ES 2 277 557 B1

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@ Numero de publicacién: 2 277 557
@D Numero de solicitud: 200503202

@ Int. Cl.:
A61K 31/20 (2006.01)
A61K 31/23 (2006.01)
A61P 25/00 (2006.01)
)
)

AG61P 27/02 (2006.01
A61P 29/00 (2006.01
AG61P 9/10 (2006.01)
AG61P 25/28 (2006.01)

@) PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 21.12.2005

Fecha de publicacion de la solicitud: 01.07.2007
Fecha de la concesion: 28.05.2008

Fecha de anuncio de la concesién: 01.07.2008

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
01.07.2008

@ Titular/es: PROYECTO EMPRESARIAL BRUDY, S.L.
c/ Riera Sant Miquel, 3-2n.4 A
08006 Barcelona, ES

@ Inventor/es: Domingo Pedrol, Joan Carles

Agente: Ponti Sales, Adelaida

Titulo: Utilizacion de acido docosahexaenoico para el tratamiento del dafo celular oxidativo.

@ Resumen:

Utilizacién de acido docosahexaenoico para el tratamien-
to del dafio celular oxidativo.

La presente invencién se refiere la utilizacién del acido
docosahexaenoico para la fabricacién de una composi-
cion farmacéutica destinada al tratamiento del dafio celu-
lar oxidativo.

La administracion de DHA posee las siguientes ventajas
sustanciales: a) Incremento de la actividad antioxidante
celular; b) Ausencia de citotoxicidad celular a las dosis ad-
ministradas; c) Ausencia de modificaciones significativas
en el status oxidante celular a las dosis administradas; y
d) Actividad antioxidante celular adaptativa.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 277 557 B1

DESCRIPCION

Utilizacién de dcido docosahexaenoico para el tratamiento del dafio celular oxidativo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion de un aceite enriquecido en 4dcido docosahexaenoico para la fabri-
cacién de un medicamento destinado al tratamiento de procesos que llevan asociado un dafio oxidativo.

Antecedentes de la invencion

Los 4cidos grasos omega-3 son necesarios para mantener la integridad funcional celular, y en general son necesa-
rios en la salud humana. El 4cido docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA), un componente omega-3 importante del aceite
de pescado y de las algas marinas, se concentra en el cerebro, en los fotorreceptores y en la sinapsis de la retina.
Dietas enriquecidas en DHA son metabolizadas inicialmente por el higado y después distribuidas a través de las li-
poproteinas de la sangre para resolver las necesidades de los diferentes 6rganos. En general, este lipido se incorpora
en los fosfolipidos de la membrana celular y tienen efectos en la composicién y en la funcionalidad de la misma,
en la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS), en la oxidacién lipidica de la membrana, en la regulacién
transcripcional, en la biosintesis de eicosanoides y en la transduccién intracelular de la sefial. Ademads, en el sistema
nervioso central, el DHA esta implicado en el desarrollo de la capacidad de aprendizaje relacionada con la memoria,
en las funciones excitables de la membrana, en la biogénesis de las células fotorreceptoras y en la transduccién de la
sefial dependiente de proteina quinasa. Una terapia dietética potencial estaria basada en la correccién de los niveles
optimos de acidos grasos omega-3 para evitar que determinadas patologias puedan originarse o progresar, tal como
patologias inflamatorias, procesos tumorales, enfermedades cardiovasculares, depresion y enfermedades neurolédgicas.

En el sistema nervioso central, tanto el cerebro como la retina, exhiben una capacidad inusual de retencién del
DHA incluso en situaciones de privacién dietética muy prolongada de 4cidos grasos omega-3. Varios estudios han
descrito el efecto protector del DHA en las neuronas, donde estd presente en niveles muy altos. Por ejemplo, estd
implicado en la proteccion de las células neuronales de la muerte por apoptosis. Recientemente, se ha demostrado que
el DHA, que se encuentra disminuido en el hipocampo de ratas envejecidas, es capaz de proteger cultivos primarios
de dichas células contra la citotoxicidad inducida por el glutamato.

También se ha demostrado que en los fotorreceptores de la retina, el DHA modula los niveles de las proteinas
pro- y anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 protegiendo asi a los fotorreceptores del dafio oxidativo provocado por
la exposicion a los rayos UV. Los segmentos externos del fotorreceptor de la retina contienen rodopsina asi como
el contenido méas alto en DHA que cualquier otro tipo de célula. El DHA se concentra en los fosfolipidos de las
membranas externas del disco del segmento del fotorreceptor. Bajo condiciones de reduccién de la concentracién
de DHA optima se han observado disfunciones retinianas. La célula epitelial pigmentaria de la retina (RPE) es muy
activa en la captacién, conservacién y transporte de DHA. El alto contenido de DHA en el fotorreceptor y en las
células RPE esta ligado principalmente a dominios en la membrana con unas caracteristicas fisicas que contribuyen a
la modulacién de receptores, canales idnicos, transportadores, etc., asi como también parece regular la concentracién
de fosfatidilserina.

Hasta la fecha no se conoce si estos efectos estdn totalmente mediados por el propio DHA o por algtn derivado
metabdlico. Se han identificado en la retina ciertos derivados del DHA. Aunque los enzimas implicados en la sintesis
de dichos derivados no se han identificado con exactitud, hay resultados recientes que sugieren la participacién de una
fosfolipasa A, (PLA,) seguida de una lipoxigenasa (LOX). La PLA, libera el DHA de los fosfolipidos de membrana
y la LOX lo convierte en sus derivados metabdlicamente activos.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se producen durante la funcién celular normal. Los ROS incluyen el
anion superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical oxidrilo. Su alta reactividad quimica conduce a la oxidacién
de proteinas, del DNA o de lipidos. La superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién-peroxidasa (GPx)
son las enzimas antioxidantes primarias que protegen contra el dafio molecular y celular causado por la presencia de
ROS. El estrés oxidativo activa multiples vias metabdlicas; algunas son citoprotectoras, y otras conducen a la muerte de
la célula. Estudios recientes indican que el desequilibrio entre la produccién y la degradacién de los ROS son factores
de riesgo importantes en la patogénesis de muchas enfermedades en algunos casos relacionado con un deterioro del
sistema antioxidante.

El DHA se presenta como una diana de los ROS que provoca dafio en la célula del fotorreceptor y en la RPE.
La degeneracion retiniana inducida por la luz promueve la pérdida de DHA de los fotorreceptores. Por ejemplo,
cuando las células RPE estdn dafiadas o mueren, se deteriora la funcidn del fotorreceptor ya que las células RPE son
esenciales para su supervivencia. Asi, la muerte de la célula RPE por efecto del estrés oxidativo deteriora la vision,
particularmente cuando las células de la macula estdn afectadas ya que es la responsable de la agudeza visual. La
patofisiologia de muchas degeneraciones retinianas (e.g., degeneraciones maculares relativas a la edad y enfermedad
de Stargardt) implica estrés oxidativo que conduce a la apoptosis de las células de RPE. De hecho, la apoptosis de la
célula RPE parece ser el factor dominante en la degeneracién macular observada con la edad. Estos estudios sugieren
que dichas células han desarrollado mecanismos antioxidantes muy eficaces para protegerse de su alto contenido en
DHA y presentan una notable capacidad adaptativa.
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Por otra parte, estd perfectamente aceptada la relacién entre los radicales libres y el envejecimiento, basado en las
evidencias que los radicales libres producidos durante la respiracion aerobia causan un dafio oxidativo que se acumu-
la, y provoca una pérdida gradual de los mecanismos homeostaticos, una interferencia en los patrones de expresion
génica y una pérdida de la capacidad funcional de la célula, lo que conduce al envejecimiento y a la muerte. Existe una
interrelacion entre la generacion de oxidantes, la proteccidon antioxidante y la reparacion del dafio oxidativo. Se han
realizado numerosos estudios para determinar si las defensas antioxidantes declinan con la edad. Entre ellos, el anélisis
de los principales componentes de estas: actividad o expresion de las enzimas SOD, CAT, GPx, glutatién reductasa,
glutatién-S-transferasa y la concentracion de compuestos de bajo peso molecular con propiedades antioxidantes. Por
ejemplo, la sobreexpresion de SOD y CAT en Drosophila melanogaster aumenta la expectativa de vida un 30% y
disminuye el dafio por oxidacién proteico. En este contexto, la exposicién del tejido cutdneo in vitro e in vivo a los
rayos UV genera radicales libres y otras especies reactivas del oxigeno, provocando estrés oxidativo celular, que se ha
documentado que contribuye de manera importante al envejecimiento. La exposicién excesiva de la piel a la radiacién
ultravioleta puede dar lugar a un dafio agudo o crénico. En condiciones agudas se puede provocar un eritema o quema-
duras, mientras que en la sobreexposicioén crénica aumenta el riesgo de cancer de piel y de envejecimiento. Ademads,
se sabe que las células cutdneas pueden responder al estrés oxidativo agudo o crénico aumentando la expresion de una
variedad de proteinas, tales como las enzimas que estdn implicadas en el mantenimiento de la integridad de la célula 'y
la resistencia al dafio oxidativo.

Debido a la multiplicidad de dobles enlaces, los dcidos grasos omega-3 se consideran dianas moleculares para la ge-
neracién y propagacion de los radicales libres durante los procesos de estrés oxidativo relacionados con la generacién
de perdxidos lipidicos. Hay resultados contradictorios obtenidos en diferentes estudios respecto a la susceptibilidad
frente al estrés oxidativo debido a la suplementacion dietética con dcidos grasos omega-3. En algunos estudios en
humanos, se ha observado un incremento de la oxidacién de las LDL, mientras que en otros no se observé ningtin
efecto. En estudios con animales, el tratamiento con 4cidos grasos omega-3 provoca un aumento o una disminucién de
la susceptibilidad a la oxidacién de las LDL. Por otra parte, una sobreexpresion de los genes implicados en el sistema
de defensa antioxidante se ha demostrado en higado de ratones alimentados con una dieta enriquecida en el aceite de
pescados durante 3 meses.

Ademads, diferentes estudios in vitro con una linea celular de origen glial han demostrado que las membranas ricas
en 4dcidos grasos omega-3 son mds susceptibles al dafio oxidativo. La suplementacién a largo plazo de estas células con
altas concentraciones de DHA dio lugar a niveles incrementados de peréxidos lipidicos en el medio de cultivo, y un
mayor porcentaje de muerte celular por apoptosis inducida por la exposicién a peréxido de hidrégeno. Sin embargo,
se ha demostrado que la administracién intramniética de docosahexaenoato de etilo reduce la peroxidacion lipidica en
los cerebros fetales de las ratas. Este comportamiento se ha sugerido que es por un efecto secuestrante de radicales
libres via la activacion de enzimas antioxidantes. Un aumento en la capacidad antioxidante del cerebro es importante
para la defensa endégena primaria contra el estrés oxidativo porque el cerebro es relativamente rico en 4cidos grasos
poliinsaturados y es relativamente pobre en enzimas antioxidantes.

Estos resultados contradictorios sugieren que la hipdtesis basada en la premisa de que la oxidacion de un 4cido
graso aumenta como el nimero de enlaces dobles, no tiene aplicabilidad in vivo ya que otros mecanismos potenciales
pueden actuar para la disminucién del dafio oxidativo tales como una estructura tridimensional de los dcidos grasos
omega-3 en los lipidos y en las lipoproteinas de la membrana que hacen los dobles enlaces menos susceptibles al
ataque de los ROS, la inhibicién de enzimas pro-oxidantes como la PLA, o la mayor expresién de enzimas anti-
oxidantes.

Descripcion de la invencion

La presente invencién concierne al hallazgo inesperado de que la administracién de 4cido docosahexaenoico (de
aqui en adelante también referido como DHA) ya sea libre o incorporado en un triglicérido, entre otros, actia como
un antioxidante celular.

Por lo tanto, es objeto de la presente invencidn la utilizacion del dcido docosahexaenoico para la fabricacion de
una composicion farmacéutica destinada al tratamiento del dafio celular oxidativo.

En la presente invencion, la expresion “dafio oxidativo celular” significa todo proceso que conlleva un desequilibrio
entre la generacion y degradacion de especies oxidantes celulares con un origen endégeno u exégeno.

Sorprendentemente, los inventores de la presente invencién han encontrado que el DHA es capaz de inhibir la
produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS), tanto relacionadas con una induccién dependiente de peréxidos
como de superdxidos. Concretamente disminuye la produccién de anién superéxido y con ello de todas las especies
derivadas que se obtienen en la cascada oxidativa, como por ejemplo una disminucién muy importante de la pero-
xidacién lipidica. Ademads, se ha determinado un incremento en la actividad enzimdtica antioxidante, lo que sugiere
una adaptacién de la célula induciendo la expresion de agentes antioxidantes, basicamente enzimas, y reprimiendo la
expresion de agentes prooxidantes como la fosfolipasa A,.

En una realizacién de la presente invencion, dicho dcido docosahexaenoico esta incorporado en un monoglicérido,
diglicérido, triglicérido, fosfolipido, éster etilico o dcido graso libre. Preferiblemente, dicho dcido docosahexaenoico
estd incorporado en un triglicérido.
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En la presente invencién por “dcido docosahexaenoico incorporado en un glicérido” se entiende un glicerol con las
tres posiciones esterificadas con dcido docosahexaenoico.

La eleccién del triglicérido como estructura quimica del DHA se basa en los datos derivados de un estudio en el
que se comparaba la biodisponibilidad de cuatro concentrados de dcidos omega-3 en forma de esteres etilicos, fosfoli-
pidos, dcidos grasos libres y triglicéridos después de una administracidn oral, y que demostraron que los triglicéridos
reesterificados presentan una biodisponibilidad superior a las otras preparaciones.

En una realizacidén preferida de la presente invencion, dicho dcido docosahexaenoico se encuentra en un porcentaje
en peso de entre el 20 y el 100% respecto al total de 4cidos grasos, preferiblemente entre el 40 y el 100% respecto al
total de 4cidos grasos y mds preferiblemente dicho dcido docosahexaenoico se encuentra en un porcentaje en peso de
entre el 66 y el 100% respecto al total de 4cidos grasos.

Los inventores de la presente invencion han comprobado que una célula enriquecida con una composicién con
DHA, de acuerdo con la invencidn, estd mejor preparada para hacer frente a una nueva situacion de estrés oxidativo
y minimizar de esta forma los efectos adversos que de ella se puedan derivar. Es decir, la presencia del DHA en
las biomembranas induce una respuesta adaptativa celular frente al estrés oxidativo. La respuesta adaptativa es un
fenémeno celular por el cual la exposicién a un agente téxico (en concentraciones subletales) provoca una respuesta
celular que protegerd posteriormente a la célula contra los efectos deletéreos del mismo toxico a concentraciones
letales, dicho en otras palabras, es un efecto benéfico desencadenado con bajo nivel de exposicion a un agente que es
dafiino a altos niveles.

La administracién de DHA posee las siguientes ventajas sustanciales:
a) Incremento de la actividad antioxidante celular;
b) Ausencia de citotoxicidad celular a las dosis administradas;
¢) Ausencia de modificaciones significativas en el status oxidante celular a las dosis administradas;
d) Actividad antioxidante celular adaptativa.

Por todo lo anterior, en una realizacién preferida la presente invencion se refiere a la utilizacién del 4cido docosa-
hexaenoico para la fabricacién de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento del dafio oxidativo celular,
siendo dicha patologia una patologia neurodegenerativa, preferiblemente seleccionada del grupo que comprende: es-
clerosis multiple, Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y distrofia muscular, entre otras.

En otra realizacién de la presente invencidn, la patologia asociada a un dafio oxidativo es una patologia ocular,
preferiblemente una seleccionada del grupo que comprende retinosis pigmentaria, degeneracién macular y cataratas,
entre otras.

En atin otra realizacidn, la patologia asociada con un dafio oxidativo es una patologia isquémica, preferiblemente
un infarto de miocardio, infarto cerebral, etc.

En todavia atin otra realizacién de la presente invencion, la patologia asociada con un dafio oxidativo es un proceso
inflamatorio, preferiblemente seleccionado del grupo que comprende artritis, vasculitis, glomerulonefritis y lupus
eritomatoso, entre otras.

En otra realizacion preferida, la patologia asociada a un dafio oxidativo es ateroesclerosis.

La composicién farmacéutica que comprende DHA se puede encontrar en forma de aceite o emulsion, los cuales
se pueden administrar por via oral, sublingual, intravenosa, intramuscular, topica, subcutdnea, rectal o incluso por
simple puesta en contacto con los érganos olfativos situados en la entrada de las vias respiratorias del principio activo
de la microemulsién de la invencién en forma liquida o de vapor. Asi la administracién puede realizarse por pul-
verizacion, nebulizacién o atomizacién de las microemulsiones o también la administracién puede ser realizada por
inhalacién.

Opcionalmente, dicha composicién farmacéutica comprende, ademads, un segundo principio activo.
De la misma manera, la composicion farmacéutica que comprende DHA se puede utilizar en la industria alimenta-
ria con el fin de enriquecer los productos alimenticios (p.e. productos lacteos como yogures, leche, etc) con un agente

antioxidante natural como el DHA.

Por lo tanto, en otra realizacidn la presente invencion dicha composicion farmacéutica se administra a un paciente
que ya estd recibiendo un tratamiento contra una patologia asociada a un dafio oxidativo.
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Leyendas de las figuras

Figura 1. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la generacién
intracelular de ROS. Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto
al total de 4cidos grasos durante tres dias antes del experimento. (A) La deteccion de ROS se realizé con DHR 123
en células tratadas con 40 6 60 mM de AAPH durante 180 min. Los datos representan la media de tres experimentos
independientes. (B) La deteccién de ROS se realizé con CDCFDA en células tratadas con el sistema xantina/xantina
oxidasa durante 180 min. A modo de comparacién se incorporan los datos obtenidos con Vitamina E (control) 100
uM. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.

Figura 2. Efecto comparativo de la riqueza en DHA de un triglicérido en el medio de cultivo de células Foreskin
sobre la generacion intracelular de ROS. (A) Las células se han cultivado en presencia de cada triglicérido durante tres
dias antes del experimento. La concentracion del eje de las abcisas es la equivalente que obtendria con un triglicérido
de una riqueza en DHA del 70% en peso. La deteccién de ROS se realizé con DHR 123 en células tratadas con 40 mM
de AAPH durante 180 min. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. (B) Representacion
de la proteccién antioxidante respecto a la concentraciéon en DHA en el aceite del 20, 50 y 70%.

Figura 3. Efecto de la concentracién del DHA sobre la produccién de TBARS en células Foreskin. Las células se
han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto al total de 4cidos grasos durante
tres dias antes del experimento a la concentracion indicada. El estrés oxidativo se ha inducido con AAPH 40 mM
durante 6 h y 24 h de latencia. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.

Figura 4. Efecto de la concentraciéon de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la generacioén de
aniones superdxido. Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto
al total de 4cidos grasos durante tres dias antes del experimento. La deteccién de aniones superdxido se realizé por
quimioluminiscencia inmediatamente después de la induccion oxidativa de las células con AAPH 40 mM y en algunos
experimentos en presencia de Tirén 10 mM o de 0,1875 UA/ul de SOD exdgena. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Figura 5. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la actividad SOD.
Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto al total de dcidos
grasos durante tres dias antes del experimento a una concentracion de DHA de 0,5 (A), 5 (B) y 50 uM (C). La
actividad SOD se ha evaluado de forma indirecta mediante el andlisis del decremento de la quimioluminiscencia
generada por el luminol como consecuencia de la actividad SOD endégena. La induccién oxidativa se ha realizado
con el sistema xantina 0,1 mM/xantina oxidasa 0,005 U/ml que genera de forma inmediata aniones superoxido. Los
datos son representativos de tres experimentos independientes.

Figura 6. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la actividad GPx.
Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto al total de acidos
grasos durante tres dias antes del experimento. La actividad GPx se ha evaluado sobre el sistema celular no inducido
o inducido con AAPH 40 mM. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

Figura 7. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células ARPE-19 sobre la generacién
intracelular de ROS. Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto
al total de 4cidos grasos durante tres dias antes del experimento. (A) La deteccién de ROS se realizé con DHR 123 (A)
o con CDCFDA (B) en células tratadas con 40 6 60 mM de AAPH durante 180 min. Los datos representan la media
de tres experimentos independientes.

Figura 8. Efecto comparativo de la riqueza en DHA de un triglicérido en el medio de cultivo de células ARPE-19
sobre la generacion intracelular de ROS. Las células se han cultivado en presencia de cada triglicérido durante tres dias
antes del experimento. La concentracién del eje de las abcisas es la equivalente que se obtendria con un triglicérido de
una riqueza en DHA del 70% en peso. La deteccién de ROS se realizé con DHR 123 en células tratadas con 40 mM
de AAPH durante 180 min. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. (B) Representacion
de la proteccion antioxidante respecto a la concentracion en DHA en el aceite del 20, 50 y 70%.

Figura 9. Efecto de la concentracién del DHA sobre la produccién de TBARS en células ARPE-19. Las células se
han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto al total de dcidos grasos durante
tres dias antes del experimento a la concentracién indicada. El estrés oxidativo se ha inducido con AAPH 40 mM
durante 6 h y 24 h de latencia. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.

Figura 10. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la generacion de
aniones superdxido. Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto
al total de 4cidos grasos durante tres dias antes del experimento. La deteccién de aniones superdxido se realizé por
quimioluminiscencia inmediatamente después de la induccion oxidativa de las células con AAPH 40 mM. Los datos
son representativos de tres experimentos independientes.

Figura 11. Efecto de la concentracién de DHA en el medio de cultivo de células Foreskin sobre la actividad GPx.
Las células se han cultivado en presencia de un triglicérido con un 70% en peso de DHA respecto al total de dcidos
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grasos durante tres dias antes del experimento. La actividad GPx se ha evaluado sobre el sistema celular no inducido
o inducido con AAPH 40 mM. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

A continuacién se incluyen los siguientes ejemplos a modo ilustrativo y no limitativos de la invencién.
Ejemplos
Materiales y métodos para evaluar la actividad antioxidante

Cultivos celulares

Como modelos celulares se han utilizado células Foreskin (fibroblastos de epidermis no diferenciados, CRL-2076)
y células ARPE-19 (células epiteliales pigmentarias de retina, CRL-2302) que se han obtenido de la American Type
Culture Collection. Los cultivos celulares se han mantenido en las condiciones adecuadas de crecimiento: temperatura
(37°C), concentraciéon de CO, (5%) y humedad (95%) en un incubador especial para esta finalidad. Las células ARPE-
19 se mantienen en crecimiento hasta confluencia de 0,3 x 10* células/cm? en frascos de cultivo con medio DMEM-
F12 (Biological Industries) suplementado con 10% de suero fetal bovino, antibiéticos penicilina (100 U/mL) y estrep-
tomicina (100 pg/mL) y glutamina (Biological Industries). Los fibroblastos CRL-2076 se mantienen en crecimiento en
frascos de cultivo en medio Dulbecco modificado por Iscove (Biological Industries) supplementado con 10% de suero
fetal bovino, antibidticos penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 ug/mL) y glutamina (Biological Industries).
Las células son traspasadas para adherencia al sustrato 24 h a 37°C desde los frascos de 75 ml a placas de 6, 12 0 96
pocillos para poder realizar el experimento (10° células/mL).

Integracion del DHA a las células

Se afiadié el DHA-TG en concentraciones diferentes (0,5-50 uM) partiendo de DHA-TG con una riqueza del 20, 50
y 70% (densidad del aceite 0,92 g/mL), disolviendo el aceite en etanol para la solucién stock (1:100) y preparando las
soluciones de trabajo en medio de cultivo acondicionado con suero. Las células se cultivaron con medio suplementado
de DHA-TG durante 3 dias a 37°C.

Induccion de estrés oxidativo
Se usaron para estresar oxidativamente a las células diferentes inductores:

a) sistema xantina/xantina oxidasa 0,8 mM/10~> U/mL que cataliza la oxidacién de hipoxantina y xantina a
4cido drico, con reduccién del O, a O-2 y H,0,.

b) 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) 1-100 mM ampliamente usado como iniciador
hidrofilico de radicales libres por induccién de la peroxidacién lipidica y proteico. E1 AAPH oxida al
DNA, a las proteinas y a los lipidos por accién de los peroxil radicales formados. Ademds actda a nivel
del sistema de defensa enddgeno, ya que inactiva el enzima clave, la SOD, con lo que pierde la capacidad
protectora de la CAT y de la GPx.

Generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

El nivel de ROS fue medido en cultivos primarios de fibroblastos humanos de piel CRL-2076 y en células epite-
liales de retina ARPE-19 empleando la técnica fluorimétrica usando como sondas fluorescentes dihidrorodamina 123
(DHR123, Molecular Probes) y diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (H,DCFDA, Molecular Probes) en un sistema
continuo midiendo cada 30 min hasta 180 minutos. En ambos casos se trata de una medida inespecifica de la gene-
racién de ROS. Las sondas fluorescentes se afiadieron a las células (1 x 10° células/mL) a una concentracién final de
10 uM. La fluorescencia de las sondas oxidadas (2,7-diclorofluoresceina y rodamina 123) fue medida en un lector de
fluorescencia Mithras a una longitud de onda de excitacién de 488 nm y una longitud de onda de emisién de 525 nm en
funcién del tiempo. La fluorescencia obtenida se modula con las determinaciones de viabilidad celular por la técnica
espectrofotométrica del MTT abajo resefiada.

Viabilidad celular

Para evaluar el efecto citotoxico de las diferentes muestras se han realizado estudios de viabilidad celular. Este
método consiste en la adicién del reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma),
soluble en medio acuoso, al medio de incubacidn. Las células viables metabolizan este compuesto y es convertido
en sal de formazédn. Esta sal es un compuesto colorimétrico insoluble en medio acuoso, soluble en DMSO y que se
puede usar como una medida de la viabilidad celular. El método consiste en la adicién de 20 ul por pocillo de una
disolucién de MTT de 7.5 mg/ml (en exceso). Se incuba durante una hora a 37°C de forma que las células viables
metabolizan el compuesto y produzcan la sal formazan mientras que las no viables no lo metabolizardn. Tras una hora
de incubacién se precipitan las células y se afiaden 100 ul de DMSO, el cual disolvera la sal formazéan. Por dltimo
se mide la absorbancia a 550 nm en un lector de placas. Los resultados de viabilidad se expresan como porcentaje
de densidad 6ptica con respecto a los controles considerando que estos dltimos poseen un 100% de viabilidad. Se
han realizado curvas de viabilidad celular en placas de 96 pocillos sembrando unas 20.000 células por pocillo (tras
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un andlisis del nimero de células idéneo en funcién de su ratio de crecimiento) con un volumen aproximado de 200
ul de medio por pocillo. El estudio de la eficiencia del producto se realiza después de la exposicién de las células al
producto durante 72 h en un intervalo de concentraciones lo suficientemente amplio para determinar el valor de la
ICs. Los resultados experimentales se han ajustado a la ecuacién de Hill mediante el software Sigma Plot 8.0 para
determinar la ICs,, definida como la concentracién de DHA necesaria para disminuir la viabilidad del cultivo al 50%
respecto al control.

Determinacion de proteinas

La determinacidn se basa en la deteccion colorimétrica y cuantificacidn total de las proteinas con una formulacién
dcida bicinconinica optimizada que permite medir proteinas en muestras diluidas en un rango de concentracion de
0.5-20 ug/ml. El método emplea un detector de Cu*!, el cual es reducido por las proteinas en medio alcalino a Cu*?.
El producto purpura de reaccién se forma por la quelacién de dos moléculas de BCA con el i6n cuproso. El com-
plejo soluble en agua absorbe a 562 nm. Mediante una curva de calibracién obtenemos una ecuacién, obteniendo los
resultados expresados en ug/mL de proteinas. El kit comercial empleado es el MicroBCA de Pierce (N°® 23235).

Andlisis directo de la generacion de ROS
Medida de generacion de hidroperoxidos lipidicos

Se empled la medida del malonildialdehido (MDA) en lisados celulares como marcador de peroxidacién lipidica
por espectrofotometria UV-Vis. El MDA y los 4-hidroxialquenals (HAE) son productos derivados de la peroxidacién
de 4cidos grasos poliinsaturados y ésteres relacionados. La medida directa de estos aldehidos constituye un indice
conveniente de la peroxidacion lipidica. Se empled un reactivo cromogénico (N-metil-2-fenil-indol en acetonitrilo)
que reacciona con el MDA a 45°C utilizando el kit comercial de peroxidacién lipidica de Calbiochem (N° 437634).
La condensacion de una molécula de MDA con dos moléculas del reactivo cromogénico da un croméforo estable
con maxima absorbancia a 586 nm siendo el Iimite de deteccion de 0.1 uM. La induccién se realizo durante 6 h
con AAPH 40 mM y 24 horas de latencia. Se lisaron las células (107 células/mL) mediante ciclos de congelacién y
descongelacion en N, liquido. Se fraccionaron las muestras para medir MDA y proteina. Los resultados se expresaron
en uM de MDA/mg de proteinas.

Medida de generacion de anion superoxido

La medida directa del anién superdxido se realiz6 mediante la técnica de Quimioluminiscencia en microplaca
mediada por luminol (Calbiochem, N° 574590). La quimioluminiscencia para la deteccién del anién superéxido es
una técnica empleada debido a su potencial para acceder a todos los sitios intracelulares de generacién de superéxido,
por la alta especificidad de la reaccién con luminol, por la minima toxicidad intracelular y la sensibilidad incrementada
respecto a otras técnicas quimicas. Su fundamento es que el anién superéxido oxida al luminol en una reaccién que
produce fotones de luz que son rdpidamente medidos en un luminémetro estindar. En nuestros ensayos empleamos un
lector de quimiolumiscencia en microplaca de ELISA, MITHRAS y ademads, dado la corta vida media del radical, se
empled un enhancer para incrementar la sensibilidad del ensayo y amplificar la respuesta. Debido a que este reactivo
no es téxico y no desnaturaliza los componentes de los sistemas subcelulares, puede ser usado en células vivas.
También se investigd la capacidad de inhibir la produccién de anién superdxido utilizando un secuestrante especifico
de anién superéxido, el tirén (dcido 4,5-dihidroxi-1,3-benceno disulfénico, Sigma) empleado frecuentemente para
ensayos in vitro de bloqueo en la produccién de ROS siendo permeable a la membrana celular y por otra parte, se
empled superdxido dismutasa (SOD, Sigma) como bloqueante enzimdtico, que constituye una enzima de primera
linea en la defensa antioxidante endégena. La medida de quimioluminiscencia en las células sometidas al tratamiento
inductor de estrés oxidativo con AAPH se analizé cada 60 segundos durante un tiempo total de medida de 4100
segundos, a una frecuencia de 120 seg/ciclo. Se expresaron los resultados en UA de quimioluminiscencia/mg proteina.

Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes
Medida de la actividad glutation peroxidasa (GPx)

La GPx cataliza la reduccién de hidroperdxidos a glutation reducido y la funcién es proteger a la célula del dafio
oxidativo. Usa glutatién como ultimo donante de electrones para regenerar la forma reducida de la selenocisteina. La
medida indirecta de GPx se obtiene por la reaccién acoplada con glutatién reductasa. El glutatién oxidado (GSSG)
producido por la reaccién con los hidroperéxidos por accién de la GPx es reciclado a su estado reducido por la glutation
reductasa usando como coenzima el NADPH. La oxidacién de NADPH a NADP* se acompaifia de la disminucién de
su absorbancia a 340 nm. La tasa de disminucién de la absorbancia a 340 nm es directamente proporcional a la
actividad GPx de la muestra. Para la deteccion de la GPx en lisados celulares de cultivos primarios se emple6 el
kit espectrofotométrico en microplaca de ELISA de Cayman (N° 703102). Se cultivaron las células por adherencia
al sustrato 24 h a 37°C. El lisado celular se obtuvo por sonicacién en Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 5 mM y DTT 1
mM. La actividad de la GPx se obtiene determinando el cambio de A, nm/min (AAsy) se expresa como nanomoles
NADPH/min/mg de proteina de la muestra.
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Medida de la actividad superoxido dismutasa (SOD)

Esta metodologia quimioluminiscente se basa en el andlisis de la actividad SOD en el sobrenadante celular respecto
a un control positivo de SOD (Calbiochem N° 574590). La presencia de SOD en el sistema xantina oxidasa-xantina-
luminol provoca una disminucién de la quimioluminiscencia producida como consecuencia de la dismutacién del
anién superéxido proporcional a la actividad SOD. El andlisis se realiza en un luminémetro MITHRAS a intervalos
de 50 mseg hasta un tiempo de reaccién final de 520 seg.

Evaluacion de la actividad antioxidante del DHA en un modelo de piel humano

En el presente estudio in vitro se han utilizado como modelo celular, células Foreskin (fibroblastos de epidermis no
diferenciados, ATCC CRL-2076) que constituyen un tipo celular adecuado por su buena respuesta in vitro a diferentes
inductores oxidantes, ademds de ser un cultivo primario con requerimientos nutricionales y condiciones de cultivo
normales, y constituye un buen modelo in vitro extrapolable a la respuesta in vivo, para una potencial aplicacién
cosmética del DHA.

Resultados

Inicialmente, se han establecido las condiciones necesarias para disponer de un modelo celular activo en todas
las condiciones de estudio. Esto quiere decir que los resultados obtenidos hacen referencia a células metabolitamente
activas. Estudios previos ya habian demostrado que en células Foreskin concentraciones inferiores a 1000 uM de
DHA no afectaban a la viabilidad celular en estudios a 3 dias. Tampoco se ve afectada la viabilidad celular durante
los estudios de estrés oxidativo con el sistema xantina/xantina oxidasa o con AAPH. También, se ha demostrado
que la incorporacién de DHA hasta una concentracién de 50 uM en un cultivo de células Foreskin durante 3 dias
no incrementa de manera significativa el nivel oxidativo celular medido como la fluorescencia celular asociada a dos
sondas, la dihidrorodamina (DHR 123) y 1a 2,7-diclorofluoresceina (H,DCFDA), més especifica para anién superéxido
y para la deteccidn de hidroperdxidos, respectivamente. Una vez establecidas estas condiciones se procedié a evaluar la
capacidad antioxidante general del DHA incorporado en la membrana de las células Foreskin frente al estrés oxidativo
inducido por xantina/xantina oxidasa o por AAPH.

Al inducir un estrés oxidativo moderado con AAPH 40 mM y usando la DHR 123 como detector de ROS, el DHA
muestra un efecto inhibidor en la generacién de las especies reactivas del oxigeno, tanto a la concentracién de 0,5 uM
(59% de proteccién) como a 5 uM (33% de proteccion), presentando un menor efecto a 10 uM (26% de proteccién) o
nulo a 50 uM de DHA (Fig. 1A). Cuando las células se someten a una induccién severa con AAPH 60 mM, el DHA
muestra un efecto protector frente a la generacién de ROS, tanto a la concentracién 0,5 uM (40% de proteccién) como
a5 uM (29% de proteccion) perdiéndolo a concentraciones superiores de DHA (Fig. 1A).

También podemos destacar la proteccion que ejerce el DHA 0,5 uM contra el estrés oxidativo inducido por la
xantina/xantina oxidasa (Fig. 1B), lo que muestra un efecto secuestrante de las especies reactivas del oxigeno, tanto
anién superéxido como hidroperéxidos generados en el proceso oxidativo. Comparando la capacidad antioxidante res-
pecto a un antioxidante lipofilico como es la vitamina E (Fig. 1B), observamos que ejercen una cinética de proteccién
semejante (el DHA inhibe un 33,46% la oxidacion celular y la vitamina E un 30%).

El comportamiento en la cinética de proteccién del DHA presenta siempre un maximo efecto antioxidante entre
los 60-120 minutos de efectuada la induccion, denotando una saturacion en la capacidad secuestrante de hidroperd-
xidos y anién superéxido del DHA. El comportamiento antioxidante es dosis dependiente de modo critico, ya que al
aumentar la concentracién del mismo pierde la capacidad secuestrante de ROS siendo la concentracién de 0,5 uM
la més efectiva en su capacidad antioxidante. En este sentido otro pardmetro critico a nivel de optimizacién de la
eficiencia del sistema es la proporcién de DHA respecto al total de 4cidos grasos. Como se muestra en la Figura 2,
a idénticas concentraciones de triglicérido, la disminucién de la proporcion de DHA a 50 6 20% reduce de manera
drastica la capacidad antioxidante celular, torndndose pro-oxidante a concentraciones bajas o moderadas. Estos resul-
tados parecen indicar que el efecto antioxidante celular del DHA, no depende exclusivamente de la concentracién del
mismo, sino que también es un factor decisivo su localizacién molecular en este caso su distribucion en la estructura
del triglicérido.

En cuanto a la inhibicién especifica en la produccion de ROS se han analizado la generacion de perdxidos lipidicos
(TBARS) y de aniones superéxido. Los resultados obtenidos indicaron que las células tratadas con AAPH, generaron
una mayor concentraciéon de sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico (TBARS) respecto a las células no inducidas,
expresado como uM de MDA/mg de proteinas (Fig. 3). Como era de esperar, la incorporacién de DHA en la membrana
de las células Foreskin incrementa ligeramente de una forma dosis dependiente (0.5, 5 y 50 uM) la peroxidacién
lipidica basal celular (Fig. 3). En las células sometidas a una induccién oxidativa con AAPH 40 mM, el DHA presenta
una actividad antioxidante protegiendo a los fibroblastos de la generacién de hidroperéxidos lipidicos de membrana
siendo su accién del tipo concentraciéon dependiente inversa. La proteccién con DHA, fue del 87% para 0,5 uM DHA;
85% para 5 uM y 48% para DHA-TG 50 uM (Fig. 3).

Se analiz6 posteriormente la generacion del anién superéxido. Células Foreskin sometidas a un estrés oxidativo
con AAPH 40 mM generaron una produccion de anién superdxido 2,5 veces superior a las células no inducidas, que
mantuvieron el nivel de anién superdxido constante (Fig. 4). En ausencia de induccién oxidativa, las células con DHA
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integrado no presentan un nivel superior de anién superdxido intracelular respecto al control (Fig. 4). En condiciones
de estrés oxidativo (Fig. 4), el DHA inhibe la generacién del anién superéxido en un 16,5% a una concentracién de
0,5 uM; en un 10% a una concentracién de 5 uM y en un 9% a una concentracién de 50 uM. Se confirmé la especi-
ficidad del método mediante la adicién de Tirén (4cido 4,5-dihidroxi-1,3-benceno disulfénico, compuesto permeable
a la membrana celular que opera como secuestrante altamente especifico de anién superdéxido intracelular) o de SOD
extracelular (bloqueante enzimadtico de primera linea en la defensa antioxidante enddgena via dismutacién del anién
superoxido intracelular). La produccién del anion superdxido en células estresadas con AAPH con o sin DHA previa-
mente integrado en presencia de SOD exdgena o de Tirén fue totalmente inhibida obteniéndose unos valores basales
(Fig. 4).

Finalmente se analiz6 si el DHA ejercia su actividad antioxidante a través de una modificacién de la actividad de los
enzimas antioxidantes celulares de primera linea. Se analizaron la actividad de la SOD y de la GPx en células Foreskin
con o sin DHA integrado. En el primer caso se utiliz6 el sistema xantina/xantina oxidasa como generador de aniones
superdxido instantdneo (tiempo total de medida 520 seg, midiendo cada 50 mseg). De acuerdo con los resultados obte-
nidos, se logré una buena induccién oxidativa con una cinética rdpida observandose directamente la dismutacién y no
la produccién de anién superéxido. Se interpreto como medida indirecta y cualitativa de la actividad SOD el maximo
de quimioluminiscencia que se alcanzo a los 15 seg de la induccién oxidativa (Fig. 5). Sin DHA integrado, se alcanza-
ron valores de 310 U.A. quimioluminiscencia/10° células, disminuyendo a 150 U.A. quimioluminiscencia/10° células
en un sistema preincubado con DHA 0,5 uM (52% de proteccién antioxidante) (Fig. 5). La eficiencia antioxidante se
mantuvo en un 52% y en un 42% de proteccion en células tratadas con 5 y 50 uM de DHA, respectivamente (Fig. 5).
Ademds, conociendo que el AAPH, oxida tanto el DNA, las proteinas y los lipidos por difusién de los peroxil radica-
les generados, el DHA como antioxidante podria impedir la inactivacién de la SOD, encargada de la dismutacién del
anion superdxido, manteniendo en la célula la defensa antioxidante enddgena de la catalasa y la glutatiéon peroxidasa.
En cuanto a la actividad GPx (Fig. 6), esta se encuentra incrementada en estado basal celular a concentraciones de
DHA modestas (hasta un 17% a 5 uM), pero desciende a concentraciones altas (-20% a 50 uM). Este comportamiento
se mantiene intacto en estado de estrés oxidativo (Fig. 6). Estos resultados sugieren que el DHA colabora con el sis-
tema de defensa antioxidante end6égeno en cuanto a la dismutacién del anién superéxido, generando SOD en todo el
rango de concentraciones ensayado y también es capaz de controlar la generacion de hidroperéxidos a concentraciones
moderadas ya que incrementa la actividad GPx.

Evaluacion de la actividad antioxidante del DHA en un modelo celular de retina

En el presente estudio in vitro se han utilizado como modelo celular, células ARPE-19 (células epiteliales pig-
mentarias de retina, ATCC CRL-2302) que constituyen un tipo celular adecuado por su buena respuesta in vitro a
diferentes inductores oxidantes, ademds de ser un cultivo primario con requerimientos nutricionales y condiciones de
cultivo normales. Ademads, constituye un buen modelo ocular ya que conserva las propiedades biolégicas y funcionales
de las células epiteliales pigmentarias de retina.

Resultados

El estudio realizado con esta linea celular es andlogo al descrito para las células Foreskin en el apartado anterior.
Los requerimientos basicos han sido los mismos con respecto al mantenimiento de la viabilidad celular en todas las
condiciones de trabajo (efecto del DHA, del estrés oxidativo). La incorporaciéon del DHA en las dosis analizadas
tampoco ha supuesto una alteracion significativa en el estado oxidativo celular basal.

Al inducir un estrés oxidativo moderado con AAPH 40 mM y usando la DHR 123 como detector de ROS, el DHA
muestra un efecto inhibidor en la generacién de las especies reactivas del oxigeno, tanto a la concentracién de 0,5 uM
(43% de proteccion) como a 5 uM (32% de proteccién), presentando un menor efecto a 50 uM (4% de proteccion)
de DHA (Fig. 7A). Cuando las células se someten a una induccién severa con AAPH 60 mM, el DHA muestra un
efecto protector frente a la generacién de ROS, tanto a la concentracién 0,5 uM (13% de proteccién) y menor a
concentraciones superiores de DHA (Fig. 7A). Estos resultados son similares a los obtenidos con las células Foreskin,
aunque cabe destacar como aspecto diferencial la menor proteccidon observada frente a una induccién oxidativa severa.
Utilizando para la detecciéon de ROS la CDCFDA mas especifica de peréxidos, también se pone de manifiesto la
proteccion que ejerce el DHA contra el estrés oxidativo inducido por AAPH (Fig. 7B).

También la cinética de proteccién del DHA presenta siempre un maximo efecto antioxidante entre los 60-120
minutos de efectuada la induccién, denotando una saturacién en la capacidad secuestrante de hidroperéxidos y anién
superoxido del DHA. Cuantitativamente, la capacidad antioxidante es dosis dependiente de modo critico, ya que al
aumentar la concentracién del mismo pierde la capacidad secuestrante de ROS siendo la concentracién de 0,5 uM la
mads efectiva en su capacidad antioxidante (Fig. 7A y 7B). En este sentido otro pardmetro critico a nivel de optimizacién
de la eficiencia del sistema es la proporcion de DHA respecto al total de dcidos grasos. La disminucién de la proporcién
de DHA respecto al total de dcidos grasos del 70% al 50-20% reduce de manera importante y no proporcional su
capacidad antioxidante celular a las concentraciones 6ptimas (0,5-5 uM), igualandose a concentraciones elevadas
(Fig. 8A y 8B), pero a diferencia de las células Foreskin en ninguna proporcion se torna el DHA pro-oxidante. Estos
resultados confirman que el efecto antioxidante celular del DHA, no depende exclusivamente de la concentracion del
mismo, sino que también es un factor decisivo su localizacién molecular en este caso su distribucion en la estructura
del triglicérido.
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En cuanto a la inhibicién especifica en la produccién de ROS se han analizado la generacién de peréxidos lipidicos
(TBARS) (Fig. 9) y de aniones superdxido (Fig. 10). Los resultados obtenidos son muy similares a los obtenidos
con las células Foreskin. Las células tratadas con AAPH, generan una mayor concentracién de sustancias reactivas
al 4cido tiobarbitirico (TBARS) y de aniones superdxido respecto a las células no inducidas. La incorporacién de
DHA en la membrana de las células ARPE-19 incrementa ligeramente de una forma dosis dependiente (0.5, 5 y 50
uM) la peroxidacion lipidica basal celular, pero en las células sometidas a una induccién oxidativa, el DHA presenta
una actividad antioxidante celular inhibiéndolas de la generacién de hidroperdxidos lipidicos de membrana con una
relacion inversa a su concentracién. La proteccion con DHA, fue del 64% para 0,5 uM DHA; 58% para 5 uM y 42%
para DHA 50 uM (Fig. 9). Se analiz6 posteriormente la generacién del anién superéxido. En ausencia de induccién
oxidativa, las células con DHA integrado no presentan un nivel superior de anién superéxido intracelular respecto al
control (Fig. 10). Un estrés oxidativo con AAPH 40 mM genera una produccion de anién superéxido que es inhibido
parcialmente por el DHA (20-16% a concentraciones de 0,5-50 uM).

Finalmente se analizé si el DHA alteraba la actividad del enzima GPx como antioxidante celular de primera linea
(Fig. 11). La actividad GPx se encuentra incrementada en estado basal celular a todas las concentraciones de DHA
ensayadas (12-40%) y este comportamiento se mantiene intacto en estado de induccién oxidativa que ademads presenta
una actividad GPx 2,5 veces superior (Fig. 11). Al igual que en las células Foreskin, estos resultados sugieren que el
DHA ejerce parte de su efecto antioxidante modulando la actividad del sistema enzimédtico de defensa antioxidante
enddgeno celular.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién del 4cido docosahexaenoico para la fabricacién de una composicién farmacéutica destinada al trata-
miento del dafio celular oxidativo.

2. Utilizacién segtin la reivindicacién 1 caracterizada por el hecho de que dicho dcido docosahexaenoico estd
incorporado en un monoglicérido, diglicérido, triglicérido, fosfolipido, éster etilico o 4cido graso libre.

3. Utilizacién segutn cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicho 4cido
docosahexaenoico estd incorporado en un triglicérido.

4. Utilizacién segtn cualquiera de las reivindicaciones 2 caracterizada por el hecho de que dicho dcido docosa-
hexaenoico se encuentra en un porcentaje en peso de entre el 20 y el 100% respecto al total de acidos grasos.

5. Utilizacién segun la reivindicacién 3 caracterizada por el hecho de que dicho acido docosahexaenoico se
encuentra en un porcentaje en peso de entre el 40 y el 100% respecto al total de dcidos grasos.

6. Utilizacion segtin cualquiera de las reivindicaciones 2-4 caracterizada por el hecho de que dicho dcido docosa-
hexaenoico se encuentra en un porcentaje en peso de entre el 66 y el 100% respecto al total de acidos grasos.

7. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha com-
posicion farmacéutica comprende, ademds, otro principio activo.

8. Utilizacidén segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha com-
posicién farmacéutica se administra a un paciente que estd recibiendo un tratamiento contra el dafo celular oxidativo.

9. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha patolo-
gia asociada con un dafio oxidativo es una patologia neurodegenerativa.

10. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha pato-
logia asociada con un dafio oxidativo es una patologia ocular.

11. Utilizacion segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha pato-
logfa asociada con un dafio oxidativo es una patologia isquémica.

12. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha pato-
logia asociada con un dafio oxidativo es un proceso inflamatorio.

13. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada por el hecho de que dicha pato-
logia asociada a un dafio oxidativo es ateroesclerosis.

14. Utilizacién segun la reivindicacién 9 caracterizada por el hecho de que dicha patologia neurodegenerativa
es una del grupo que comprende esclerosis multiple, Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y distrofia
muscular.

15. Utilizacién segun la reivindicacién 10 caracterizada por el hecho de que dicha patologia ocular es una del
grupo que comprende retinosis pigmentaria, degeneracién macular y cataratas.

16. Utilizacién segtn la reivindicacién 11 caracterizada por el hecho de que dicha patologia isquémica es infarto
de miocardio o infarto cerebral.

17. Utilizacién segtn la reivindicacién 12 caracterizada por el hecho de que dicha patologia es una del grupo que
comprende artritis, vasculitis, glomerulonefritis y lupus eritomatoso.
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FIGURA 2A
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ACTIVIDAD GPx (nmol/min/mg prot)
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