

Los efectos del tratamiento alimenticio sobre pardmetros de la mucosa intestinal fueron diferentes en el intestino
proximal y en el distal. Los parametros de la mucosa del intestino analizados fueron la circunferencia del intestino, el
peso del intestino y el peso de la mucosa. Esos pardmetros indican el desarrollo fisiol6gico del tejido intestinal.

En el intestino proximal

En el intestino proximal (yeyuno y duodeno), después de una semana de alimentacion, las ratas del grupo de la
Dieta A mostraron un peso del intestino y de la mucosa estadisticamente significativamente superior en comparacion
con el grupo de la Dieta C (Tabla 8). Debe destacarse que la privacion de &cido palmitico en la Dieta C tuvo como
consecuencia signos de hipoplasia de la mucosa, que se hiz6 méas prominente después de 2 semanas del
tratamiento alimenticio. Después de dos semanas de alimentacion, las ratas del grupo de la Dieta A mostraron una
tendencia hacia un aumento del peso del intestino en el yeyuno en comparacion con los animales de la Dieta By la
Dieta C. El peso de la mucosa de animales alimentados con la Dieta A fue significativamente mayor en comparacion
con los animales de la Dieta C (p=0,027) (Figura 1, Tabla 8).

En el ileo

En el ileon, después de una semana de alimentacién no hubo diferencias en el peso del intestino y de la mucosa
entre la Dieta A y la Dieta B. Sin embargo, las ratas que recibieron la Dieta A y la Dieta B mostraron un peso de la
mucosa mas elevado en comparacion con los animales de la Dieta C (Tabla 8). Después de dos semanas de
alimentacion, la Dieta A provocé un peso mayor del intestino y la mucosa que la Dieta C. Ademas, las ratas de la
Dieta A mostraron un peso superior de la mucosa del ileon en comparacién con el grupo de la Dieta B (p=0,048)
(Tabla 8).

Tabla 8: Efectos del tratamiento dietético sobre parametros de la mucosa intestinal

Paradmetros | Dieta A | Dieta B | Dieta C | valor de P

Una semana de alimentacion

Circunferencia
del intestino
(mm)
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Duodeno 8,0+0,2 8,040,3 8,2+0,1

Yeyuno 7,3+0,3 7,1+0,2 7,3+0,3

fleon 6,9+0,2 6,3+0,4 6,1+0,3 0,031 Afrentea C

Peso del

intestino

(mg/cm/100 g de

BW)

Duodeno 69,7+3,7 63,2+3,5 61+3,4 0,051 Afrentea C

Yeyuno 54,4136 49,1+3,8 457+2,4 0,034 Afrentea C

fleon 30,7+2,2 32,1+2,4 28,7+2,8

Peso de la

mucosa

(mg/cm/100 g de

BW)

Duodeno 34,7+2,5 29+1,7 26,7+2,1 0,044 A frente a B
0,014 Afrentea C

Yeyuno 26,913 24,2132 20,5+1,8 0,045 Afrentea C

fleon 13,1+0,6 13,4+1,6 10,2+1,3 0,029 A frentea C

0,044 B frente a C

Dos semanas de alimentaciéon

Circunferencia

del intestino

(mm)

Duodeno 8,0+0,2 8,6+0,1 8,3+0,2 0,028 A frente a B

Yeyuno 8,1+0,2 7,8+0,2 7,4+0,1 0,007 Afrente a C

ileon 7,610,2 8,0+0,2 6,70,4 0,051 B frente a C
0,054 A frente a B

Peso del

intestino

(mg/cm/100 g de

BW)

Duodeno 53,5+1,9 47,8+2,3 48,9+2,4 0,038 A frente a B

Yeyuno 38,3+2,2 35,9+1,5 34,7+1,2

ileon 29,0+1,9 26,7+1,9 24,5+1,3 0,037 Afrentea C

Peso de la

mucosa

(mg/cm/100 g de

BW)

Duodeno 24,3+1,9 18,6+1,9 20,2+2,5 0,026 A frente a B

Yeyuno 16,9+1,9 13,6+1,4 13,6+0,7 0,063 A frente a C

fleon 12,3+1,7 9,2+0,9 8,2+0,9 0,027 Afrentea C

0,048 A frente a B

La figura 1 muestra que la Dieta A tuvo un efecto mejorado, en general, sobre el peso de la mucosa después de dos
semanas de tratamiento alimenticio en comparacién con las Dietas B y C. El peso del intestino y la mucosa se
expres6 como mg/cm de longitud del intestino/100 g de peso corporal (PC).

Cambios microcépicos

Después de una semana, la alimentaciéon con la Dieta C tuvo como consecuencia un acortamiento significativo de
las vellosidades del ileon en comparacion con los otros grupos (Tabla 9). Estos efectos se potenciaron después de
dos semanas de alimentacion; la Dieta A dio como resultado unos cambios microscépicos significativamente
mayores en comparacion con la Dieta B y la Dieta C (figura 2, Tabla 9). Los animales alimentados con la Dieta A
mostraron unas vellosidades mas altas en el yeyuno (P=0,028) y el ileon (P=0,018) en comparacion con los
animales de la Dieta B, asi como unas vellosidades mas altas en el ileon en comparacién con los animales de la
Dieta C (P=0,033). Los animales de la Dieta A también mostraron unas criptas significativamente mas profundas en
el yeyuno en comparacioén con la Dieta B y C (P=0,015, 0,0016 respectivamente) y el ileon en comparacién con la
Dieta B y C (P=0,024, 0,04 respectivamente). Ademas, existia una correlacién clara entre las mediciones de los
parametros histélogicos y de los microscopicos.
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Tabla 9 Efectos del tratamiento dietético sobre cambios microscépicos

Cambios Dieta A Dieta B Dieta C valor de P
microscopicos

Una semana de alimentacion

Altura de la

vellosidad (um)

Yeyuno 475,627 514,6£26 447127 .4 0,048 Bfrentea C
fleon 336,9+36 281+11,4 250,1+10 0,015 A frente a C

0,041 Bfrentea C

Profundidad de
la cripta (um)

Yeyuno 199,3+9,7 219,715 194,9+10

lleon 158,6+12 173,2+11 154,3+11

Dos semanas de alimentaciéon

Altura de la

vellosidad (um)

Yeyuno 502420 446129 497+34,5 0,028 A frente a B
fleon 298+24 230+13 231,823 0,018 Afrente aB

0,033 Afrentea C

Profundidad de
la cripta (um)

Yeyuno 252+10 19747 206+9 0,0015 A frente a B
0,0016 A frentea C
fleon 179+14 144+7 147+10 0,024 A frente a B

0,04 Afrentea C

La figura 2 muestra que la Dieta A tuvo un efecto mejorado general sobre la apariencia microscépica del intestino
después de dos semanas de tratamiento alimenticio en comparacion con las Dietas By C.

Proliferaciéon de enterocitos
En el yeyuno,

Después de un semana de alimentacion de los animales con la Dieta A se obtuvo como resultado un aumento
significativo de la proliferacion celular en comparacion con los animales alimentados con la Dieta B y C, y los
animales alimentados con la Dieta B una proliferacion celular aumentada en comparacion con las ratas alimentadas
con la Dieta C. Después de dos semanas de alimentacion solo las ratas de la Dieta A mostraron un indice de
proliferacién significativamente superior en el yeyuno en comparacion con las ratas de la Dieta C (P=0,036) (Figura
3, Tabla 10).

En el ileon

Después de una semana de alimentacion: el grupo de la Dieta A ejercié una estimulacion fuerte de proliferacion de
enterocitos en comparacion con el grupo de la Dieta C (Tabla 10).

Después de dos semanas de alimentacion, el grupo de la Dieta A ejercié una estimulacion fuerte de proliferacion de
enterocitos en el ileon. Los animales alimentados con la Dieta A mostraron un indice de proliferacion
significativamente superior en comparacion con los animales de la Dieta B y la Dieta C (P=0,0004, 0,0001
respectivamente) (Figura 3, Tabla 10). Deberia indicarse que la exposicion a la Dieta C tuvo como consecuencia las
tasas de proliferacion de enterocitos inferiores en el ileon en comparacion con otros grupos (Tabla 10).

Tabla 10 Efecto del tratamiento dietético sobre la proliferacion de entericitos

Proliferaciéon de Dieta A Dieta B Dieta C valor de P
enterocitos

(Células positivas
a BrdU/10 criptas)

Una semana de alimentacion

Yeyuno 176+3,6 167+3,2 159+2. 4 0,042 A frente a B
0,0011 Afrente a C
0,041 B frente a C
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ileon | 151,157 | 140,3+£3,7 | 134,3+4,8 | 0,02 Afrente a

Dos semanas de alimentaciéon

Yeyuno 171,444 .4 164,3+4,3 162+3,4 0,036 A frente a C

fleon 170,3+4,5 148,5+2,7 132+3,8 0,0004 A frente a B
0,0001 A frentea C
0,0017 B frente a C

El tratamiento con la Dieta A tuvo como consecuencia un desarrollo y una maduracion intestinal potenciada,
detectada después de la primera semana del tratamiento alimenticio y se volvié mas significativa después de dos
semanas de tratamiento. Un aumento marcado de la altura de las vellosidades se considera un indice importante del
area superficial de absorcion aumentada en este grupo de animales. El aumento en las células de la cripta junto con
hipertrofia de las células individuales, que se demostrd6 morfométricamente, es caracteristica de tejidos sometidos a
proliferacién y/o reparaciéon de células aumentadas.

La privacion de acido palmitico en la Dieta C tuvo como consecuencia cambios hipoplasticos en el yeyuno y
especialmente en el ileon. Estos cambios aparecieron después de una semana de tratamiento alimenticio y
aumentaron después de 2 semanas de tratamiento alimenticio y enfatizaron el efecto perjudicial de privacion de
acido palmitico. Ademas, la disminucidn de la proliferacion de enterocitos que se mostré en ratas alimentadas con
una dieta baja en palmitico puede considerarse un mecanismo principal, responsable de la disminucién de la masa
celular intestinal y la hipoplasia de la mucosa.

El proceso dinamico de renovacién de células intestinales es una funcion de las tasas de proliferacion de las células
de la cripta, la migracion a lo largo del eje cripta-villa, la diferenciacion de enterocitos y la muerte celular mediante
apoptosis. El aumento significativo en la proliferacion celular después de la administracion de la Dieta A vino
acompafiado por una tendencia hacia el aumento de la apoptosis celular, sugiriendo una renovacion celular
acelerada durante el crecimiento intestinal.

En conclusién, una cantidad elevada de &cido palmitico del que una cantidad elevada esta conjugado en la posicion
sn-2 es un factor importante en el crecimiento intestinal de ratas posdestete. La Dieta A tuvo como consecuencia un
desarrollo, un crecimiento y una maduracion intestinal potenciados prominentes en comparacion con dietas que
contienen una mezcla de aceite vegetal estdndar mezclado con composiciones con un alto contenido en acido
palmitico o un bajo contenido en &cido palmitico. El desarrollo, crecimiento y maduracion intestinal potenciados
prominentes aparecié después de 1 semana y se potencié después de 2 semanas de tratamiento alimenticio. La
Dieta A ejerce ademés efectos estimulantes mayores sobre la proliferacion y renovacién de enterocitos en
comparacion con las otras dietas.

La reduccién de la formacion de jabon de calcio es un efecto beneficioso muy reconocido y conocido de aceites
enriquecidos con acido palmitico esterificado en la posicion sn-2 y aceites con un contenido en acido palmitico bajo
(Koo y col., 2006, Journal of American college of Nutrition, Vol 25, N° 2, paginas 117-122). Este efecto es similar
entre estos aceites y se sabe que se atribuye a molestias y sintomas reducidos relacionados con la digestion del
alimento.

Debido a que la Dieta A (en los ejemplos anteriores) muestra efectos superiores y significativamente diferentes
sobre el desarrollo y la maduracion intestinal en comparacion con la Dieta C, es evidente que estos efectos de
desarrollo y maduracidn intestinal potenciados no estan relacionados, o asociados, con el efecto de reduccién de la
formacion de jabon de calcio.

Eiemplo 5: El efecto de la mezcla de grasas sobre la proliferacién y la diferenciacién de células Caco-2

El efecto de una mezcla de grasas sobre la proliferacion y la diferenciacion en cultivo histico se examiné en células
Caco-2 La linea celular Caco-2 se ha usado hasta la fecha en muchos estudios cualitativos y cuantitativos como un
modelo celular epitelial intestinal in vitro. Las células se cultivan en insertos permeables a partir de uniones
estrechas y logran varias de las caracteristicas morfolégicas y funciones de enterocitos del intestino delgado
(Artursson P., Karlsson J., 1991, Biochem. Biophys. Res. Commun., Vol 175, 880-885). Este sistema de modelo
celular demuestra el efecto positivo de un suplemento de grasa de la invencién sobre la maduracion intestinal, a
través de la proliferacion celular y la permeabilidad paracelular.

Disefio del estudio

Las células Caco-2, que se originan a partir de carcinoma colorrectal humano, se proporcionaron por parte de la
ATCC (Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo, ATCC® Nimero HTB-37).

Las células se propagaron en medio de crecimiento de Caco-2 en condiciones estériles. Las células se subcultivaron
dos veces antes del tratamiento. Los cultivos de células se incubarona 37 +1°C,5+ 0,5 % de CO2y el 95+ 5 % de
humedad, en recipientes de plastico (NUNC). La diferenciacién y la maduracién celular de Caco-2 se evaluaron
mediante confluencia celular y transporte paracelular.
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Confluenciay transporte paracelular

La confluencia y el transporte paracelular se midieron en células Caco-2 sembradas en insertos de membrana de
poliéster. La confluencia y la diferenciacion de la monocapa de células en los insertos de membrana se midieron los
dias 7 y 9 después de la siembra mediante la evaluacién de las mediciones de resistencia eléctrica transepitelial
(TEER). Las mediciones de TEER se han establecido universalmente como el procedimiento mas conveniente,
fiable y no destructivo para evaluar y realizar un seguimiento del crecimiento de cultivos de tejidos epiteliales in vitro.
La confluencia de la monocapa celular, que es un modelo para evaluar la madurez intestinal se determina mediante
un aumento en TEER. La TEER se midié usando el electrodo Millicell-ERS (Millipore) durante la incubacién de las
células en medio de crecimiento que contenia 2 uM de los productos analizados:

(i) suplemento de aceite que contiene un contenido bajo de acido palmitico (8 % del total de acidos grasos con
aproximadamente el 10 % de los mismos en la posicién sn-2) (LPO: véase la Tabla 11).

(i) Mezcla de grasas 7 que contiene un contenido alto de &acido palmitico (20 % del total de 4cidos grasas con
aproximadamente el 50 % en la posicion sn-2) (véase la tabla 2).

Tabla 11: composicién de acidos grasos de un aceite suplementario y una mezcla de grasas (% del total de acidos
grasos) antes de la dilucion de concentraciones del ensayo final

Acido graso (como % del total | Aceite con un contenido alto Aceite con un contenido bajo

de &cidos grasos) de acido palmitico enriquecido | de &cido palmitico
en sn-2

C8 0,6 1,1

C1o0 0,6 1,0

C12 8,7 14,05

Cl14 3,5 4,9

C16 21 8,3

C16:0 en sn-2 del total de acidos | 31,8 2,9

grasos en sn-2

Relacion (%) de &cido palmitico | 50,5 11,9

en sn-2 del total de 4cido

palmitico

Ci16:1 0,00 0,1

C18 2,6 2,6

C18:1 44,4 47,6

C18:2 16,4 18,1

C18:3 15 1,6

C20 0,2 0,3

C20:1 0,3 0,4

Todos los numeros representan % (p/p), excepto la relacion que se define como %. C16:0 representa el contenido
total de acido palmitico. C16:0 en sn-2 representa el % de &cido palmitico en sn-2 del total de acidos grasos en la
posicion sn-2. La relacion significa el % de &cido palmitico en sn-2 del total de &cido palmitico {(% de palmitico en
sn-2 del total de acidos grasos en la posicién sn-2) / 3)/(% de acido palmitico total)}x100.

Resultados
Parametros de confluencia

Siete dias despues de la siembra, el valor de TEER de las células Caco-2 en presencia de aceite LPO, fue de 233+
59 ohms/cm?. Después de dos dias adicionales, es decir el dia 9 despues de la siembra, el valor de TEER de células
Caco-2 aument6 119,4 (Fig 4B) y alcanzé 352,5+ 37 ohms/cm? (Fig 4A). En presencia de la mezcla de grasas 7,
siete dias después de la siembra, el valor de TEER de células Caco-2 fue de 330 + 11 ohms/cm y después de dos
dias adicionales de 389 + 26 ohms/cm?® (Fig 4A), es decir aumento 59,2 (Fig. 4B) ohms/cm?. Las mediciones de
TEER de las células de control mostraron 325 + 12 ohms/cm? y 432 + 11, los dias 7 y 9 después de la siembra,
correspondientemente, (Fig4A); un aumento total de 107,2 ohms/cm?, es decir, mas que con la presencia de la
mezcla de grasa 7 (Fig 4B). Como la tasa de crecimiento de la capa satura la monocapa completa cercana, los
cambios en el aceite LPO, que son los mas altos, indicaron que son los menos diferenciados de los tres aceites.

Conclusién: el modelo in vitro muestra que la incubacion con la Mezcla de grasas 7 no interfiere en la proliferacion
y la diferenciacion de las células Caco-2, al contrario que la incubacién con un aceite con un bajo contenido en acido
palmitico. Los resultados indican que la mezcla de grasas 7 promueve el desarrollo intestinal y acelera la
maduracion, mientras que un aceite con un contenido bajo en acido palmitico interfiere en el desarrollo intestinal.
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Ejemplo 6 El efecto del contenido de acido palmitico en |la dieta sobre la recuperacién vy el tratamiento del
sindrome del intestino corto en un modelo animal.

El efecto de dietas con contenidos diferentes de acido palmitico sobre la prevencion y el tratamiento del sindrome
del intestino corto, asi como la maduracion y adaptacion intestinal mejorada se investiga en un estudio de modelo
animal.

Disefio del estudio

Los animales después de bien una transeccién intestinal con reanastomosis o bien una reseccion parcial del
intestino delgado se asignaron aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que se diferencian solo en su contenido
en acido palmitico. Después de un periodo de alimentacién, los animales se sacrificaron y se estudiaron los
parametros histoldgicos del intestino y la proliferacién y apoptosis de enterocitos.

El estudio se realizé en dos fases

1. En la primera fase, el tratamiento alimenticio se administré antes y después de la induccion de sindrome del
intestino corto y se realizé un seguimiento del efecto de las diferentes dietas sobre la recuperacion del sindrome.

2. En la segunda fase, el tratamiento alimenticio se administr6 después de la induccién de sindrome del intestino
corto y se realizé un seguimiento del efecto de las diferentes dietas para mejorar la recuperacion de la adaptacion
intestinal del sindrome.

Dietas

Todas las dietas son idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo en el contenido de &cido
palmitico:

1. Dieta I: Dieta con aceite con al menos el 15% de acido palmitico, del que al menos el 33 % esté esterificado en
la posicion sn-2;

2. Dieta Il: Dieta con aceite con al menos el 15 % de &cido palmitico, del que aproximadamente el 10 % esta
esterificado en la posicion sn-2;

3. Dieta con aceite con aproximadamente el 8 % de acido palmitico, del que aproximadamente el 10 % esta
esterificado en la posicion sn-2.

Operacion

Los animales se anestesian y se operan; el abdomen se abre mediante una incisién en la linea media. En animales
que experimentan una reseccién parcial del intestino delgado, se realiza una reseccién del 75 %, preservando la
arcada vascular y dejando 5 cm de yeyuno proximal y 10 cm de ileon distal. La continuidad intestinal se restaura
mediante una anastomosis de capa Unica de extremo a extremo. En animales que se someten a transeccion
intestinal con reanastomosis, el intestino se divide y se somete a anastomosis sin reseccién. Después de la
laparotomia, todos los animales tienen acceso a agua durante las primeras 24 h después de la operacion (Sukhotnik
y col., 2004, Pediatr Surg Int Vol 20 (4): 235-239).

Consumo de alimento

Durante el periodo de alimentacién, antes y después de la operacion, se pesan el peso corporal y la comida no
consumida. La ingesta de alimento se calcula y se expresa como gramos por dia. La ingesta de energia y de grasa
se calculan de forma correspondiente a la cantidad de alimento ingerido.

El estudio demuestra que la exposicién temprana de un animal a la Dieta | tiene como consecuencia un aumento de
la recuperacion del sindrome del intestino corto. Ademas, la exposicion de animales después de la induccion de
sindrome del intestino corto a la Dieta | tiene como consecuencia un aumento en los pesos de la pared intestinal
general y de la mucosa y tasas de recuperacion mejores del sindrome del intestino corto tal como se muestra
mediante la mejora de la adaptacién de la mucosa después de la reseccion/induccion del intestino. Los animales que
reciben la Dieta | tienen unas respuestas de hiperplasia de la mucosa mayores en el intestino remanente y efectos
estimulantes superiores sobre la recrecimiento del intestino en comparacion con animales que reciben otras dietas.

Ejemplo 7: El efecto del contenido de acido palmitico en la dieta sobre la prevenciéon y el tratamiento de
enterocolitis necrotizante (NEC) en un modelo animal.

El efecto de dietas con diferentes contenidos de acido palmitico sobre la prevencion y el tratamiento de enterocolitis
necrotizante (NEC) se investiga en un estudio de modelo animal prematuro alimentado con leche artificial de hipoxia-
hipotermia.
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Disefio del estudio

Los animales se asignan aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que difieren solo en su contenido en acido
palmitico.

El estudio se realiza en dos fases

1. En la primera fase, después de un periodo de alimentacién los animales se someten a induccion de NEC
mediante el procedimiento de hipoxia-hipotermia; se realiza un seguimiento del efecto de las diferentes dietas
sobre la incidencia y la gravedad del NEC y la tasa de supervivencia.

2. En la segunda fase, el tratamiento alimenticio se administra después de la inducciéon de NEC y se realiza un
seguimiento del efecto de las diferentes dietas para mejorar la recuperacién intestinal.

Procedimiento de induccién de NEC

Se desarrolla NEC experimental mediante el procedimiento siguiente: las crias recién nacidas, comenzando a partir
de las 2 h de edad y después cada 12 h, se desafian con hipoxia respirando el gas nitrégeno al 100 % en una
camara de pléstico transparente cerrada durante 60 s, seguido por una hipotermia, exposicion al frio a 4 °C durante
10 min.

Dietas

Todas las dietas son idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo en el contenido de acido
palmitico:

1. Dieta I: Dieta con aceite con al menos el 15% de &cido palmitico, del que al menos el 33 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

2. Dieta Il: Dieta con aceite con al menos el 15% de &cido palmitico, del que al menos el 10% esté esterificado en
la posicion sn-2;

3. Dieta llI: Dieta con aceite con aproximadamente el 8 % de acido palmitico, del que aproximadamente el 10 %
est4 esterificado en la posicién sn-2;

Analisis

Para estudiar la incidencia y la gravedad de la NEC, la primera alimentacion con las dietas analizadas comienza a
las 24 h de edad. Las crias se asignan aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que difieren solo en su
contenido en acido palmitico. Los animales se alimentan desde el nacimiento mediante sonda orogastrica. Todas las
crias se observan cada hora para determinar signos clinicos de NEC tales como distension abdominal, dificultad
respiratoria y letargo. 96 horas después del nacimiento, o con signos de enfermedad, las crias se sacrifican
mediante decapitacién (Travadi y col., 2006, Pediatr Res. Vol 60(2): 185-9). Después de la eutanasia, se procesa el
tejido intestinal de los animales y se examina para determinar la evaluacién macroscépica e histol6gica de los dafios
(NEC).

Para estudiar los efectos de dietas sobre la recuperacion intestinal, los animales se alimentan con las diferentes
dietas después de la induccion de NEC. Se estudian la migracion (restitucion) y la proliferacion de células epiteliales
intestinales, que son elementos clave en la recuperacion de la lesion intestinal.

Para investigar el efecto de diferentes dietas sobre la proliferacién y la migracién de enterocitos, se administra por
via intraperitoneal bromodesoxiuridina 18 horas después del sacrificio, con el intestino sometido a
inmuinohistoquimica de bromodesoxiuridina (Feng J, Besner GE., 2007, J Pediatr Surg. Vol ;42(1):214-20).

El estudio demostrd que la exposicion temprana de un animal a la Dieta | tuvo como consecuencia una reduccion de
la incidencia y de la gravedad de la NEC. Ademas, la exposicion de animales que desarrollaron signos clinicos de
enfermedad de NEC a la Dieta |, tuvo como consecuencia la prevencion de los dafios de la integridad intestinal
general o de la pérdida de mucosa. Los animales que reciben la Dieta | muestran unos cambios de NEC patoldgicos
menos profundos en comparacion con animales que reciben otras dietas.

La capacidad de una concentracion alta de acido palmitico en la posicion sn-2 para proteger los intestinos de NEC
se debe, en parte, a su capacidad para preservar la migracion y la proliferacion de enterocitos.

Ejemplo 8: El efecto del contenido de acido palmitico en una dieta sobre la prevencién y el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del intestino en un modelo animal.

El efecto de dietas con contenidos diferentes de acido palmitico sobre la prevencién y el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del intestino, tales como la enfermedad de Crohn (CD) y colitis ulcerosa (UC) se
investiga en un estudio de modelo animal.
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Disefio del estudio

Los animales que desarrollan enfermedades inflamatorias del intestino mediante la administracién de dextrano
sulfato de sodio (DSS) en el agua de bebida se asignaron aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que difieren
solo en su contenido en acido palmitico.

El estudio se realizd en dos fases

1. En la primera fase, después del periodo de tratamiento alimenticio, se afiadié6 DSS al agua de bebida de los
animales y se realizé un seguimiento del efecto de las diferentes dietas sobre la prevencion o la reduccion de la
incidencia o la gravedad de enfermedades inflamatorias del intestino.

2. En la segunda fase, el tratamiento alimenticio se administra después de la administracién de DSS en el agua de
bebida del animal y se estudia el efecto de las diferentes dietas para mejorar la recuperacion de las enfermedades
inflamatorias del intestino.

Dietas

Todas las dietas son idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo en el contenido de &cido
palmitico:

1. Dieta I: Dieta con aceite con al menos el 15 % de acido palmitico, del que al menos el 33 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

2. Dieta II: Dieta con aceite con al menos el 15 % de &cido palmitico, del que al menos el 10 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

3. Dieta llI: Dieta con aceite con aproximadamente el 8 % de &cido palmitico, del que aproximadamente el 10 %
est4 esterificado en la posicién sn-2.

Induccién de enfermedades inflamatorias del intestino

La administracion de DSS en el agua de bebida de los roedores se usa ampliamente como un modelo de UC
experimental debido a que tiene como consecuencia una colitis aguda y crénica y comparte caracteristicas clinicas e
hispatoldgicas con la UC humana. El DSS es un polimero sulfatado que induce una lesion de la mucosa parcheada
de un modo dependiente de la dosis. También induce inflamacion, inicialmente a través del efecto tdxico directo
sobre células epiteliales, conduciendo, por lo tanto, al desarrollo de colitis severa (Vicario y col., 2007, J Nutr.;Vol
137(8): 1931-7).

Consumo de alimento

Durante el periodo de alimentacion, se pesan el peso corporal y el alimento no consumido. La ingesta de alimento se
calcula y se expresa como gramos por dia. La ingesta de energia y de grasa se calculan de forma correspondiente a
la cantidad de alimento ingerido.

Analisis

Para el estudio de prevencion, los animales se asignaron aleatoriamente a las diferentes dietas. Después del
periodo de alimentacién, cada grupo se divide aleatoriamente en dos grupos experimentales, uno recibe DSS en el
agua de bebida y el otro recibe solo agua del grifo y se realiza un seguimiento de la incidencia y la gravedad de la
enfermedad inflamatoria del intestino, midiendo la produccién de algunos mediadores implicados en la respuesta
inflamatoria del intestino, tal como leucotrieno B(4) (LTB(4)), factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa) y 6xido nitrico
(NO) (Camuesco D, 2005, J Nutr. Vol;135(4):687-94).

Para el estudio del tratamiento, los supervivientes de la enfermedad inflamatoria del intestino se asignaron
aleatoriamente a grupos de dietas y se alimentaron con las diferentes dietas. Después de un periodo de tratamiento,
se realiz6 un seguimiento de los animales para determinar hallazgos clinicos (pérdida de peso corporal, diarrea
sanguinolenta, actividad fisica reducida, anemia severa, longitud del colon acortada y lesién perianal (Kishimoto S,
2000, Dig Dis Sci. Vol ;45(8):1608-16).

Los animales se sacrificaron y se evalué la adaptacion intestinal mediante hallazgos histopatoldgicos (evaluacion de
la lesién patolégica) y analisis de la altura de la vellosidad de la mucosa (VH), profundidad de la cripta (CD), altura
total de la mucosa, incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU), un indice de la proliferacion celular, y contenido de
ADN de espesor completo y proteina como medidas del crecimiento adaptativo del intestino (Evans ME, 2005, JPEN
J Parenter Enteral Nutr. Vol ;29(5):315-20).

El estudio demuestra que la exposicion temprana de un animal a la Dieta | tiene como consecuencia una reduccion
de la aparicion de enfermedades inflamatorias del intestino. Ademas, la alimentacién de los animales después de la
induccion de enfermedades inflamatorias del intestino con la Dieta | tuvo como consecuencia en primer lugar
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eventos de disminucién que tuvieron lugar en la mucosa coldnica (rotura de la barrera de la mucosa epitelial y mayor
infiltracién de neutrdfilos) y ademas, una disminucion de la induccién de colitis severa con diarrea y lesiones de la
mucosa coloénica. La alteracion positiva total en la funcién de la mucosa y la inflamacién se indica después de la
alimentacion de los animales con la Dieta I.

Eiemplo 9: El efecto del contenido de &cido palmitico sobre el consumo de energia asociado con el sindrome
del intestino corto en un modelo animal.

El efecto de dietas con diferentes contenidos de acido palmitico sobre la absorcién de energia, la ingestién calérica y
la mala absorcion de grasa asociadas con el sindrome del intestino corto se investigd en un estudio de modelo
animal.

Disefio del estudio

Los animales después de induccion del sindrome del intestino corto mediante una reseccién parcial del intestino
delgado se asignaron aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que se diferencian solo en su contenido en &cido
palmitico. Después de la alimentacién, se realiz6 un seguimiento del efecto de las diferentes dietas sobre la
absorcion defectuosa de grasas y la absorcion intestinal. Se asume comUnmente que cuando se mejoran los
sintomas gastrointestinales, la cantidad de energia disponible de la dieta se mejora.

Operacion

Los animales se anestesian y se operan; el abdomen se abre mediante una incision en la linea media. En animales
gue experimentan una reseccion parcial del intestino delgado, se realiza una reseccion del 75 %, preservando la
arcada vascular y dejando 5 cm de yeyuno proximal y 10 cm de ileon distal. La continuidad intestinal se restaura
mediante una anastomosis de capa Unica de extremo a extremo. En animales que se someten a transeccion
intestinal con reanastomosis, el intestino se divide y se somete a anastomosis sin reseccion. Después de la
laparotomia, todos los animales tienen acceso a agua durante las primeras 24 h después de la operacion (Sukhotnik
y col., 2004, Pediatr Surg Int Vol 20 (4): 235-239).

Consumo de alimento

Durante el periodo de alimentacion, antes y después de la operacion, se pesan el peso corporal y la comida no
consumida. La ingesta de alimento se calcula y se expresa como gramos por dia.

Analisis

Se determina la pérdida energética en las deposiciones y se determinan las fuentes de energia dentro de las
deposiciones.

Después del tratamiento alimenticio, se recogen muestras de deposiciones, que son registros de alimento. Los
excrementos se analizan para determinar la energia global, el nitrégeno total y la concentracion de acidos grasos.
Se analiz6 la excrecion caldrica total. El contenido de energia por gramo de las muestras de deposiciones se mide
mediante calorimetria de bomba balistica (Miller PS, Payne PR. 1959, A ballistic bomb calorimeter. Br. J Nutr;Vol
13:501-8) sobre una muestra de deposiciones secas congeladas. (Murphy y col., 1991, Archives of Disease in
Childhood; Vol 66: 495-500).

Dietas

Todas las dietas son idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo en el contenido de &cido
palmitico:

1. Dieta I: Dieta con aceite con al menos el 15 % de acido palmitico, del que al menos el 33 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

2. Dieta II: Dieta con aceite con al menos el 15 % de acido palmitico, del que al menos el 10 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

3. Dieta llI: Dieta con aceite con aproximadamente el 8 % de &cido palmitico, del que aproximadamente el 10 %
est4 esterificado en la posicién sn-2.

Los estudios demuestran que la Dieta | tiene como consecuencia una mejora en la absorcion defectuosa de grasa
continua y la ingesta de energia y una extraccion de energia de las deposiciones reducida en el sindrome del
intestino corto.

Ademas, la exposicion de animales después de la induccion del sindrome del intestino corto a la Dieta | tiene como
consecuencia unas tasas de recuperacion mejoras del sindrome del intestino corto.
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Ejemplo 10: El efecto del contenido de acido palmitico en una dieta sobre la prevencién de alteraciones en la
permeabilidad intestinal asociadas con enfermedades inflamatorias del intestino en un modelo animal.

El efecto de dietas con contenidos diferentes de acido palmitico sobre la prevencién de alteraciones en la
permeabilidad intestinal asociadas con enfermedades inflamatorias del intestino, tales como la enfermedad de Crohn
(CD) y caolitis ulcerosa (UC) se investiga en un estudio de modelo animal.

Disefio del estudio

Los animales que desarrollan enfermedades inflamatorias del intestino mediante la administracion de dextrano
sulfato de sodio (DSS) en el agua de bebida se asignan aleatoriamente a uno de los grupos de dietas que difieren
solo en su contenido en acido palmitico. El tratamiento alimenticio se administra después de la administracién de
DSS y se estudia el efecto de las diferentes dietas sobre la permeabilidad intestinal usando pérdidas de
lipopolisacaridios bacterianos (LPS) del intestino mediante examen de los niveles de LPS en sangre después de
aplicar la carga intestinal.

Dietas

Todas las dietas son idénticas con respecto al contenido de nutrientes y se diferencian solo en el contenido de acido
palmitico:

1. Dieta I: Dieta con aceite con al menos el 15 % de acido palmitico, del que al menos el 33 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

2. Dieta II: Dieta con aceite con al menos el 15 % de &cido palmitico, del que al menos el 10 % esta esterificado en
la posicion sn-2;

3. Dieta llI: Dieta con aceite con aproximadamente el 8 % de &cido palmitico, del que aproximadamente el 10 %
est4 esterificado en la posicién sn-2.

Induccién de enfermedades inflamatorias del intestino

La administracién de DSS en el agua de bebida de los roedores se usa ampliamente como un modelo experimental
debido a que tiene como consecuencia una colitis aguda y cronica y comparte caracteristicas clinicas e
hispatoldgicas con la UC humana. El DSS es un polimero sulfatado que induce una lesion circunscrita a la mucosa
de un modo dependiente de la dosis. También induce inflamacion, inicialmente a través del efecto tdxico directo
sobre células epiteliales, provocando, por lo tanto, al desarrollo de colitis severa (Vicario y col., 2007, J Nutr.;Vol
137(8): 1931-7).

Consumo de alimento

Durante el periodo de alimentacion, se pesan el peso corporal y el alimento no consumido. El consumo de alimento
se calcula y se expres6 como gramos por dia. La energia y el consumo de grasa se calculan de forma
correspondiente a la cantidad de alimento ingerido.

Analisis

Los supervivientes de la enfermedad inflamatoria del intestino se asignan aleatoriamente a grupos de dietas y se
alimentan con las diferentes dietas. Después de un periodo de tratamiento, se realiza un seguimiento de los
animales para determinar hallazgos clinicos (pérdida de peso corporal, diarrea sanguinolenta, actividad fisica
reducida, anemia severa, longitud del colon acortada y lesion perianal (Kishimoto S, 2000, Dig Dis Sci. Vol ;45
(8):1608-16) y se preformd el ensayo de permeabilidad intestinal.

Ensayo de permeabilidad intestinal

Para evaluar el efecto de las diferentes dietas sobre la permeabilidad intestinal, se estudia la pérdida de
lipopolisacéaridos bacterianos (LPS; Escherichia coli serotipo 0111:B4; Sigma-Aldrich) desde el intestino examinando
los niveles en sangre de LPS después de aplicar la carga intestinal. El LPS se proporciona a los animales mediante
sonda. Treinta minutos después de la carga con LPS, los animales se sacrifican, y se recoge la sangre para el
andlisis mediante el ensayo de endotoxima usando el kit de lisado de ameobocituos limulus (LAL) (Bio Whittaker,
Walkersville, MD) (Lambert y col., 2003, J Pharmacol Exp Ther. Vol ;305(3):880-6).

La alimentacién de los animales después de la induccion de enfermedades inflamatorias del intestino con la Dieta |
dio como resultado la prevencion del aumento de la permeabilidad intestinal. La alimentacién con la Dieta | es
causante de una reduccion de los niveles de endotoxina en plasma en comparacién con la Dieta | y la Dieta Il. Los
resultados muestran que el intestino de animales alimentados con la Dieta | es capaz de restaurar disminuciones en
la funcién de barrera durante la recuperacion de la enfermedad inflamatoria del intestino.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de lipidos que comprende al menos un triglicérido sintético de la férmula | siguiente:

OR,

CH

OR1—C/ \C—OR3 (l)
H; Ha

en la que R1, R2 y Rz pueden ser idénticos o diferentes y se seleccionan cada uno independientemente de entre H o
un grupo acilo, en los que dicho grupo acilo se selecciona de un grupo constituido por restos de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, y siendo el contenido total de restos de acido palmitico de
aproximadamente el 15 % a aproximadamente el 55 % del total de restos de &cidos grasos en la composicion, para
usar en la prevencion y el tratamiento del sindrome del intestino corto, enfermedades inflamatorias del intestino y
enterocolitis necrosante, y para usar en la promocion del desarrollo, la maduracion, la adaptacion y la diferenciacion
intestinal.

2. Composicion para usar segun la reivindicacion 1, en la que R es un resto de &cido graso saturado.
3. Composicidn para usar segun la reivindicacion 2, en la que el &cido graso saturado es un resto de &cido palmitico.

4. Composicion para usar segun la reivindicacion 1, en la que al menos el 13 % del total de &cidos grasos en la
posicion sn-2 del esqueleto del triglicérido son restos de acido palmitico.

5. Composicién para usar segun la reivindicacion 1, en la que al menos el 30 % del total de restos de &cido palmitico
estan unidos en la posicion sn-2 del esqueleto del triglicérido.

6. Composicion para usar segun la reivindicacién 1, en la que R1 y Rz son restos de acidos grasos insaturados.

7. Composicion para usar segun la reivindicacion 6, en la que al menos el 50 % del total de restos de acidos grasos
en las posiciones sn-1y sn-3 del esqueleto del triglicérido estan insaturados.

8. Composicion para usar segun la reivindicacion 7, en la que al menos el 35 % del total de restos de &cidos grasos
insaturados en las posiciones sn-1y sn-3 son restos de &cido oleico.

9. Composicién para usar segun la reivindicacion 8, en la que al menos el 4 % de dichos restos de &cidos grasos
insaturados en las posiciones sn-1y sn-3 son restos de &cido linoleico.

10. Composicién para usar segun la reivindicacion 9, en la que al menos el 6 % de dichos restos de acidos grasos
insaturados en las posiciones sn-1 y sn-3 son restos de &cido linoleico.

11. Composicion para usar segun la reivindicacion 1, en la que los lipidos estan constituidos por
0-10 % de acidos grasos C8:0 del total de acidos grasos;
0-10 % de acidos grasos C10:0 del total de acidos grasos;
0-22 % de &cidos grasos C12:0 del total de acidos grasos;
0-15 % de &cidos grasos C14:0 del total de acidos grasos;
15-55 % de acidos grasos C16:0 del total de acidos grasos; de los que al menos el 30 % estan en la posicion sn-2;
1-7 % de acidos grasos C18:0 del total de acidos grasos;
20-75 % de acidos grasos C18:1 del total de acidos grasos;
2-40 % de acidos grasos C18:2 del total de acidos grasos;
0-8 % de acidos grasos C18:3 del total de acidos grasos;

otros acidos grasos estan presentes en niveles inferiores al 8 % del total de acido grasos.
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12. Composicion para usar segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, estando preparada dicha
composicion de lipidos a partir de una fuente natural, sintética o semisintética.

13. Composicion para usar segin la reivindicacion 12, en la que la produccion de dicha composicion de lipidos
implica una catalisis enzimatica.

14. Composicion para usar segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicién es una composicion nutricional,
una composicion farmacéutica, una composicién nutracéutica o un alimento funcional.

15. Composiciéon para usar segun la reivindicacion 14, estando seleccionada dicha composicién nutricional de
sucedaneo de grasa de leche humana, leche artificial para nifios, producto lacteo, helado, galleta, producto de soja,
productos de panaderia, de pasteleria y pan, salsas, sopas, alimento preparado, alimento congelado, condimento,
golosina, aceites y grasas, margarina, producto para untar, relleno, cereal, producto instantaneo, alimento para
bebés, alimento para nifios pequefios, barrita, aperitivo, dulce y producto de chocolate.
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Peso de la mucosa
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Apariencia microscépica
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Proliferacion celular
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9 dias despues de la siembra
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