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DESCRIPCION
Intervencion nutricional para mejorar la funcion y resistencia muscular

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos nim.61/121,065 presentada
el 9 de diciembre de 2008y en la presente descripcion se incorpora la solicitud de patente provisional por referencia.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) y vitamina D, y a
métodos para usar una combinacion de HMB y vitamina D para mejorar la masa, la resistencia o la funcionalidad muscular.

2. Antecedentes
HMB

El dnico producto del metabolismo de la leucina es el cetoisocaproato (KIC). Un producto secundario del metabolismo del
KIC es el B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB). Se descubrié que el HMB es util en el contexto de una variedad de aplicaciones.
Especificamente, en la Patente de Estados Unidos nim. 5,360,613 (Nissen), el HMB se describe como util para reducir
los niveles de colesterol total y colesterol de lipoproteinas de baja densidad en sangre. En la patente de Estados Unidos
num. 5,348,979 (Nissen y otros), el HMB se describe como util para promover la retencion de nitrogeno en humanos. La
patente de Estados Unidos num. 5,028,440 (Nissen) aborda la utilidad del HMB para aumentar el desarrollo de tejido
magro en animales. Ademas, en la patente de Estados Unidos nim. 4,992,470 (Nissen), el HMB se describe como eficaz
para potenciar la respuesta inmune de los mamiferos. La patente de Estados Unidos nam. 6,031,000 (Nissen y otros)
describe el uso del HMB y al menos un aminoacido para tratar el desgaste asociado a la enfermedad.

Previamente se observé que el HMB solo o en combinacion con otros aminoacidos es un complemento eficaz para
restaurar la fuerza y la funciéon muscular en atletas jovenes. Ademas, se ha observado que el HMB en combinacion con
dos aminoacidos, glutamina vy lisina, es eficaz para aumentar la masa muscular en personas de edad avanzada.

El HMB es un metabolito activo del aminoacido leucina. El uso del HMB para suprimir la protedlisis tiene su origen en las
observaciones de que la leucina tiene caracteristicas de preservacion de proteinas (1-4). El aminoacido esencial leucina
puede usarse para la sintesis de proteinas o transaminarse al a-cetoacido (a-cetoisocaproato, KIC)(1, 3). En una ruta, el
KIC puede oxidarse a HMB. Aproximadamente el 5% de la oxidacion de la leucina procede a través de la segunda ruta
(5). El HMB es superior a la leucina en cuanto a la mejora de la masa y la resistencia muscular. Los efectos 6ptimos del
HMB pueden lograrse utilizando 3,0 gramos por dia, o 0,38 g/kg de peso corporal por dia, mientras que los de la leucina
requieren mas de 30,0 gramos por dia (3).

Una vez producido o ingerido, el HMB parece tener dos destinos. El primer destino es la excrecion simple en la orina.
Después de que se administra HMB, las concentraciones en orina aumentan, lo que conlleva a una pérdida del HMB en
la orina de aproximadamente 20-50% (4, 6). Otro destino se relaciona con la activacion del HMB a HMB-CoA (7-16). Una
vez convertido a HMB-CoA, puede producirse un metabolismo posterior, ya sea deshidratacion del HMIB-CoA a MC-CoA,
o la conversion directa del HMB-CoA a HMG-CoA (17), que proporciona sustratos para la sintesis de colesterol intracelular.
Varios estudios demuestran que el HMB se incorpora a la ruta sintética del colesterol (12, 16, 18-20) y podria ser una
fuente de nuevas membranas celulares que se utilizan para la regeneracion de membranas celulares dafadas (3). Los
estudios en humanos demuestran que el dafio muscular después del ejercicio intenso, medido por la elevacion de la CPK
(creatina fosfoquinasa) plasmatica, se reduce con la administracion de suplementos de HMB en las primeras 48 horas. El
efecto protector del HMB dura hasta tres semanas con el uso diario continuo (21-23).

Los estudios in vitro en musculo de rata aislado muestran que el HMB es un potente inhibidor de la protedlisis muscular
(24) especialmente durante periodos de estrés. Estos hallazgos se han confirmado en humanos; por ejemplo, el HVMB
inhibe la protedlisis muscular en sujetos que participan en entrenamiento de resistencia (4). Los resultados se han
duplicado en muchos estudios (25) (21-23, 26-28).

Recientemente se informd sobre los mecanismos moleculares por los cuales el HMB disminuye la degradacion de
proteinas y aumenta la sintesis de proteinas (29-31, 31-33). En ratones que portan el tumor inductor de caquexia MAC16,
el HMB atenu6 la degradacioén de proteinas a través de la regulacion negativa de activadores clave de la ruta ubiquitina-
proteosoma (30). Ademas, el HMB atenué la activacion del factor inductor de la protedlisis (PIF) y aumenté la expresion
génica de la ruta ubiquitina-proteasoma en miotubos murinos, reduciendo de esta manera la degradacion de proteinas
(31). EI PIF inhibe la sintesis de proteinas en miotubos murinos en un 50% y el HMB atenuda esta disminucion en la sintesis
de proteinas (29). Eley y otros demostraron que el HMB aumenta la sintesis de proteinas por varios mecanismos,
incluyendo la regulacion negativa de la fosforilaciéon del factor 2 de inicio eucaridtico (elF2) mediante un efecto sobre la
proteina quinasa dependiente de dsRNA (PKR) y la regulaciéon positiva de la ruta del blanco de la rapamicina en
mamiferos/proteina cinasa de 70-kDa de la proteina S6 (mTOR/p70%¢). El resultado final es un aumento de la fosforilacion
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de la proteina de unién a 4E (4E-BP1) y un aumento en el complejo elF4G-elF4E activo. La leucina comparte muchos de
estos mecanismos con el HMB, pero el HMB parece ser mas potente para estimular la sintesis de proteinas (29).

El HMB también puede aumentar la sintesis de proteinas al atenuar la ruta comun que media los efectos de otros factores
catabdlicos como lipopolisacarido (LPS), factor de necrosis tumoral-a/interferén-y (TNF-a/IPN-y) y angiotensina Il (Ang Il)
(32, 33). El HMB actua atenuando la activacion de las caspasas-3 y -8, y la posterior atenuacion de la activacion de PKR
y la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la regulacion a la baja de la proteina quinasa activada
por mitégeno p38 (p38MAPK). Se conoce que el aumento de la formacién de ROS induce la degradacion de proteinas a
través de la ruta ubiquitina-proteasoma. EI HMB consigue esta atenuacion a través de la autofosforilacion de PKR y la
posterior fosforilacion del elF2a, y en parte, a través de la activacion de la ruta mTOR.

Numerosos estudios demuestran que una dosis eficaz de HMB es 3.0 gramos por dia como CaHMB (~38 mg/kg de peso
corporal-dia™). Esta dosificacion aumenta la masa muscular y el incremento de resistencia asociado con el entrenamiento
de resistencia, mientras que minimiza el dafio muscular asociado con el ejercicio vigoroso (34) (4, 23, 26). La seguridad
del HMB ha sido comprobada, mostrando que no muestra efectos secundarios en adultos jovenes o adultos sanos (35-
37). También se demostrod la seguridad del HMB en combinacién con L-arginina y L-glutamina cuando se suministra a
pacientes con AIDS y cancer (38).

Los estudios en humanos también demuestran que la suplementacion dietética con 3 gramos de CaHMB por dia mas
aminoacidos atenua la pérdida de masa muscular en diversas enfermedades, como el cancer y AIDS. (3, 4, 26, 34, 39,
40) Un meta-analisis de suplementos para aumentar la masa magra y la resistencia con entrenamiento con pesas mostré
que el HMB es uno de los Unicos 2 suplementos dietéticos que aumentan la masa magra y la resistencia con el ejercicio
(34). Mas recientemente, se demostré que el HMB y los aminoacidos arginina y lisina aumentaron la masa magra en una
poblacion anciana que no realiza ejercicio, en un estudio de un afio.

Vitamina D

La vitamina D se asocia clasicamente con el metabolismo del calcio y el fésforo y la resistencia 6sea. Hasta hace poco,
se definié un nivel adecuado de vitamina D usando el raquitismo por deficiencia de vitamina D. Mientras que el 1,250H »-
VitD3 es el metabolito activo de la vitamina D, una medida del estado de la vitamina D ampliamente aceptada es el 25-OH
VitD3 que circula en el suero (sangre). Un nivel de sangre circulante entre 10 y 15 ng de 25-OH VitDs/mL causara
raquitismo en niflos pequefios y se acepta como un nivel de deficiencia de la vitamina D. La vitamina D puede sintetizarse
por humanos con una exposicion adecuada al sol o puede obtenerse a través de la dieta y a través de suplementos
dietéticos. Muchos factores influyen en la cantidad y efectividad de la vitamina D que se encuentra en el cuerpo. Estos
factores incluyen la ingesta dietética, la exposicion al sol, el nimero de receptores de vitamina D (VDR), la velocidad de
conversion de colecalciferol a 250HD vy finalmente la conversion de 25-OH VitD3 a 1,250H,-VitDs.

La mayoria de la poblacién de las latitudes septentrionales (la mayoria de los Estados Unidos) no produce vitamina D en
el invierno independientemente de la exposicion al sol porque los rayos ultravioleta B del sol no llegan a la tierra durante
ese tiempo y, por lo tanto, la Unica fuente de vitamina D es dietética (42). Como la 25 hidroxilacion ocurre en el higado y
la 1 hidroxilacion ocurre principalmente en el rifidn, estos dos 6rganos juegan un papel importante en la determinacién de
los niveles circulantes de vitamina D, y el funcionamiento de estos érganos y por lo tanto el estado de la vitamina D tiende
a disminuir con la edad (42).

En una revision reciente, Holick detalla investigaciones que muestran que los niveles circulantes de 25-OH VitD3 deben
alcanzar hasta 30-40 ng/ml antes de que los niveles de la hormona paratiroidea (PTH) comiencen a ser constantes (43).
Otros investigadores encontraron que el aumento de 25-OH VitD3 de 20 a 32 ng/ml aumenta el transporte intestinal de
calcio (44). Ambos criterios apuntarian a que se requiere un nivel de 25-OH VitDs; de 30 ng/ml o superior para una
regulacion 6ptima del metabolismo del calcio en el cuerpo. Una revision reciente de Heaney que toma en cuenta varios
aspectos ademas de la salud dsea y el metabolismo del calcio describe que el nivel 6ptimo de 25-OH VitD3 es de 32 ng/ml
0 mas para una salud Optima (45). Segun estos estandares, del 40 al 100% de hombres y mujeres ancianos
independientes tienen deficiencia de vitamina D (43).

La 1-alfa, 25-vitamina D hidroxilasa en el rifién se considera la principal fuente de sintesis del metabolito activo circulante
de la vitamina D, 1,250H »-VitDs. La actividad de esta enzima esta regulada en todo el cuerpo por la hormona paratiroidea
(PTH). La regulacion del 1,250H,-VitD3 a nivel de todo el cuerpo probablemente no proporciona los niveles 6ptimos de la
vitamina activa para todos los tejidos corporales a la vez. Recientemente se identificaron 1-alfa, 25-Vitamina D hidroxilasas
relativamente especificas de tejido y se cree que median las respuestas autocrinas de la vitamina D a nivel especifico de
tejido (46, 47). El musculo liso vascular humano tiene actividad 1-alfa, 25-vitamina D hidroxilasa con una Km de 25 ng/ml.
Esto significa que la enzima funciona a la mitad de su capacidad maxima a una concentracion de 25-OH VitD3; de 25 ng/ml
(48). Por lo tanto, pueden ser necesarios niveles séricos de >25 ng/ml para producir la cantidad 6ptima de vitamina D
activa para las células musculares lisas vasculares.

La resistencia muscular disminuye con la edad y un sintoma de deficiencia de la vitamina D recientemente caracterizado

es la debilidad del musculo esquelético (43). La deficiencia de vitamina D y su efecto hormonal sobre la masa muscular y
la fuerza (sarcopenia) se describié como un factor de riesgo de caidas y fracturas 6seas en los ancianos (49). La pérdida
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de resistencia muscular se correlacioné con una pérdida de los receptores de vitamina D (VDR) en las células musculares
(50). La vitamina D suplementaria de al menos 800 Ul por dia puede dar lugar a un aumento clinicamente significativo de
los VDR en las células musculares, que puede ser en parte el mecanismo por el que otros estudios han demostrado una
mejora en el equilibrio corporal, la resistencia muscular y el riesgo de caida con el suplemento de Vitamina D a este nivel
(51). Si bien dicha debilidad muscular asociada con la vitamina D puede no ser sorprendente en los niveles clasicos de
deficiencia de vitamina D (250H-VitD3; en sangre de <15 ng/ml), Bischoff-Ferrari y otros continuaron observando mejoria
en el funcionamiento de la extremidad inferior hasta y con mas de 40 ng de 25-OH VitDs/mL los cuales son niveles muy
superiores a los que previamente se creian necesarios para obtener el maximo beneficio (52). Esta observacion se
confirmoé por otros investigadores y que, de hecho, los niveles minimos de vitamina D necesarios para prevenir €l
raquitismo no permiten el maximo rendimiento fisico (53). Un editorial reciente en American Journal of Clinical Nutrition
declaré que toda la literatura disponible indicaria que un nivel de 250H-VitD; de al menos 30 ng/ml es 6ptimo para la
salud y la enfermedad (54).

Si bien el mecanismo exacto aun no es claro, esta claro que tanto el metabolito activo, 1,250H,-VitD3; como su precursor,
25-OH VitDs, juegan un papel importante en el funcionamiento normal del musculo. El musculo contiene VDR para
1,250H,-VitDs, que se encuentran tanto en el nicleo como en la membrana celular (55-57) y que también estan implicados
en la unién no especifica 25-OH VitD3 (58). Los estudios de Haddad y Birge, publicados en la década de 1970, muestran
que el suministro de D3 a ratas deficientes en vitamina D, 7 horas antes de la medicién, aumenté la sintesis de proteinas
medida por la incorporacién de *H - leucina en proteinas de células musculares. Sin embargo, cuando se extrajeron los
musculos de las ratas deficientes en vitamina D y se estudiaron, solo 25-OH Vit D3 actua directamente en los musculos
(58-60).

La evidencia clinica inicial apuntaba a una miopatia reversible asociada con la deficiencia de vitamina D (61). Los
receptores de vitamina D se descubrieron en el tejido muscular, proporcionando asi evidencia directa del efecto de la
vitamina D sobre la funcién muscular (51, 62). Las biopsias musculares en adultos con deficiencia de vitamina D exhiben
principalmente atrofia de fibras musculares tipo Il (63). Las fibras tipo Il son importantes porque son las que primero se
inician para prevenir una caida. Un estudio aleatorizado controlado reciente encontré que la suplementacion diaria de
1,000 Ul de Vitamina D en ancianos sobrevivientes de accidente cerebrovascular resulté en un incremento en el diametro
medio de la fibra tipo Il y en el porcentaje de fibras tipo Il (64). También hubo una correlacién entre el nivel sérico de 25-
OH VitD3 y el diametro de la fibra tipo II.

La vitamina D transmite su accién uniéndose a los VDR. Los VDR se expresan en etapas particulares de la diferenciacion
de mioblastos a miotubos (55, 65, 66). Se han descrito dos VDR diferentes. Uno se encuentra en el nucleo y actia como
un receptor nuclear y el otro se encuentra en la membrana celular y actia como un receptor celular. Los ratones mutantes
VDR se caracterizan por una reduccion en el peso corporal y el tamafio, asi como también por una coordinacién motora
deteriorada (67). EI VDR nuclear es un factor de transcripcion nuclear dependiente de ligando que pertenece a la
superfamilia de genes de receptores de hormonas tiroideas esteroides (68). Bischoff y otros (69) informaron la primera
deteccion in situ de VDR en tejido muscular humano con tincién intranuclear asociada significativa para VDR. Una vez
que 1,250H,-VitD3 se une a su receptor nuclear, causa cambios en la transcripcion del ARNm y la posterior sintesis de
proteinas (70). Se sabe que la ruta gendémica influye en la captacion de calcio muscular, el transporte de fosfato a través
de la membrana celular, el metabolismo de los fosfolipidos y la proliferacion y diferenciacion de las células musculares.
El 1,250H-VitD3 regula la captacion de calcio muscular al modular la actividad de las bombas de calcio en el reticulo
sarcoplasmatico y el sarcolema (61). Las modificaciones de los niveles de calcio afectan la funciéon muscular (71). Los
experimentos in vitro respaldan estos hallazgos al demostrar un aumento en la captacion de “°Ca en células expuestas a
niveles fisiolodgicos de 1,250H,-VitD3 (72). La proteina de unién a calcio calbindina D-9K se sintetiza como resultado de
la activacion del VDR nuclear (62). El 1,250H,-VitD3; desempefia un papel en la regulacion del metabolismo del fosfato
en los mioblastos al acelerar la absorcion y acumulacion de fosfato en las células. El 1,250H,-VitD3 actia rapidamente,
presumiblemente a través de los VDR de membrana celular (56, 57). Mientras se une a estos receptores, hay una
activacion de las rutas de segundo mensajero (proteinas G, cAMP, inositol trifosfato, acido araquidénico) (73-75) o la
fosforilacion de las proteinas intracelulares. Estos a su vez activarian la proteina quinasa C (PKC), lo que llevaria a la
liberacion de calcio en las células musculares y, finalmente, a un transporte activo de Ca al reticulo sarcoplasmatico por
la Ca-ATPasa. Este proceso es importante para la contraccion muscular. Adicionalmente, la PKC afecta el aumento de la
sintesis de proteinas en las células musculares (76). Datos recientes (77) indican que el 1,25-OH VitD3 tiene una activacion
rapida de las rutas de sefializacion de proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), que a su vez envian sefiales a
sus objetivos intracelulares que afectan el inicio de miogénesis, proliferacion celular, diferenciacion o apoptosis.

La vitamina D también puede regular la formacién y regeneracion de las uniones estrechas y las uniones neuromusculares.
Estudios in vitro que encontraron que la vitamina D regula la expresion de VDR y el factor de crecimiento neuronal (NGF)
en células de Schwann (78). Estudios recientes demostraron que la vitamina D aumenta el factor neurotroéfico derivado de
la linea celular glial (GDNF) en ratas y que esto puede tener efectos beneficiosos en la enfermedad neurodegenerativa
(79). Por lo tanto, la vitamina D podria actuar a través de varios mecanismos de la funcion celular y la interaccion neuronal
para mejorar la resistencia y la funcion muscular generales.

Existe la necesidad de una composicion y métodos para aumentar la masa y mejorar la funcioén y la resistencia muscular.

La presente invencion comprende una composicion y métodos para el uso de una combinacion de Vitamina D y HMB que
conlleva a un aumento de la masa muscular y una mejora en la resistencia y la funcién muscular.
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Las composiciones que comprenden HMB y vitamina D para aumentar la masa o la resistencia muscular se describieron
anteriormente en US 2005/215640A1, US 2007/142469A1 y US 2004/071825

Resumen de la invencién

La invencion se describe mejor mediante las reivindicaciones. Un objeto de la presente invencion es proporcionar una
composicion para aumentar la masa, la resistencia o la funcionalidad muscular.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos para administrar una composicion para aumentar la masa
muscular, la resistencia o la funcionalidad.

Estos y otros objetos de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica con referencia a la siguiente
especificacion, dibujos y reivindicaciones.

La presente invencién pretende superar las dificultades encontradas hasta ahora. Para ese fin, se proporciona una
composicion que comprende HMB y vitamina D. La composicién se administra a un sujeto que lo necesita para aumentar
la masa, la resistencia y la funcionalidad muscular. Todos los métodos comprenden la administracion al animal de HMB y
vitamina D.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1a es un grafico que muestra los cambios en la masa muscular en el sujeto dependiendo del estado de la
vitamina D.

La Figura 1b es un grafico que muestra la resistencia total de la rodilla en funcién del estado de la vitamina D con la
administracion de HMB.

La Figura 2a es un grafico que muestra los niveles séricos de vitamina D en sujetos.

La Figura 2b es un grafico que muestra la resistencia a la extension de la rodilla en sujetos.

La Figura 2c es un grafico que muestra un indice de rendimiento de ocho semanas en sujetos.

La Figura 3 muestra la relacion Proteina:ADN y la degradacion de proteinas en células C,Cis.

La Figura 4a es un grafico que muestra los niveles séricos de vitamina D en sujetos.

La Figura 4b es un grafico que muestra la excrecién de HMB en orina en sujetos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion comprende una combinacion de HMB y vitamina D que tiene un efecto sinérgico y mejora la
resistencia y la funcién muscular generales. La combinacion de HMB y vitamina D da como resultado mejoras significativas
en la masa muscular, la funcién y la resistencia generales. Esta combinacion puede usarse en todos los grupos de edad
buscando mejorar la masa muscular, la funcién y la resistencia generales. Los métodos a continuacion describen y
muestran un aumento de la masa muscular, la funcion y la resistencia generales incluso en animales sin gjercicio.

Un uso especifico del HMB y la vitamina D es en la poblacién anciana o de edad avanzada. Las estimaciones actuales
colocan a una gran parte de la poblacion de mayor edad en riesgo de caidas con posibles morbilidades asociadas
significativas. La combinacién de HMB y vitamina D se dirige especificamente a la masa, la resistencia y la funcion
muscular y, en consecuencia, puede producir una mejora significativa en la salud, la calidad de vida y, en particular, la
disminucion de caidas y lesiones en este grupo.

La poblacion mas joven también se beneficia de la administracion de HMB y vitamina D, en parte debido a la presencia
generalizada de deficiencia de vitamina D. Las mujeres también se benefician de la administracion de HMB y vitamina D
ya que las mujeres son propensas a la deficiencia de vitamina D.

La presente invencion proporciona una composicion que comprende HMB y vitamina D. La composicién se administra a
un animal que necesita una mejora en la masa, la resistencia o la funcién muscular generales.

La composicion de HMB y vitamina D se administra a un animal de cualquier manera adecuada. Las formas aceptables
incluyen, pero no se limitan a, sdlidos, tales como tabletas o capsulas, y liquidos, tales como soluciones enterales o
intravenosas. Ademas, la composicion puede administrarse utilizando cualquier portador aceptable farmacéuticamente.
Los portadores aceptables farmacéuticamente se conocen bien en la técnica y ejemplos de tales portadores incluyen
diversos almidones y soluciones salinas. En la modalidad preferida, la composicidon se administra en una forma comestible.

El acido B-hidroxi-B-metilbutirico o acido B-hidroxi-isovalérico puede representarse en su forma de acido libre como
(CH3)2(OH)CCH,CCOOH. El término "HMB" se refiere al compuesto que tiene la férmula quimica anterior, tanto en sus
formas de acido libre como de sal, y los derivados de estos. Aunque puede usarse cualquier forma de HMB dentro del
contexto de la presente invencion, preferiblemente el HMB se selecciona del grupo que comprende un acido libre, una
sal, un éster y una lactona. Los ésteres de HMB incluyen ésteres metilicos y etilicos. Las lactonas de HMB incluyen
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isovalaril lactona. Las sales de HMB incluyen sal de sodio, sal de potasio, sal de cromo, sal de calcio, sal de magnesio,
sales de metales alcalinos y sales de metales térreos.

Los métodos para producir el HMB y sus derivados se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, el HMB puede sintetizarse
por oxidacion de diacetona alcohol. Un procedimiento adecuado se describe por Coffman y y otros, J. Am. Chem. Soc.
80: 2882-2887 (1958). Como se describe en la presente descripcion, el HMB se sintetiza mediante una oxidacion alcalina
con hipoclorito sédico de diacetona alcohol. El producto se recupera en forma de acido libre, que puede convertirse en
una sal. Por ejemplo, el HMB puede prepararse como su sal de calcio por un procedimiento similar al de Coffman y otros
en el que el acido libre de HMB se neutraliza con hidroxido de calcio y se recupera por cristalizacién en una solucion
acuosa de etanol. La sal de calcio de HMB esta disponible comercialmente en Metabolic Technologies, Ames, lowa.

La vitamina D esta presente en la composicién en cualquier forma. En la modalidad preferida, se administra Vitamina D3
(colecalciferol), pero la invencion no se limita a esa forma de Vitamina D. Mientras que la Vitamina D3 es la forma
sintetizada y preferida de La vitamina D en los mamiferos, los mamiferos también pueden usar Vitamina D suplementaria
2. La vitamina D2 puede ser menos potente que la vitamina D3, por lo tanto, puede necesitarse D, adicional para aumentar
los niveles de 25-OH VitD..

Cuando la composicion se administra por via oral en una forma comestible, la composicion esta preferiblemente en forma
de un producto alimenticio o medio farmacéutico, con mayor preferencia en forma de un producto alimenticio. Cualquier
producto alimenticio adecuado que comprenda la composicién puede utilizarse dentro del contexto de la presente
invencion. Con el fin de preparar la composicion como un producto alimenticio, la composicién se mezclara normalmente
con el producto alimenticio apropiado de tal manera que la composicion se distribuya de forma sustancialmente uniforme
en el producto alimenticio. Alternativamente, la composicion puede disolverse en un liquido, tal como agua. Aunque puede
usarse cualquier medio farmacéutico adecuado que comprenda la composicion dentro del contexto de la presente
invencion, preferiblemente, la composicién se mezcla con un portador farmacéutico adecuado, tal como dextrosa o
sacarosa, y se tabula o encapsula subsecuentemente como se describié anteriormente.

Ademas, la composicion puede administrarse por via intravenosa de cualquier manera adecuada. Para la administracion
por infusion intravenosa, la composicion esta preferiblemente en una forma no téxica soluble en agua. La administracion
intravenosa es particularmente adecuada para pacientes hospitalizados que estan recibiendo terapia intravenosa (1V). Por
ejemplo, la composicién puede disolverse en una solucion IV (por ejemplo, una solucién salina o glucosa) que se
administra al paciente. Ademas, la composicion puede agregarse a soluciones IV nutricionales, que pueden incluir
aminoacidos y/o lipidos. Las cantidades de la composicién a administrar por via intravenosa pueden ser similares a los
niveles usados en la administracion oral. La infusion intravenosa puede ser mas controlada y precisa que la administracion
oral.

Los métodos para calcular la frecuencia con la que se administra la composiciéon se conocen bien en la técnica y puede
usarse cualquier frecuencia de administracion adecuada dentro del contexto de la presente invencion (por ejemplo, una
dosis de 6g por dia o dos dosis de 3g por dia) y durante cualquier periodo de tiempo adecuado (por ejemplo, puede
administrarse una sola dosis durante un periodo de tiempo de cinco minutos o durante un periodo de tiempo de una hora,
0, alternativamente, pueden administrarse dosis multiples durante un periodo de ocho semanas). La combinacién de HMB
y vitamina D puede administrarse durante un periodo de tiempo prolongado, como meses o afos.

Un experto en la técnica entendera que el HMB y la vitamina D no tienen que administrarse en la misma composicién para
realizar los métodos reivindicados. Dicho de otra manera, las capsulas, pildoras, mezclas, etc. separadas de vitamina D
y de HMB pueden administrarse a un sujeto para llevar a cabo los métodos reivindicados.

Los métodos para calcular dosis apropiadas se conocen bien en la técnica. La cantidad de dosificacion de HMB puede
expresarse en términos de la cantidad molar correspondiente de Ca-HMB. El intervalo de dosificacion dentro del cual el
HMB puede administrarse por via oral o intravenosa esta dentro del intervalo de 0,01 a 0,2 gramos de HMB (Ca-HMB)
por kilogramo de peso corporal por 24 horas. Para adultos, asumiendo pesos corporales de aproximadamente 100 a 200
Ibs., la cantidad de dosificacion oral o intravenosa de HMB (base de Ca-HMB) puede variar de 0,5 a 30 gramos por sujeto
por 24 horas.

La cantidad de vitamina D en la composicion puede seleccionarse en una cantidad de vitamina D dentro del intervalo de
mas de 500Ul ya que los ejemplos a continuacion indican que 500Ul es el umbral mas bajo para una cantidad eficaz en
individuos con niveles inadecuados de vitamina D en su torrente sanguineo, pero no demasiada vitamina D como para
ser toxica. Ademas, la composicion incluye vitamina D en cantidades suficientes para elevar los niveles de vitamina D en
sangre a al menos alrededor de 30 ng/ml.

En la modalidad preferida, la composicion comprende HMB en forma de su sal de calcio y vitamina D en forma de 25-OH
Vit Ds. Preferiblemente, una composicién de acuerdo con la presente invencion comprende HMB en una cantidad de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g y 25-0OH VitD en una cantidad superior a 500 Ul, pero no en una cantidad
suficientemente alta para ser téxica. Un intervalo de vitamina D de acuerdo con esta invencién es de aproximadamente
1000 Ul a aproximadamente 4000 Ul. Por ejemplo, 1001Ul, 1002Ul, 1003Ul... 1995UI, 1996Ul, 1997UlI, 1998Ul, 1999UI,
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2000Ul, 2001Ul, 2002Ul, 2003UI, 2004Ul, 2005ULI... 3997Ul, 3998UlI, 3999UlI, y todos los nimeros entre aproximadamente
1000 Ul y 4000 Ul y no especificados de cualquier otra manera.

En una modalidad adicional, la composicién de acuerdo con la presente invencion comprende HMB en una cantidad de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g y vitamina D en una cantidad suficiente para aumentar los niveles
circulantes en sangre de 25-OH VitD3 o 25-OH VitD,;, en dependencia de la forma suplementada, a al menos
aproximadamente 30 ng/ml. En general, se administra una cantidad de HMB y vitamina en niveles suficientes para mejorar
la resistencia, la funcién y la masa muscular generales durante un periodo de tiempo efectivo.

La invencion proporciona un método para administrar una composicion de HMB y vitamina D a un animal de manera que
la masa muscular del animal aumenta. El animal puede o no realizar ejercicio. Hacer ejercicio en conjunto con la
administracion de HMB y vitamina D da como resultado una mejora aun mayor en la resistencia y la funcion muscular,
pero el ejercicio no es necesario para mejorar la resistencia y la funciéon muscular. La cantidad de HMB y vitamina D en
la composicién administrada que son eficaces para aumentar la masa muscular del animal puede determinarse de acuerdo
con métodos bien conocidos en la técnica. En una modalidad, la cantidad eficaz de HMB en la composicién puede ser de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g y la cantidad eficaz de vitamina D en la composicién puede ser mayor
a aproximadamente 500Ul por un periodo de 24 horas. Dentro de la invencion, la cantidad eficaz de HMB es la misma, y
la cantidad eficaz de vitamina D es aquella suficiente para aumentar los niveles sanguineos de vitamina D a al menos
aproximadamente 30 ng/ml. La invencién proporciona un método para administrar una composicion de HMB y vitamina D
a un animal de manera que la resistencia del animal aumenta. El animal puede o no realizar ejercicio. La cantidad de HMB
y vitamina D en la composicion administrada que son eficaces para aumentar la masa muscular del animal puede
determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. En una modalidad, la cantidad eficaz de HMB en la
composicion puede ser de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g y la cantidad eficaz de vitamina D en la
composicion puede ser mayor a aproximadamente 500Ul por un periodo de 24 horas. Dentro de la invencion, la cantidad
eficaz de HMB es la misma, y la cantidad eficaz de vitamina D es aquella suficiente para aumentar los niveles sanguineos
de vitamina D a al menos 30 ng/ml. La invencion comprende ademas un método para administrar una composicion de
HMB y vitamina D en una cantidad eficaz para mejorar la funciéon muscular. La cantidad de HMB vy vitamina D en la
composicion administrada que son eficaces para aumentar la masa muscular del animal puede determinarse de acuerdo
con métodos bien conocidos en la técnica. En una modalidad, la cantidad eficaz de HMB en la composicién puede ser de
aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 30 g y la cantidad eficaz de vitamina D en la composicién puede ser mayor
a aproximadamente 500Ul. Dentro de la invencion, la cantidad eficaz de HMB es la misma, y la cantidad eficaz de vitamina
D es aquella suficiente para aumentar los niveles sanguineos de vitamina D a al menos aproximadamente 30 ng/ml.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion, pero no debe interpretarse que limitan su alcance de ninguin
modo. Por ejemplo, las cantidades de HMB y vitamina D administradas y la duracion de la suplementacion no estan
limitadas a lo que se describe en los ejemplos.

Estos ejemplos demuestran el sorprendente resultado de que la combinacién de vitamina D y HMB mejora la resistencia
y la funcién muscular. Anteriormente se conocia que la administracion de suplementos de HMB aumenta la masa
muscular, pero no se observé una mejora correspondiente en la resistencia y la funciéon muscular con solo HMB. Los
ejemplos demuestran que cuando los niveles séricos de vitamina D alcanzan niveles adecuados, la mayoria de las veces
a través de la administracion de suplementos, la resistencia y la funcién muscular mejoran.

Ejemplo 1

Se conoce que la administracion de HMB y aminoacidos, especificamente arginina y lisina, administrados a la poblacion
que no realiza ejercicio da como resultado incrementos significativos en la masa magra y mejora en el recambio proteico.
Debido a los aumentos en la masa magra y la mejora en el recambio proteico, se esperaria que la administracion de HMB
y aminoacidos también mejorara la resistencia y la funcion. La administracion de HMB y aminoacidos solos, sin embargo,
no da como resultado una mejora en la resistencia, la funcion o ambas. En cambio, se observa una pérdida gradual de la
resistencia del pufio y la pierna. El siguiente ejemplo demuestra que la cantidad de vitamina D en el torrente sanguineo
afecta si la administracion de HMB muestra una mejora en la resistencia y/o funcion muscular. Los datos demuestran que
la administracion de HMB, arginina y lisina (HMB/ARG/LYS) y vitamina D es superior a la administracion de
HMB/ARGI/LYS solo o de vitamina D sola. Estos resultados muestran un efecto sinérgico entre el HMB vy la vitamina D
para mejorar la resistencia y la funcion muscular.

Métodos

Se estudiaron los efectos de HMB, arginina y lisina (HMB/ARG/LYS) sobre la resistencia y la funcion muscular en ancianos
hombres (n=38) y mujeres (n=39) con una edad promedio de 76,0 + 1,6 afios (80). Los sujetos fueron asignados
aleatoriamente a cualquiera de los tratamientos con HMB/ARG/LYS (n=40) o a un grupo de control isonitrégeno (n=37)
para un estudio de un afo. Los suplementos se tomaron una vez al dia en la mafiana con el desayuno y todos los
suplementos suministraron 0,1 g de acido ascorbico por dia. EIl HMB/ARG/LYS contenia 2 g de CaHMB, 5 g de arginina
y 1,5 g de lisina. El control contenia 5,6 g de alanina, 0,9 g de acido glutamico, 3,1 g de glicina y 2,2 g de serina. Los
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suplementos se suministraron como un polvo con sabor a naranja listo para mezclar. Los sujetos que pesaban mas de 68
kg recibieron suplementos que contenian 1,5 veces la dosis anterior para mantener cerca de 38 mg/kg de peso corporal
por dia de ingesta de CaHMB, ya que se ha demostrado que es una ingesta eficaz de HMB por dia. La masa de tejido
magro se midié usando dos métodos independientes, el analisis de impedancia bioeléctrica (BIA) y la absorciometria de
rayos X de energia dual (DXA). La resistencia se midié en las extremidades superiores e inferiores.

Se realizo el analisis retrospectivo de 25-OH VitD3 en suero en el mismo cohorte y los datos se estratificaron en funcion
del estado de vitamina D de los sujetos dentro de cada grupo original de tratamiento. Un "estado adecuado de vitamina
D" se definié como el nivel sérico de 25-OH VitD3 de 230 ng/ml (82-84). En consecuencia, se identificaron cuatro cohortes:
(1) sujetos de control con un nivel de 25-OH VitD3 <30 ng/ml (n=25); (2) sujetos HMB/ARG/LYS con un nivel de 25-OH
VitD3 <30 ng/ml (n=29); (3) sujetos de control con un nivel de 25-OH VitD3> 30 ng/ml (n=12); y (4) sujetos HMB/ARG/LYS
con un nivel de 25-OH VitD3> 30 ng/ml (n=11).

Estadistica

Los datos, los medios y los cambios en los medios durante el periodo de 12 meses se analizaron usando un procedimiento
de modelos mixtos del Sistema de Analisis Estadistico para Windows (Version 8.02, SAS Institute, Cary, NC). Un analisis
de varianza de mediciones repetidas (ANOVA) que incluyd los valores iniciales de tiempo 0 para la variable medida como
una covariable y los principales efectos del sitio, el género y el tratamiento. La masa corporal magra se analizé usando el
tiempo lineal y cuadratico por los contrastes de tratamiento.

Resultados y analisis

La suplementacion con HMB/ARG/LY'S dio como resultado aumentos estadisticamente significativos en la masa muscular,
independientemente del estado de vitamina D. El aumento de 12 meses en la masa magra dentro de las cohortes con 25-
OH VitD3 > 30 ng/ml fue de 0,9 kg, y 0,7 kg en las cohortes con < 30 ng/ml (Figura 1a, p=0,02), que no fueron
significativamente diferentes. Sin embargo, independientemente del estado de vitamina D, hubo un aumento significativo
en la masa magra durante el suplemento de un afio (Figura 1a, p=0,02). Por otro lado, hubo una divergencia significativa
en la resistencia muscular en funcién del estado de la vitamina D (Figura 1b). Las mediciones de "resistencia total de la
rodilla" mostraron que el grupo suplementado con HMB/ARG/LYS con 25-OH VitD3 nivel >30 ng/ml tuvo mejoras
significativas en la resistencia muscular. Cuando se comparé este grupo con los otros tres cohortes, hubo un aumento
lineal de 21% en la resistencia (p < 0,003).

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren un efecto sinérgico entre el coctel complementado con HMB y la vitamina
D. Aunque la suplementacion HMB/ARG/LYS aumenté la masa muscular (masa libre de grasa) independientemente del
estado de la vitamina D, la resistencia solo aumenté con la suplementacion HMB/ARG/LYS cuando los sujetos tenian un
estado adecuado de vitamina D.

La combinacion de HMB/ARG/LYS vy el nivel adecuado de vitamina D es necesaria y superior a HMB/ARG/LYS solo 0 a
la vitamina D adecuada sola basado en los controles con vitamina D adecuada para mejorar la resistencia y la
funcionalidad del musculo. Estos resultados muestran un efecto sinérgico entre el HMB y la vitamina D para mejorar la
resistencia y la funcién muscular.

Los estudios previos que examinaron el efecto del HMB en el aumento de la masa muscular no mejoraron
significativamente en todos los disefios de estudio (publicados y no publicados). Se cree que el estado de la vitamina D
puede no haber sido adecuado para maximizar las ganancias de masa muscular en estos estudios anteriores en los
sujetos que recibieron suplementos de HMB. Esto puede ser especialmente cierto en las poblaciones donde el bajo nivel
de vitamina D debido a la edad, la ubicacidon geografica, la ingesta dietética o la enfermedad estaba en cuestion. En
consecuencia, la suplementacion con una combinacién de HMB y vitamina D puede no solo aumentar la resistencia
muscular y la funcionalidad sino también restaurar o aumentar la masa muscular en comparacion con la suplementacion
de HMB solo.

Ejemplo 2
En este ejemplo, a los sujetos se les administré una combinacion de HMB y suplementos vitaminicos.

Materiales y métodos: Ancianos mujeres (n=30) y hombres (n=16) se reclutaron en un estudio controlado doble ciego. Los
adultos mayores se reclutaron de dos lugares en Dakota del Sur: Brookings y Sioux Falls. Los sujetos se sometieron a un
cribado inicial y se asignaron al azar a los tratamientos. Las pruebas consistieron en una prueba inicial (0 semanas) y de
seguimiento a las 4, 8 y 12 semanas en el transcurso del estudio de 12 semanas.

Antes del comienzo del periodo experimental, asignamos aleatoriamente suplementos nutricionales a cada sujeto usando
numeros aleatorios generados por computadora de forma doble ciego. Los tratamientos se organizaron en un disefio
factorial de 2x2 con dos niveles de HMB (0 y 3,0 g/d) y dos niveles de vitamina D (0 y 2.000 Ul/d). Asignamos sujetos a
uno de los siguientes cuatro tratamientos:
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Control

HMB (sal de calcio), 3,0 g/dia

2.000 Ul de vitamina D/dia

HMB, 3,0 g/dia + 2.000 Ul de Vitamina D.

(1
(2
3
(4

~— — ~— ~—

Los tratamientos se suministraron en capsulas de igual tamafio y color y contenian cantidades iguales de calcio y fésforo.
Los sujetos fueron instruidos para tomar tres capsulas dos veces al dia. A cada sujeto se le suministré un suministro del
suplemento por una semana, asignado por numero de sujeto y este regresé cada semana por un suministro adicional de
1 semana.

La sesion de entrenamiento y prueba de ejercicio fue supervisada por asociados de investigacion capacitados. Se
obtuvieron mediciones de la frecuencia cardiaca en reposo y de la presion sanguinea antes de las mediciones de la
resistencia. Las personas inscritas participaron en un programa de entrenamiento que consiste en ejercicios de
entrenamiento de resistencia con cuerdas de estiramiento Theraband® (entrenamiento de resistencia) y saltos. El equipo
consistia en articulos que pueden usarse faciimente en casa. Las sesiones de ejercicio fueron 3 veces por semana durante
12 semanas. Cada sesion de ejercicio fue de aproximadamente 45-60 minutos. Las sesiones de prueba se realizaron a
las 0, 4, 8 y 12 semanas. Cada sesién de prueba duré ~60 minutos.

El programa de resistencia incorporé los siguientes ejercicios: flexiones de biceps, extensiones de triceps, sentadillas de
silla, levantamiento de pantorrillas, dorsiflexion de tobillo, levantamientos de frente de hombro y levantamientos laterales,
desplegable de dorsal ancho, press de pecho, hilera sentada, flexion y extension de rodilla y flexion de cadera. Para cada
uno de los 12 ejercicios, los participantes completaron 3 series de movimiento isoténico, 2 series de 20 repeticiones y una
serie final para el fracaso. Cuando el conjunto 3™ podia realizarse por 20 repeticiones en buena forma, la resistencia se
incrementé moviéndose al siguiente color de la banda de resistencia. Entre cada serie, los participantes realizaron un
conjunto de saltos o pequefios saltos. Inicialmente, se realizaron 5 brincos/saltos después de cada serie. El nimero de
saltos/saltos se incrementoé en 5 cada 3 semanas hasta que se alcanzaron 25 brincos/saltos. Los sujetos se quedaron en
25 brincos/saltos entre series durante el resto del estudio. El nimero de brincos/saltos se redujo u omitio si habia quejas
con respecto al dolor en las articulaciones. Se ha demostrado que las bandas de resistencia aumentan de forma segura
la resistencia y la funcionalidad cuando se usan en una poblacion adulta mayor (87-90).

Las mediciones de la composicion corporal se obtuvieron a las 0, 4, 8 y 12 semanas. Las mediciones de la resistencia de
los cuadriceps (extension/flexion) y los codos (extension/flexion) se obtuvieron usando el Dinamémetro isocinético
BIODEX. La resistencia del puiio se midié usando un dinamoémetro de pufio. El torque maximo para la extension y flexion
de la rodilla se midié a 60, 90 y 120°/seg. El torque maximo para la extension y flexion del codo se midié a 60 y 120°/seg.

Pruebas de funcionalidad incluidas: Rendimiento "Levantate-Anda" (velocidad y puerta) y rendimiento "Levantate". La
prueba "Levantate-Anda" consistié en mediciones cronometradas del sujeto comenzando desde una posicion sentada, de
pie, caminando 3 metros hacia adelante, dando la vuelta, caminando hacia la silla y sentandose. La prueba de "Levantate"
consistié en que el sujeto permaneciera de pie desde una posicion sentada tantas veces como fuera posible en 30
segundos. Las descripciones completas y la estandarizacion de las pruebas se describen en Dimensiones fisicas del
envejecimiento de Waneen W. Spirduso (Human Kinetics, 1995).

Se calculd un indice de rendimiento muscular sumando el cambio porcentual desde el inicio para Levantate-Anda,
Levantate, pufio, torque maximo para extension y flexion de la rodilla (60, 90 y 120 °/seg) y torque maximo para extension
y flexion del codo (60 °/seg).

Alas 0, 4, 8 y 12 semanas, se tomaron muestras de sangre de una vena superficial del brazo en Vacutainers™ (Becton
Dickinson, Vacutainer Systems, Rutherford, NJ) después de un ayuno durante toda la noche. Se recogio el suero y se uso
para medir 25-OH VitD3 usando un ensayo de quimioluminiscencia basado en anticuerpos completamente automatico
(DiaSorin Inc., Stillwater, MN).

El Minimo Cuadrado Promedio + SEM se calcularon los cambios de resistencia y funcionalidad en cada variable durante
el periodo de 12 semanas. Se uso el procedimiento de modelos mixtos del Sistema de Analisis Estadistico para Windows
(Version 9.1, SAS Institute, Cary, NC) para analizar los datos. Se us6 el analisis de covarianza con los efectos principales
de la HMB, la vitamina D y la interaccion HMB*Vitamina D. Los datos se ajustaron usando la concentracion inicial de 25-
OH VitD3 sérica como covariable. La hipétesis fue que la combinacién de suplementos de HMB y vitamina D resultaria en
mayores mejoras en la resistencia y la funcionalidad en comparacién con los sujetos tratados con control, HMB o vitamina
D. Este efecto sinérgico se probd con una prueba t de una cola previamente planificada en un analisis post-hoc. La
significacion estadistica se determind para p <0,05 y se determiné una tendencia para 0,05<p <0,10.

Resultados y Discusion: Un total de 43 sujetos completaron las 12 semanas y un sujeto completé las 8 semanas del
estudio y se incluy6 en el andlisis. Dos sujetos abandonaron el estudio antes de la visita de seguimiento de 4 semanas y
no se utilizaron en el andlisis. Los sujetos que abandonaron el estudio lo hicieron debido al exigente compromiso de un
estudio de capacitacion de 12 semanas y no debido a ningun evento adverso. Las caracteristicas de los sujetos de los 44
sujetos usados en el analisis se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos

Parametro Control VitD2000 HMB+VitD2000
n 11 11 11 11
Edad 73,426 73,5+3,0 72,1+2,8 68,5+2,5
(62-87) (60-89) (61-96) (60-84)
M/F 3/8 4/7 4/7 4/7
+250H-VitD3 29,2+3,0 25,4+3,0 24,0+2,0 27,4+32,0
(12,4-46,5) (12,2-39,7) (11,7-34,3) (15,1-42,9)
#Resistencia de 73,949,6 64,117 .4 74,8+10,0 83,1+10,6
piernas, Extension (33-148) (23-98,3) (24,7-133) (40,5-146,1)
Flexion 51,4+6,2 43,645,3 55,9+6,1 51,8+7,7
(23-95) (14-61) (13,8-83) (18-99)

Los datos se expresan como el promedio + EE (min-max)
*Valor umbral
#Pico umbral del torque @60°/seg

La concentracion promedio de 25-OH VitD3 en la semana 0 fue de 26,5 ng/ml. Los sujetos tratados con 2000 Ul de vitamina
D por dia aumentaron su nivel sérico de 25-OH VitD3; en 10,7 ng/ml (Figura 2a). Sin embargo, los sujetos suplementados
con un control o HMB solo disminuyeron su nivel sérico de 25-OH VitD3 en 2,0 ng/ml. Se utilizé una muestra de orina
limpia para evaluar el cumplimiento de los suplementos. Los sujetos suplementados con HMB tuvieron un aumento de 50
veces en la concentracion urinaria de HMB, mientras que los sujetos que no consumieron un suplemento HMB no
aumentaron la concentracion urinaria de HMB.

Los efectos de la combinacion de HMB y vitamina D en la resistencia de extension de la rodilla (torque maximo, 60 °/seg.
se presentan en la Figura 2b). La suplementacién con HMB + Vitamina D (7,28 + 5,03 nm) en adultos mayores resulta en
un aumento estadisticamente mayor en la resistencia de extension de la rodilla en ocho semanas en comparaciéon con
sujetos tratados con control, P <0,05 (-6,28 + 5,02 nm). Ni los sujetos tratados con HMB solo ni los tratados con vitamina
D aumentaron la resistencia de extension de la rodilla en comparacion con los sujetos tratados con control. Estos datos
apoyan nuestra hipétesis de que la combinacion de HMB + Vitamina D seria sinérgica en la resistencia muscular.

Aunque no es significativo, el indice de rendimiento tiende a respaldar estas observaciones (ver Figura 2c). El indice de
rendimiento no solo incluye las mediciones de la resistencia de las piernas, sino también la funcionalidad, la resistencia
del pufio y la resistencia del codo. Estas medidas de resistencia y funcién se suman en un indice de rendimiento general.
La combinacién de HMB + Vitamina D resulté en un aumento del 146% en el indice de rendimiento sobre el control.
Mientras que los suplementos de HMB y vitamina D resultaron en un aumento de solo 35 y 58%, respectivamente, en
comparacion con los adultos mayores suplementados con el tratamiento control.

Implicaciones: Estos datos de un estudio prospectivo en adultos mayores apoyan la hipotesis de que la combinacion de
suplementos de HMB y vitamina D es sinérgica, y dio lugar a mejoras significativas en la resistencia muscular de la rodilla
y el indice de rendimiento general. Estos datos respaldan la observacion de nuestro estudio retrospectivo en una poblacion
de ancianos complementada con HMB, Arginina y Lisina. Los aumentos de resistencia muscular solo ocurren con HMB,
Arginina y Lisina en adultos mayores con adecuada vitamina D. En conclusion, la combinacién de HMB y vitamina D es
superior a la HMB o la vitamina D sola y, por lo tanto, es sinérgica. Estos hallazgos son importantes ya que el estado de
la vitamina D en aproximadamente el 66% de la poblacién de edad avanzada es baja y conduce a una disminucion de la
resistencia muscular y la funcion. La pérdida de resistencia y funcion conduce a un aumento de las caidas y las fracturas,
la mala calidad de vida y, en Ultima instancia, tendra un impacto en los costos de atencién médica.

Ejemplo 3

En este ejemplo, se realizaron estudios de cultivo celular para analizar los efectos del HMB y la vitamina D sobre el
recambio de proteinas, ADN y proteinas en cultivos de células musculares.

Estudios recientes in vifro demostraron que el HMB disminuye la degradacion de proteinas. En un estudio el HMB atenué
la activacion del factor inductor de protedlisis (PIF) y aumentd la expresion génica de la ruta ubiquitina-proteosoma en
miotubos murinos, reduciendo asi la degradacion de proteinas (91). Otros estudios también sugieren que el HMB puede
influir en la sintesis de proteinas a través de la ruta mTOR (92). Los primeros estudios también sugieren que la vitamina
D afecta el metabolismo de las proteinas (93). La vitamina D también se une a un VDR que se encuentra en el nucleo de
las células musculares y regula la expresion génica (94). Nuestra hipétesis es que el HMB vy la vitamina D tienen efectos
en las células musculares y que si actuan a través de mecanismos independientes podria haber un efecto sinérgico en el
recambio de proteinas, ADN o proteinas en las células.
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Métodos

Los mioblastos de células de musculo esquelético C2C12 de ratdn se cultivaron en cultivo en condiciones estandar y se
fusionaron en miotubos siguiendo los métodos de Menconi y otros. (95). Cuatro estudios separados se llevaron a cabo
durante diferentes semanas. Los primeros 3 estudios consistieron en 4 placas replicadas por tratamiento y el cuarto
estudio consistio en 6 placas replicadas por tratamiento. Los tratamientos se aplicaron a las células durante el periodo de
medicion de 24 h. Los tratamientos aplicados fueron control, 25-OH VitD3 (200 ng/ml), HMB (200 yM HMB como Ca
(HMB)2, y la combinacion de HMB y 25-OH VitDs;. Se anadio dexametasona (100 nM) al medio de cultivo durante el
periodo de tratamiento/medicion para estimular la degradacion de proteinas. Se afiadié calcio en forma de cloruro de
calcio a los tratamientos control y 25-OH VitDs; para que todos los tratamientos se equilibraran para el calcio. Para la
medicion de la degradacion de proteinas durante el periodo de tratamiento, se obtuvo medio libre de leucina al cual se
afiadio ?Hs-leucina para que los is6topos de leucina (leucina natural y -leucina) pudieran medirse a medida que se liberaron
en el medio a través del proceso de degradacion de proteinas. El medio de medicién se muestreé alas 2y 24 hy las
muestras se almacenaron a -80 °C hasta que se analizaron. Las muestras se analizaron para leucina usando
cromatografia de gases (modelo 6890, Hewlett Packard, Palo, CA) espectrometria de masas (modelo 5973, Hewlett
Packard, Palo, CA) y la columna de cromatografia de gases utilizada para el analisis fue Zebron ZB-5. (Phenomenex,
Torrence, CA). Leucina natural, -leucina y -leucina se analizaron a 302, 303 y 305 AMU, respectivamente. Se realizaron
correcciones para el muestreo a las 2 h y para la utilizacion de leucina del medio de medicion. La cantidad de is6topos de
leucina liberados también se corrigid para su utilizacion (transaminacion y/o sintesis de proteinas) (96). Las
concentraciones de proteinas se analizaron siguiendo las instrucciones del ensayo de microplacas usando un kit de
ensayo de proteinas BCA Pierce (Thermo Scientific, Rockford, IL). EI ADN se midié fluorométricamente usando el kit de
ensayo de dsDNA Quant-iT™ de Invitrogen (Carlsbad, CA).

Estadistica

Cada placa de cultivo celular se consideré una unidad experimental para el analisis. Los datos presentados son promedios
minimos cuadrados y los datos se analizaron usando Modelos lineales generales en el Sistema de analisis estadistico
para Windows (Version 8.02, SAS Institute, Cary, NC). Los principales efectos del experimento, HMB, vitamina D y la
interaccion de HMB y vitamina D se incluyeron en el modelo. Se realizé un analisis de promedios minimos cuadrados post
hoc para los medios de tratamiento individuales.

Resultados y analisis

Después del periodo de tratamiento de 24 h no hubo efectos importantes del tratamiento sobre el contenido total de
proteina en las placas de cultivo. No hubo efectos importantes significativos del tratamiento para el contenido de ADN. La
relacion proteina:ADN con la combinacion de HMB y 25-OH VitD3 (Figura 3) fue significativamente mayor que el grupo
control o el grupo de tratamiento solo y la interaccion fue significativa (p <0,003). Esta respuesta de interaccion significativa
para los efectos principales indicaria una respuesta sinérgica de HMB y 25-OH VitDs en la relacion proteina:ADN. Las
medidas de degradacién de proteinas y sintesis de proteinas no mostraron efectos importantes significativos del
tratamiento sobre la degradacion de proteina medida por liberacion natural o de leucina en el medio de las células. Hubo,
sin embargo, una fuerte tendencia para la interaccion entre HMB y 2=50H VitD3 en la degradacion de proteinas medida
por -leucina (p <0,08, Figura 3). El analisis promedio de minimo cuadrado post-hoc de los efectos de HMB solo mostré
una disminucion significativa en la degradacion de proteinas de 7,6 y 6,3%, medida por leucina natural y -leucina,
respectivamente (p <0,06). El tratamiento de combinacion HMB y 25-OH VitD3; también disminuyé la degradacion proteica,
pero la falta de una interaccion significativa ni un efecto principal del tratamiento con 250H-VitDs indicaria que el efecto
se debio principalmente a HMB. La sintesis de proteinas y la utilizacion de leucina, medida por la desaparicion de -leucina
de los medios, no mostraron diferencias entre los tratamientos. La serie actual de estudios muestra que la combinacién
de HMB y 25-OH VitD3 aumenta la relacion proteina:ADN y que el HMB disminuye la degradacién de proteinas. Ambos
son indicios de que la célula esta produciendo mas proteinas, posiblemente de naturaleza funcional. Los datos también
muestran que el HMB disminuye la degradacion de proteinas estimulada por dexametasona, en depositos de proteina de
renovacion mas lenta o mas rapida naturales o con leucina marcada, respectivamente. La vitamina D tendié a disminuir
la degradacion de proteinas estimulada por dexametasona solo en el grupo de proteina de renovacion mas rapida. Esto
podria indicar que la vitamina D afecta la sintesis de proteinas funcionales ya que se ha demostrado en otros tipos
celulares que la vitamina D aumenta las proteinas de adhesién celular (97, 98). En conclusion, la combinacion HMB +
vitamina D fue sinérgica en el aumento de la relacion proteina:ADN en las células y es compatible con nuestra hipétesis.

Ejemplo 4

La cantidad de vitamina D administrada con HMB debe estar en una cantidad eficaz para elevar el nivel sanguineo de
vitamina D. En este ejemplo, se demuestra que 500Ul de vitamina D no aumenta suficientemente el nivel sanguineo de
vitamina D.

Los sujetos con niveles adecuados de vitamina D (niveles de 25-OH VitD3; en plasma > 30 ng/ml) mostraron mejoras
significativas en la funcién muscular, mientras que aquellos con evidencia bioquimica de deficiencia de vitamina D (niveles
de 250H-VitD3 <30 ng/ml) no mostraron mejoras en la resistencia y funcionalidad muscular. Si bien la debilidad muscular
asociada con la vitamina D puede no ser sorprendente en los niveles de deficiencia de vitamina D clasica (25-OH VitDs
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en sangre de <15 ng/ml), Bischoff-Ferrari y otros continuaron observando mejoria en el funcionamiento de la extremidad
inferior hasta y mas alla de 40 ng 25-OH VitDs/mL que son niveles muy superiores a los que previamente se creian
necesarios para obtener el maximo beneficio (11). Por lo tanto, la suplementaciéon de vitamina D deberia ser adecuada
para aumentar 25-OH VitDs. La Figura 4a muestra la respuesta de 25-OH VitD3 en sangre cuando se administré un control
o suplemento que contenia 500 o 2000 Ul de Vitamina D durante 12 semanas en un adulto mayor de mas de 65 afios.
Los sujetos suplementados con el control o con 500 Ul de Vitamina D durante 12 semanas no aumentaron la cantidad 25-
OH VitD3 en sangre. Mientras que los sujetos suplementados con 2000 Ul de vitamina D aumentaron los niveles
sanguineos en mas de 10 ng/ml en 12 semanas. Esta suplementacion establecié un nivel en sangre de 25-OH VitDs; > 30
ng/ml. La Figura 4b muestra los niveles de HMB en la orina en estos sujetos. En conclusién, 2000 Ul de vitamina D es
suficiente para elevar los niveles sanguineos 25-OH VitD3, donde 500 Ul es inadecuado. Cuando los niveles de vitamina
D se elevan adecuadamente, el uso de HMB produce un aumento en la resistencia y la funcién muscular.

La descripcion y los dibujos anteriores comprenden modalidades ilustrativas de la presente invencion. Las modalidades
anteriores y los métodos descritos en la presente descripcion pueden variar en funciéon de la capacidad, experiencia y
preferencia de los expertos en la técnica. El solo hecho de enumerar las etapas del método en un cierto orden no
constituye ninguna limitacion en el orden de las etapas del método. La descripcion y los dibujos anteriores simplemente
explican e ilustran la invencion, y la invencion no se limita a la misma, excepto en la medida en que las reivindicaciones
son muy limitadas. Los expertos en la técnica que tengan la descripcion ante ellos podran realizar modificaciones y
variaciones sin apartarse del alcance de la invencion.
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Reivindicaciones

10.

11.

12.

Una composicion que comprende de 0,5 g a 30 g de acido B-hidroxi-B-metilbutirico (HMB) y vitamina D en una
cantidad suficiente para elevar los niveles sanguineos de vitamina D a al menos 30 ng/ml.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la vitamina D esta presente en una cantidad de
500Ul a 4000UlI.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho HMB se selecciona
del grupo que consiste en su forma de acido libre, su sal, su éster y su lactona.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicha sal se selecciona del grupo que consiste en
una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de magnesio, una sal de cromo, y preferiblemente una sal de calcio.

Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho éster se selecciona del grupo que consiste
en ésteres de metilo y ésteres de etilo.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho HMB es una HMB isovarril lactona.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha Vitamina D es
Vitamina D3 o Vitamina D».

Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en forma de un producto alimenticio

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 formulada para administracion
intravenosa.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el aumento de la masa
muscular de un animal.

Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el incremento de la
resistencia de un animal.

Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en la mejora de la funcion
muscular de un animal.
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Figura 1a Cambios en la masa muscular a lo largo de un afio separado por el
estado de 250H-VitDz (grafico de linea) en ancianos del grupo confrol v del grupe
suplementado con HMB/ARG/LYS. Cambio general por mes (grafico de barras) en
sujetos ancianos del grupo control y del grupo suplementado con HMB/ARGI/LY'S.
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Figura 1b Cambio general en la resistencia de la rodilla separado por el estado de
250H-VitD2 en ancianos del grupo control y del grupo suplementado con
HMB/ARGILYS.
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Figura 2a Niveles de 25-OH-Vit D en suero
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Figura 2b Resistencia de extensién de la rodilla, 60°/seg
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Figura 2c indice de Rendimiento 8 semanas
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Figura 3. Relacion Proteina:ADN (A) y Degradacidn de Proteinas (B) en células C2C12 tratadas con
Control, 25-0H-VitD= (200 ng/mL), HMB ({200pM como Ca({HMB):z) o la combinacion. Los resultados
representados son promedios de los minimos cuadrados de 4 estudios replicados. Tres estudios
consistieron de 4 placas replicadas por tratamiento y el cuarto estudio consistio de & placas
replicadas por tratamiento para un total de 18 placas por tratamiento promedio. La concentracion de
Proteinas y ADN se midid y se calculd |a relacidon. Se midio la degradacion de proteinas a través de
la determinacion de la "*C-Leucina liberada al medio a partir de células premarcadas. El efecto
promedio v los valores p de interaccion se calcularon usando Modelos Lineares Generales. Para la
relacion proteina:ADN los valeres p fueron 250H-VitD==0,34; CaHMB=0,0001; y CaHMB*250H-
VitD2=0,003 y para la degradacion de proteinas los valores p fueron 250H-VitD2=0,78;
CaHMB=0,33; y CaHMB*250H-VitD3=0,08.
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