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Composiciones ricas en acidos grasos omega 3 con un bajo contenido en acido fitanico

DESCRIPCION

Sector técnico de la invencién

La presente invencion se refiere al procedimiento para la obtencién de composiciones ricas en acidos grasos omega
3 con contenido en acido fitanico inferior a 90 ug por gramo de aceite. La presente invencién también se refiere a la
obtencién de composiciones ricas en DHA con un contenido en &cido fitanico inferior a 90 ug por gramo de aceite,
mas especificamente entre 650-950 mg/g, es decir, entre el 65% y el 95% en peso de DHA y valores de PhA
inferiores a 90 pg, preferentemente inferiores a 5 yg por gramo del aceite que forma la composicion. Las
composiciones obtenidas se utilizan en el campo de los suplementos alimenticios, de los productos nutricionales y
productos farmacéuticos debido a su accion profilactica y a su efecto terapéutico.

Antecedentes de la invencion

Los acidos grasos omega 3 son una familia de acidos grasos poliinsaturados cuya caracteristica comun es que el
ultimo doble enlace esta ubicado en el tercer enlace C-C a partir del grupo metilo final del acido graso. Los acidos
grasos omega 3 son esenciales, es decir, el cuerpo humano no puede producirlos internamente y por lo tanto es
necesario ingerirlos a través de la dieta o a través de composiciones. Debido a su naturaleza poliinsaturada, los
acidos grasos omega 3 tienen funciones fisicoquimicas muy particulares (es decir, muy bajo punto de fusion) por lo
tanto se han estudiado ampliamente. Hoy en dia, se sabe que hay hasta 10 acidos grasos omega 3 (es decir, acido
estearico), aunque su presencia en el cuerpo humano es en muy pequefias cantidades y su actividad fisioldgica es
muy baja o esta ausente, a excepcion del DHA y/o EPA.

El acido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico o EPA, asi como el 4,7,11,13,16,19-docosahexaenoico o DHA son los
acidos grasos omega 3 con mas funciones fisioldgicas, especialmente el DHA, que tiene funciones especificas en la
retina, el esperma, el tejido neural, etc. EI DHA y el EPA tienen funciones fisiolégicas comunes, aunque el DHA tiene
funciones fisiolégicas especificas que no tienen otros acidos grasos, particularmente en los fotorreceptores, tejido
neural y esperma entre otros. El consumo de DHA en dosis elevadas aumenta los niveles de EPA, aunque esto no
sucede del revés; ademas, el DHA no altera la sintesis de otros acidos grasos (Voss et al., 1992).

Desde la perspectiva fisioldgica, el DHA es el acido graso omega 3 de mayor interés desde el punto de vista
bioldgico para el consumo humano. Puesto que el EPA y el DHA estan presente en las mismas fuentes alimenticias,
y dado que el EPA es mas abundante, el EPA ha sido inicialmente el que ha llamado la atencién, siendo mas facil de
obtener. Sin embargo, el conocimiento de estos dos acidos grasos en los ultimos 15 afios ha aumentado
significativamente el interés por el DHA y por su necesaria purificacion ya que, salvo excepciones, como mucho esta
presente en no mas del 10-15 % de las grasas en las fuentes alimenticias mas abundantes.

La mayoria de las fuentes de obtenciéon del acidos grasos omega 3 ricos en DHA son de origen marino: microalgas
(es decir, Schizochytrium sp., Crypthecodinium sp., Ulkenia sp., Euglena sp.), crustaceos (es decir, krill Euphausia
superba), peces ricos en grasas (es decir, Thunnus ibynnus thynnus o atun rojo), y mamiferos marinos; ademas de
hongos y levaduras (es decir, Yarrowia lipolytica) y bacterias (es decir, Lactobacillus spp.).

La fuente mas abundante, con mayor pureza y mas adecuada de obtencion de acidos grasos omega 3 ricos en DHA
para el consumo humano es el pescado, dado que se producen 140 millones de toneladas de pescado y marisco por
afio (FAO, 2007) y se estima que la produccion de aceite de pescado representa 1 millon de toneladas métricas
anuales (IFFO, International Fishmeal & Fish oil Organization). El pescado mas adecuado es el atun y otras especies
con el mayor contenido de omega 3, siendo el porcentaje de DHA superior al 20% en peso; ademas, puesto que son
productos alimenticios, presentan la mayor garantia y seguridad en la salud publica. Por otro lado, junto con el
pescado, el krill representa la mayor reserva y biomasa de DHA del planeta. Sin embargo, la explotacion del krill
para obtener acidos grasos omega 3 representa un riesgo importante y conocido para las cadenas tréficas y el
desarrollo de las especies y de los peces necesarios en la dieta humana. Una posibilidad en el futuro seria obtener
tal krill en criaderos de krill, donde no habria riesgo para las cadenas tréficas y ademas se podrian reproducir en un
ambiente libre de contaminantes que podria existir en las aguas marinas.

Numerosos autores consideran que el DHA es un nutriente deficiente en la mayor parte de las dietas a nivel mundial.
Pero, ademas de su importancia como tratamiento en las enfermedades de deficiencia de DHA, su accion fisiologica
lo convierte en el cofactor de mas interés para el tratamiento y la prevencién de las enfermedades
neurodegenerativas tales como el Alzheimer o la esquizofrenia; las enfermedades degenerativas de la retina, el
cancer, las enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias cronicas articulares y dermatoldgicas,
renales y urologicas (prostata), alopecia androgénica, alteraciones de la fertilidad masculina y femenina, trastorno
déficit de atencidn primaria o hiperactividad, desarrollo intelectual y cognitivo, asi como necesario para el desarrollo
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visual y en particular de la regién macular, enfermedades cardiovasculares, la diabetes y la hipertrigliceridemia.

Para el tratamiento de numerosas patologias es necesario usar dosis decenas de veces superiores a las obtenidas
solo con la dieta (en general > 2-4 gramos) lo que hace necesario obtener composiciones de DHA con altas purezas
para lograr el consumo de dosis adecuadas (es decir, para obtener una dosis de 4 gramos de DHA a partir de
composiciones de aceite al 20% seria necesaria la ingesta de 20 gramos de aceite o 40 geles blandos
convencionales de 500 mg).

Los acidos grasos poliinsaturados son altamente inestables en su forma libre, por tanto su ingesta oral requiere
estabilizacién, lo que puede lograrse a través de esterificacién o unién a otras moléculas tales como el glicerol y el
etanol, que los hacen mas estables y aumenta su biodisponibilidad. El primero vehiculo (glicerol) permite una mayor
pureza (triglicérido), estabilidad y presenta una maxima biodisponibilidad, evitando la presencia de alcohol, que es
particularmente importante en los casos de necesitar dosis altas y cuando, en numerosas aplicaciones, su uso es
cronico, ademas de en el caso de mujeres embarazadas y nifios. Se ingieren los triglicéridos en concentraciones
centenares de veces superiores como parte de los alimentos normales y son la fuente natural de nutriciéon y
farmacocinética de los acidos grasos en los tejidos diana. La farmacocinética de los triglicéridos es maxima y
permite la maxima pureza del principio activo, el DHA, y por lo tanto los triglicéridos de DHA presentan la mejor
absorcién y tienen mas implicaciones fisiolégicas y metabdlicas.

En paralelo a la sensibilidad aumentada hacia la relacion entre los alimentos y la salud, hay una aceptacion
aumentada del pescado como una fuente nutritiva saludable. El pescado es una fuente importante de proteinas de
alta calidad, minerales y vitaminas, ademas de acidos grasos omega 3 poliinsaturados, cuyos beneficios para la
salud son bien reconocidos. Sin embargo, un estudio reciente destaca el riesgo asociado con contaminantes
ambientales tales como el mercurio y las dioxinas, que como se sabe se acumulan en el pescado.

La sintesis de acidos grasos y la cadena tréfica en los seres vivos son responsables de las propiedades
fisicoquimicas de las membranas y de su adaptacion fisiolégica a las condiciones ambientales (es decir,
temperatura). Los acidos grasos con menor punto de fusion (PF) encontrados en los fosfolipidos y grasas de los
seres vivos son el acido pristanico (PA), el acido fitanico (PhA), EPA, DHA, el acido araquidénico (AA) y el acido
estearico (SDA), que proporcionan condiciones fisiolégicas optimas en bajas temperaturas. Los organismos usan
dos estrategias quimicas para obtener acidos grasos con un PF muy bajo: la metilacién y la insaturacion de los
acidos carboxilicos. Teniendo en consideracion las condiciones extremas encontradas en los organismos de origen
marino, no es de extrafiar que las fuentes mas ricas de tales acidos grasos estén principalmente en aguas marinas
frias. En este sentido, los acidos grasos con el menor PF encontrados en la naturaleza, alimentos y en los productos
grasos derivados tales como los aceites de origen marino, son los acidos grasos de cadena ramificada largos (C>18)
con varios grupos metilo, de los cuales el PhA es el que esta presente en las mayores concentraciones, y los acidos
grasos lineales omega 3de cadena larga omega 3 (C>18), en donde los dos mas importantes por su concentracion y
abundancia son el DHA y el EPA.

El PhA esta presente en la dieta humana o en los tejidos animales a donde puede llegar a partir de la clorofila de las
plantas. El PhA se forma a partir del alcohol correspondiente, el fitol, y se oxida para formar PA, lo que explica por
qué es habitual encontrar al PA y al PhA juntos. El PhA esta implicado en una patologia humana, el sindrome de
Refsum, el cual se caracteriza por una acumulaciéon de PhA en la sangre y los tejidos, habiéndose descubierto
posteriormente que se relaciona con una deficiencia en la ruta de la alfa-oxidacion en el higado.

Mientras que la mayoria de los alimentos contienen menos de 5 ug de PhA/g, los de mas alto contenido superan 1
mg de PhA/g, y en el caso del pescado se superan los 750 pg/g, siendo su cantidad proporcional al porcentaje de
grasa. Se considera como el alimento con la mayor concentracién de PhA y de mayor riesgo (Grupo lll) para el
consumo en enfermedades tales como la Retinitis pigmentaria (RP) y defectos en la oxidacion del PhA tales como la
enfermedad de Refsum. Por otro lado, los procedimientos de separacion de las grasas en la produccién de aceite de
pescado aumentan de forma significativa la concentracion de PhA.

Se conoce que la fraccion grasa del pescado es la principal fuente en la dieta de los acidos grasos omega 3 DHA y
EPA, pero también es la principal fuente de PhA. Las fuentes con mayor contenido en EPA y DHA representan la
mayoria de la ingesta de DHA y EPA, estando asociadas al mismo tiempo con las mas altas concentraciones y
fuente de ingesta de PhA. EI DHA y el PhA comparten las mismas fuentes, mas alla de los productos de uso
alimentario y farmacéutico, hallando asi las concentraciones mas altas de DHA y de PhA en los productos de origen
marino y microbiano. Normalmente el PhA se encuentra conjuntamente con el EPA y DHA. Las bacterias, los
hongos y las microalgas son los organismos en la naturaleza con la concentracion mas alta de PhA. Los aceites
obtenidos de microorganismos con un rico contenido de DHA y la menor proporcion de PhA, con frecuencia superan
los 100 pg/g.

Todas las dietas occidentales estudiadas, que incluyen la mediterranea, tienen una ingestion diaria de 100-150 mg
de DHA, mientras que numerosos autores establecen una necesidad diaria de 200-300 mg. El DHA es el unico
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nutriente para el que practicamente toda la poblaciéon del mundo es deficiente en su dieta.

Un punto muy importante que no se muestra habitualmente en la bibliografia es que el DHA de la dieta es el 100%
de origen animal, dado que no existe DHA en los alimentos de origen vegetal (salvo algunas algas que no son de
uso alimentario). Por lo tanto, la necesidad de los vegetarianos es mucho mas alta, en particular de los veganos
estrictos, y donde pueden encontrarse los niveles mas bajos. Su deficiencia es incluso mayor y algunos autores la
consideran como un marcador en la enfermedad Retinitis pigmentaria (RP) asi como en enfermedades
neurodegenerativas metabdlicas asociadas con defectos de peroxisomas.

Dado el generalizado interés en la purificacion de los acidos grasos omega 3 principalmente de DHA, de EPA o de
los dos, durante décadas ha habido numerosas patentes y procedimientos regulares para obtener aceites refinados
ricos en DHA y EPA para obtener purezas mas altas.

Sin embargo, como se muestra en la figura 3, los aceites refinados y purificados existen en el mercado, y que se
obtienen con procedimientos patentados y de buenas practicas de fabricacion (BPF), contienen altos niveles de PhA,
incluso en aquellos aceites con una alta pureza en DHA.

Efectos negativos del PhA en la salud.

El PhA es un factor de riesgo para la salud publica ya que induce el cancer de préstata, mama, colon... asi como
trastornos neuroldgicos y visuales (Lloyd-MD et al., 2008; Allen-NE et al., 2008; Thornburg-G et al., 2006; Xu-J et al.,
2005). Ademas es citotoxico (Komen-JC et al., 2007; Schonfeld et Reiser, 2006; Schonfeld et al., 2006, Heinz, 2005;
Elmazar y Nau, 2004). La ingesta de PhA es un factor de riesgo para el desarrollo y/o evolucion de las
enfermedades: oftalmolégicas (retina, cataratas, ojo seco,...), alteraciones olfativas y auditivas, neurolégicas
(Alzheimer, encefalopatia...) y alteraciones psiquiatricas, alteraciones nefroldgicas, cardiovasculares (anomalias
eléctricas S. Purkinje, alteraciones del musculo liso, cardiopatia isquémica, aterosclerosis), miopatias y severa
amiotrofia grave, alteraciones Oseas, alteraciones hepaticas, alteraciones de la fertilidad masculina y femenina,
enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias cronicas (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, LES) y cancer
(prostata, colon, mama, rifidn, ovario, algunos tipos de leucemia, etc.).

Los mecanismos exactos mediante los cuales el PhA es toxico para los tejidos neurosensorial y neural, corazén,
rindn, higado, intestino, musculo liso y estriado, prostata, mama, esperma, pulmén y sistema 6seo se estan siendo
esclareciendo gradualmente. Los mecanismos mejor conocidos estan relacionados con la sobreexpresion de
marcadores tumorales (la alfa-metilacil-CoA racemasa (AMACAR) o la SPC-2) y la accién desacoplante
protonoférica de la cadena de transporte de electrones respiratoria en la mitocondria, y en las membranas
citoplasmaticas (es decir, fototransduccion en la retina). A una dosis muy baja, el PhA es una de las moléculas con
mayor induccion de estrés oxidativo in vivo, potencia la teratogénesis y es un gran inductor de la aterosclerosis y la
muerte por insuficiencia cardiaca.

El PhA es directamente toxico para la mitocondria y presenta una potente actividad aterogénica. El PhA tiene una
actividad tipo rotenona en el desacoplamiento del complejo | en la fosforilacion oxidativa en la membrana interna de
las mitocondrias, que da como resultado la produccidon posterior de especies reactivas de oxigeno y la
lipoperoxidacion in vivo del DHA, y otros acidos grasos poliinsaturados o PUFA (Kahler-S et al., 2005). Reduce los
niveles de DHA en los fosfolipidos, principalmente en los fotorreceptores y el tejido neural, aumentando la
sensibilidad a la isquemia, a las lesiones cardiovasculares por reperfusion y a la oxidacién de lipoproteinas de baja
densidad (LDLox), aumentando la actividad antiinflamatoria macrofagica, reduciendo la actividad energética y
metabdlica (inhibiendo la fosforilacion oxidativa) e induciendo la mutacion del ADN mitocondrial. Esta actividad
metabdlica téxica explica por si misma porqué los fotorreceptores, epitelio pigmentario, tejido neural, corazén
(células de Purkinje), rifidn, higado, ovario, esperma, pulmones... todos tejidos ricos en mitocondrias, son los
primeros en verse afectados en pacientes con elevadas concentraciones de PhA. El PhA induce apoptosis mediada
por Ca*? en las células de Purkinje (Powers-J.M et al. 1999) y muerte subita cardiaca en modelos animales. El PhA
produce isquemia, apoptosis de la musculatura lisa vascular, es aterogénico y en particular cardiotdxico. Una
deficiencia en la proteina de transporte de esterol-2 (SPC-2) produce la muerte subita cardiaca por acumulacion de
PhA en ratones. El PhA induce apoptosis en cultivos de células del musculo liso vascular (CMLV) en seres
humanos, ratones y cerdos.

La actividad modificada de reabsorcién de Ca*? y la apoptosis de osteoclastos debidas al PhA da como resultado
anomalias 0seas. Las proteinas unidas a Ca® en las membranas de los segmentos externos de los fotorreceptores,
en donde la calmodulina esta particularmente concentrada, son responsables del flujo de ca®* que controla multiples
acontecimientos en fotorreceptores, que incluye fototransduccién y transduccion sinaptica. La funcion de la
calmodulina esta mediada por numerosas proteinas ligadas a ella, que incluye GTPasas. Cuando se reduce la
concentracion de la calmodulina en los fotorreceptores, se producen defectos en la vision, en particular en la
adaptacion a la luz y a la oscuridad.
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El PhA es directamente téxico para las células ganglionares ciliares afectando a los nervios ganglionares
parasimpaticos en la regiéon posterior de la 6rbita ocular, responsables de la contraccion de la pupila y de la
acomodacion de la vision (presbicia, hipermetropia, fotosensibilidad, etc). El PhA interfiere con la funcion de células
ciliares, del cuerpo basal y de las proteinas unidas a los microtibulos requeridas para la biogénesis del cilio, que
mediada la interaccién de los diferentes tipos de miosina y prenilacion de las Rab GTPasas en el cilio primario de los
fotorreceptores, que afecta el transporte de proteinas esenciales tales como opsina, a células olfatorias, la céclea,
las células renales, el sistema respiratorio, el esperma, las microvellosidades intestinales, asi como al movimiento de
los melanosomas en el epitelio pigmentario de la retina. La RP, que presenta alteraciones en el metabolismo del
PhA, es un modelo de la alteracién de las células ciliares, encontrandose anomalias del axonema del esperma y de
los bastones ciliados, que afectan a la renovacion de los segmentos externos de los bastones que dependen del
cuerpo ciliar, dando como resultado dafo visual irreversible. Ademas, en la RP con sindromes no asociados, se
encuentran alteraciones de los potenciales evocados auditivos y alteraciones de la audiometria compatibles con las
alteraciones cocleares caracteristicas de las células ciliares. Las alteraciones significativas del cuerpo ciliar dan
como resultado RP y sordera de una manera que es comparable al sindrome de Usher y otros tales como en
pacientes no asociados a sindromes con alteraciones auditivas.

Las proteinas G pequefias de la familia Rho y Rab necesitan la adicién de estos residuos isoprenilo a su extremo C
para la funcién normal de la GTPasa. La ruta de sefalizacién de la Rho-GTPasa es criticamente necesaria para la
direccion de la intervencion terapéutica en enfermedades nefroldgicas, trastornos neuroldgicos (mielinizacion),
progresion del cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades infecciosas, etc. El PhA y otros isoprenoides
afectan la sefalizacion de la Rho-GTPasa, en particular la ruta Rac, de manera opuesta al DHA vy las estatinas. El
PhA modifica a las Rho-GTPasas de manera comparable a algunas toxinas bacterianas en el epitelio y en la mucosa
respiratoria y digestiva para desarrollar los procesos infecciosos e invasivos; procesos tumorales y metastasis (es
decir, préstata, mama), lesiones renales (glomerular, tubular etc.) y desmielinizacion.

Estas GTPasas son el mecanismo principal que explica por qué el DHA sin el PhA es mas eficaz que el resto del
DHA con el PhA en numerosas aplicaciones de la presente innovacion.

Siguiendo esta misma linea, el PhA y el PA son controladores de los principales y mas potentes mediadores de los
fenotipos angiogénesis y de inflamacion. La induccion de la angiogénesis, TNF alfa, GBP-1, GBP-2 y citocinas
inflamatorias (Cl) mediante PhA y PA es un factor determinante para el desarrollo de cancer (metastasis),
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, enfermedades infecciosas, renales, pulmonares y
neuroldgicas.

El PhA se convierte en PA por oxidacion, y ambos, el PhA y el PA inducen apoptosis mediada por la formacién de
UNAM de la 6xido nitrico sintetasa y elevadas concentraciones de la proteina dentro de las 2 horas del tratamiento
(Idel et al., 2002). Ademas, el PhA y el PA controlan los principales y mas potentes mediadores del fenotipo de la
angiogénesis y la inflamacion. También, el PhA y el PA son los inductores mas potentes de la activacion y secrecion
del factor de necrosis tumoral a (TNFa) (Idel et al., 2002). La expresion de la proteina de unién a guanilato humana
(GBP)-1 se induce altamente por citocinas inflamatorias (CI) y, por lo tanto, pueden caracterizar células activadas
por Cl. GBP-1 es un marcador de activaciéon celular nuevo que caracteriza el fenotipo activado por Cl de células
endoteliales. GBP-1 es un regulador principal de la respuesta antiangiogénica de células endoteliales a las Cl. GBP-
1 es una proteina citoplasmatica y su expresion en células endoteliales se induce de forma selectiva mediante
interferon-gamma, interleucina-1 alfa, interleucina-1 beta o TNF-alfa, pero no mediante otras citocinas, quimiocinas o
factores de crecimiento. El PhA y el PA son inductores de TNF alfa y del interferon gamma. La expresion de GBP-1
esta altamente asociada con las células endoteliales vasculares pero era indetectable en la piel, pero estaba
altamente inducida en vasos de enfermedades cutaneas con un componente altamente inflamatorio que incluye
psoriasis, reacciones farmacoldgicas adversas y sarcoma de Kaposi. Se ha demostrado que la expresion de GBP-1
y de la metaloproteinasa-1 de la matriz (MMP-1) esta inversamente relacionada in vitro e in vivo, y que GBP-1, pero
no la expresion de otras proteasas, inhibe selectivamente la expresion de MMP-1 en células endoteliales. Este
ultimo hallazgo indicé que la inhibicion de la formacién de capilares se debe especificamente a la represion de la
expresion de MMP-1 mediante GBP-1, y no se ve afectada por la actividad antiproliferativa del dominio helicoidal de
GBP-1 (Guenzi et al., 2003).

El PhA potencia los efectos teratogénicos del acido retinoico (ElImazar & Nau, 2004), teniendo particular relevancia,
dado el DHA que esta frecuentemente asociado con el PhA, estd recomendado durante el embarazo, la lactancia y
en los alimentos infantiles.

La retinitis pigmentaria (RP) es un modelo ideal para estudiar la toxicidad del PhA en presencia del DHA, como se
vera adicionalmente a lo largo de este documento. Las propiedades fisicoquimicas del PhA lo hacen un importante
competidor del DHA cuando se incorpora en la posicién 2 de los fosfolipidos (la posicion habitual del DHA en los
fotorreceptores). El PhA tiene un numero elevado de enlaces con libre rotacion (14) y tiene un punto de cristalizacion
muy bajo, permitiendo una elevada fluidez en la membrana. Sin embargo, el PhA carece de la conformacion
estructural caracteristica del DHA para las interacciones Van der Waals con la hélice alfa de la rodopsina,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2574 136 T3

necesarias para su movilidad en la membrana y estructura terciaria. En consecuencia, el PhA reduce la actividad de
la rodopsina y de la fototransduccién. El PhA tiene la capacidad de desacoplar las membranas de los fotorreceptores
dando como resultado el fracaso de la fototransduccion (hiperpolarizacion continua) hallada en la RP. El PhA no es
sensible a la degradacion por oxidacion y es resistente a las condiciones distroficas tales como las encontradas en la
RP. Esto ocurre especialmente en casos de deficiencia en DHA, tal como en la RP, consecuencia de la distrofia,
donde es la unica enfermedad donde hay una deficiencia de DHA, considerandosela un marcador de la enfermedad.

El PhA modifica la funcién de los fotorreceptores a través de su incorporacién a los fosfolipidos y triglicéridos,
desplazando al DHA (McColl y Converse, 1995; Powers et al., 1999, Monning et al., 2004) y reduciendo los niveles
de DHA debido a la lipoperoxidacién y el dafio mitocondrial que induce el PhA. El PhA también tiene la capacidad
téxica para actuar como transportador de protones (agente desacoplante) no sélo en la mitocondria sino también en
las membranas de los fotorreceptores (Gutknecht-J, 1988), alterando asi la polarizacion de los segmentos externos
de los fotorreceptores.

Desplazamiento del DHA por el PhA.

El PhA modifica la funcion de los fotorreceptores a través de su incorporacion a los fosfolipidos y los triglicéridos,
desplazando asi al DHA del segundo carbono de los fosfolipidos en las membranas de ERO y la mitocondria. Por lo
tanto, el desplazamiento del DHA de las membranas por PhA modifica la funcién de los fotorreceptores,
comportandose como un antagonista del DHA en la fototransduccion, alterando la homeostasis del calcio y la
regeneracion de la rodopsina. El desplazamiento del DHA mediante PhA es uno de los diversos mecanismos de
accion en algunas enfermedades (es decir, ER = enfermedad de Refsum), siendo un mecanismo parcialmente
patégeno.

Mientras que el DHA es un inhibidor de la apoptosis asi como un factor neurotréfico o de supervivencia para los
fotorreceptores, el PhA es uno de los inductores de la oxidacion y apoptosis in vivo mas potentes, interfiriendo de
manera antagonista con los mecanismos de accion del DHA. Los niveles de PhA en el aceite interfieren con la
actividad del DHA, dado que la capacidad del DHA para inhibir la apoptosis en la retina esta reducida mediante la
presencia del PhA de una manera dependiente de la dosis.

El PhA produce apoptosis en los fotorreceptores en modelos animales con RP, produciendo un dafio irreversible en
las mitocondrias. En estas condiciones, los péptidos responsables de la supervivencia de los fotorreceptores son
incapaces de inhibir la apoptosis. Sin embargo, el DHA, es el Ginico acido graso que neutraliza las especies reactivas
en la retina en estados distroficos. El PhA es particularmente citotoxico en las retinas distroficas y el DHA reduce sus
efectos. Se ha probado que el DHA es un inhibidor del estrés oxidativo y del dafio mitocondrial irreversible que
provoca la degeneracion de los fotorreceptores (Rotstein et al. 2003).

Por lo tanto, puede concluirse que el PhA, ademas de ser citotoxico, es un antagonista del DHA, con todo lo que
esto implica. Concretamente, el PhA, de manera antagonista para el DHA, induce la apoptosis a través de la
mitocondria.

En la actual invencion se han desarrollado dos experimentos preclinicos que inducen apoptosis en los
fotorreceptores con Paraquat (Figura 1) y MNU (figura 2), para estudiar el efecto anti apoptosis del DHA in vitro e in
vivo en relacion con la concentracion del PhA. En los dos experimentos se demuestra que la capacidad anti
apoptética de DHA en los fotorreceptores esta inversamente correlacionada con la concentracion de PhA. La
actividad anti apoptotica mas alta se obtiene con concentraciones entre 0 y 20 ug/g, aqui la proporcion Bcl-2/Bax era
significativamente mas baja que en los ratones alimentados con < 5 ug/g.

Toxicidad del PhA

No es necesaria una alteracion metabdlica o interaccion farmacolégica o alimentaria de la oxidacion del PhA para
presentar toxicidad, puesto que una dosis nutritiva de PhA a través de una dieta convencional también da como
resultado variaciones significativas del PhA y aumento del riesgo para la salud y de toxicidad. A modo esquematico
la toxicidad del PhA a través de su consumo a dosis bajas esta relacionada con las situaciones siguientes:

1. Dentro del proceso oxidativo del PhA se incluye parte del proceso fisiopatolégico: la inducciéon de la AMACAR.
El efecto del PhA en la salud también se determina por la sobreexpresién de determinados marcadores
moleculares asociados con numerosos canceres de gran valor epidemioldgico: cancer de prostata, cancer
colorrectal y de células renales. Hay evidencia de que este mismo marcador se relaciona con canceres de ovario,
mama Yy endocrinos relacionados con una resistencia a la insulina. El PhA es esencial para la supervivencia de
varias lineas celulares tumorales (prostata, rifidn, mama, colon, pulmoén) dando como resultado la sobreexpresion
de la AMACAR y de SPC-2. Se han descrito casos con deficiencias en AMACAR con neuropatia, RP y un
aumento de PhA y PA (Ferdinanduse et al., 2000).
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2. Deficiencia en la oxidacion del PhA con acumulacién aumentada de PhA en pacientes de RP, tal como en la
enfermedad de Refsum infantil o de adulto, el sindrome de Zellweger, la adrenoleucodistrofia neonatal y la
condrodisplasia punctata rizomélica.

3. Sin embargo, otras enfermedades genéticas presentan aumentos del PhA en comparacién con la poblacién
normal debido a defectos en los peroxisomas tales como en: a) Enfermedades con mitocondriopatias (Complejo
IV), deficiencia de COX, sindrome de Leigh, sindrome Renal Fanconi (Fingerhut R et al., 1994).

4. se eliminan mas de 50 mg/dia de PhA a través de oxidacion y del citocromo P450. Se conoce bien que el
citocromo P-450 mediada la oxidacién del PhA, pero también se conoce que existen fuertes inhibidores del
citocromo P450 (es decir, antimicoticos azdlicos, acido valproico, cimetidina, eritromicina, sulfametoxazol,
opioides, ciclosporina, inhibidores de la proteasa, antidepresivos, hiperforina, barbitdricos, antihistaminicos,
tamoxifeno, cannabinoides, S-warfarina, etc.). Asi, ciertos farmacos pueden aumentar la concentracion del PhA
de manera significativa. Numerosos tratamientos farmacolégicos inhiben la degradacion metabdlica del PhA, que
se acumula y se hace principalmente retinotoxico, neuro y cardiotdéxico. EI PhA puede interaccionar con los
antagonistas del calcio, agentes anti angiogénicos, inmunosupresores y antiinflamatorios. La rapida oxidacion del
PhA (alfa-oxidacion=90 % de oxidacién del PhA) en el cuerpo humano esta mediada por diferentes isoenzimas
del citocromo P-450 (es decir, CYP2C8). Uno de los farmacos mas destacados, debido a su interés comercial y
uso, son los farmacos hipolipemiantes: los fibratos y las estatinas, los inhibidores del P450 CYP2C8 que inhiben
fuertemente el metabolismo oxidativo del PhA, dando como resultado una acumulacion del PhA. Los fibratos
activan la B-oxidacion en los peroxisomas, pero la degradacion del PhA necesita la alfa-oxidaciéon que se inhibe
mediante los fibratos a través de la inhibicion del citocromo P450 CYP2C8. ElI PhA es en parte probable
responsable de su principal efecto secundario: la rabdomiolisis.

5. Deficiencias secundarias en la oxidacién del PhA: en la enfermedad de Alzheimer se reduce en los
peroxisomas la actividad de las enzimas dependientes de tiamina, dando como resultado una cantidad reducida
de la hidroxifitanoil-CoA liasa necesaria para la oxidacién del PhA. En paralelo, al aumento en los niveles de
acetilcolina encontrado en la enfermedad de Alzheimer se ha hallado un aumento de los niveles de PhA.

6. Alteraciones nutricionales (anti metabolitos: tiaminasas y antagonistas de tiamina, acetilcolina) que afectan al
descenso de la tiamina, donde el pirofosfato de tiamina es un cofactor en la oxidacion del PhA (a través de las
ligasas) asi como deficiencias en la tiamina de las cuales las mas conocidas son las relacionadas con el
sindrome de Wernicke-Korsakoff, la enfermedad cardiovascular fatal beriberi y el sindrome neurotdxico debido a
consumo de carpa y salménidos. Los antagonistas de la tiamina se encuentran en sustancias tales como
conservantes alimentarios (es decir, sulfitos) procedentes de plantas y alimentos frecuentes (es decir, té, uva,
citricos...), resistentes a la ebullicion (orto e hidroxifenoles) como el acido caféico, el acido clorogénico y el acido
tanico, la quercetina y la rutina (muy utilizados en farmacologia y como complementos alimenticios); las
tiaminasas procedentes de los alimentos (frecuentes en el pescado, principalmente de piscifactorias, el 80% del
consumo), rumen, productos lacteos y carnes de rumiantes: los alimentos ricos en PhA); consumo de alcohol,
zumo de pomelo (y en menor grado el zumo de naranja, mandarina, manzana, uva y sus derivados) y la cafeina,
pueden aumentar en menor grado los depdsitos de PhA. Un modelo interesante es una enfermedad genética que
produce deficiencia de tiamina y sordera neurosensorial. El alcohol y la piritiamina (antimetabolito de la tiamina)
so6lo necesitan 100 pug/ml para producir deficiencia grave de tiamina en menos de 7 dias. Estas interacciones
hacen notar que no sélo es importante evaluar la cantidad de PhA vy fitol contenida en los alimentos, sino que los
alimentos asociados a la dieta, los tratamientos farmacoloégicos, los complementos alimenticios y los habitos
pueden afectar a la acumulacion del PhA procedente de la dieta.

7. Por otro lado, los datos epidemioldgicos no dejan duda con respecto al efecto toxico a dosis que se consideran
normales (50-100 mg/dia), siendo toxico a dosis tan bajas como 0,1 pmol/mg de grasa. Incluso a
concentraciones mucho mas bajas, el PhA es una de las moléculas con mayor capacidad inductora de oxidacion
in vivo, interaccionando con algunos mecanismos fisiolégicos esenciales del DHA y reduciendo sus niveles in
vivo, dafando su estructura a través de la lipoperoxidacion. A concentraciones en sangre muy bajas, 300 ug/ml o
< 1 mmol/l (<1% total de acidos grasos) y aproximadamente el 5-10% del total de acidos grasos del tejido
nervioso, produce una neuropatia grave y la muerte. En estudios de toxicidad postmortem asociados a la
acumulacion de PhA (enfermedad de Refsum) los niveles mas altos encontrados en solo algunos tejidos habian
llegado al 8,5% del total de acidos gra50323. La enfermedad de Refsum, tanto en adultos como en nifios, con
acumulacién grave de PhA, es un modelo ideal para estudiar la toxicidad del PhA que incluye retinitis
pigmentaria, nistagmo, hipotonia, ataxia, retraso mental y del crecimiento, dismorfias faciales y Oseas,
hepatomegalia e hipocolesterolemia.

DHA y PhA

La toxicidad del PhA esta relacionada con enfermedades y situaciones en donde se recomienda y utiliza la ingesta
de DHA, tal como la retinitis pigmentaria (RP), en donde el DHA se comporta como un marcador de la enfermedad y
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el PhA es el agente etioldgico de la RP. Las enfermedades que comunmente requieren DHA para su tratamiento al
mismo tiempo son inducidas por el PhA. Ademas de las oncolégicas la mas evidente de todas es la RP. Los acidos
grasos de cadena ramificada PhA y PA, son marcadores en distintas enfermedades de RP (Refsum,
adrenoleucodistrofia neonatal (NALD), condrodisplasia punctata rizomélica, Zellweger, Usher 1V) asociadas con un
defecto en el metabolismo de la alfa y betaoxidacion del PA. El PhA es la Unica causa de la RP en estos casos.

Durante décadas se ha sabido que existen deficiencias de DHA en todos los tejidos diana en la RP. Todos los
pacientes con RP presentan alteraciones en el metabolismo del DHA y una parte significativa de los mismos tiene
concentraciones elevadas de PhA que, hasta cierto punto, es la causa de la evolucion de la enfermedad. El grado de
deficiencia de DHA no esta asociado con la evolucién y el prondstico de la enfermedad. En este sentido, la RP
autosdmica dominante no sistémica es la mas benigna de todas las formas hereditarias (Cela-Lopez, Jm, Tesis
Doctoral), incluso en niveles de DHA que estaban por debajo de los tomados de forma esporadica (Schaefer et al.
1995). Sin embargo, la ingesta oral de 2 g/dia de DHA en pacientes con XLRP no normalizan los niveles de DHA,
debido a una pérdida de DHA en retinas distroficas, siendo necesario ingerir 4 g/dia para normalizar los niveles de
DHA en los fosfolipidos de los eritrocitos. La evolucién y el pronéstico de los diversos tipos de RP dependen de la
dosis farmacolégica del DHA y del momento de inicio de su ingesta, asi como de los niveles del PhA. Por lo tanto, se
puede afirmar que la concentracion de PhA esta relacionada con el peor prondstico en la evolucion de la
enfermedad y en la pérdida de la funcién central (regién macular).

Se han encontrado niveles aumentados de acido fitanico en los tratamientos con “DHA”

Cuatro muestras de 4 pacientes llegaron al laboratorio de los inventores para evaluar el efecto beneficioso de un
tratamiento con DHA en dos sindromes con RP. El tratamiento con 4 g/dia de DHA (4,86 mg de fitanico) de cuatro
pacientes con enfermedad de Refsum juvenil y sindrome de Zellweger durante 3 meses, aumento la presencia de
acidos grasos de cadena ramificada: fitanico y pristanico en el 50% y el 44%. De modo paralelo, se observo un
empeoramiento completo del estado clinico: neurolégico, sordera y RP (agudeza visual y campo visual). El
Laboratorio de Enfermedades peroxisomicas del Kennedy Krieger Institute (Baltimore) informa de manera rutinaria
en todos los resultados analiticos a todos los pacientes que estudian durante el afo, que la ingesta de DHA de
pescado aumenta los niveles toxicos de acido fitanico y por tanto siempre recomiendan el DHA de algas. Los datos
muestran que los concentrados comerciales de DHA son téxicos en pacientes con RP asociado con defectos
peroxisomicos.

En 1994, la Asociacién de Pacientes con RP (AARPE Espafia) llevé a cabo un estudio con 17 pacientes con RP con
o sin sindromes (Refsum, Zellweger, NADL, Kearns, Bordet-Bield, RP autosémica recesiva y RP esporadica) que
tenian niveles aumentados de acido fitanico en plasma. Todos tomaron aceite de DHA con distintas cantidades de
acido fitanico (desde 5 mg hasta 11,5 mg por dia) en periodos variables de 1 mes hasta 3 afios. Todos ellos
mostraron niveles aumentados de acido fitanico desde el 23% hasta el 82%, independientemente de la fuente de
aceite de pescado. Tras 1 afio, la progresiéon de la RP fue mayor de lo esperado en pacientes con RP sin sindromes
(11 pacientes) (AV 8,3% menos), aunque en aquéllos con sindromes (6) la pérdida de funcion visual fue bastante
valiosa. Posteriormente, se retir6 el tratamiento con DHA rico en acido fitanico y se separaron los pacientes en dos
grupos de acuerdo con los niveles plasmaticos de acido fitanico (niveles moderados: 5-30 pg/ml; niveles altos 30-
900 pg/ml). Se introdujo el tratamiento con 4 g de DHA bajo en acido fitanico (<90 ug/ml) y se evaluaron los niveles
de acido fitanico y la funcién visual. En el grupo con niveles de acido fitdnico moderados (no asociado con
sindromes), se observo una reduccion progresiva de los niveles de acido fitanico que se volvieron normales en el
plazo de 12 meses (Figura 4). En paralelo, se observd una regresion en la evolucion de la enfermedad con una
funcion visual comparable a la obtenida antes de comienzo del tratamiento con DHA rico en &cido fitanico.

La toxicidad del PhA esta ligada al consumo de fuentes ricas en DHA y EPA (es decir, atun) dado que esta
presente en porcentajes muy bajos (aproximadamente el 0,1 %) en los aceites.

El PhA se encuentra en la dieta del ser humano o en los tejidos animales, en donde puede proceder de la clorofila
de extractos vegetales, asi es como puede acumularse en los tejidos animales. El PhA se forma a partir del fitol y se
oxida formando el acido pristanico (PA). Dadas las importantes variaciones que existen en la dieta grasa de la
poblacion (vegetarianos, ovolactovegetarianos,...), se han encontrado variaciones (hasta 6,7 veces) den los niveles
de PhA en sangre relacionados de forma exclusiva con el consumo de PhA a partir de la dieta convencional, donde
las dietas vegetarianas presentan hasta 10 veces menos PhA mientras que, al mismo tiempo, son extremadamente
deficientes en DHA.

Mientras que el acido fitanico es un factor de riesgo para el cancer de préstata, el DHA es un factor protector para el
mismo tipo de céncer. Las pruebas superan a los numerosos estudios moleculares y estan apoyadas por datos
epidemioldgicos y numerosos estudios farmacolégicos, algunos de los cuales estan muy avanzados (Fase Il), con
respecto al papel del DHA en combinacién con otros farmacos quimioterapéuticos (celecoxib, plaquitaxel) en la
prevencion y el tratamiento de primario del cancer de prostata asi como del cancer gastrico (Ballet et al., 2004;
Jones et al., 2007). También existen pruebas epidemioldgicas suficientes del papel del acido fitanico en la induccién
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de cancer de préstata (Walsh, 2005; Xu et al., 2005; Thornburg et al., 2006; Mobley et al., 2003). Ademas, existen
tres estudios separados que asocian la ingesta de pecado graso, carne roja y productos lacteos (fuentes con las
concentraciones mas altas de acido fitanico) con el cancer de prostata.

En el campo de las patentes, se conocen documentos para refinar aceites que contienen EPA y DHA, tales como el
documento US 4.874.629 (1989) que se refiere a un procedimiento para tratar aceites que contienen acidos grasos
omega 3, tal como de salmén, sardinas y otros pescados que contienen EPA y DHA y consiste esencialmente en : a)
someter el aceite a destilacion al vacio a 30-150 °C durante 2-5 horas y poniendo en contacto el aceite con un
adsorbente seleccionado entre gel de silice y acido silicico para reducir la alta temperatura de ebullicion y los
sabores polares mas volatiles y otros constituyentes no deseados tales como polimeros, colesterol, pigmentos,
pesticidas y metales pesados; y b) recuperar posteriormente el aceite de la mezcla. Mas tarde, los mismos autores,
en el documento US 5.023.100 aplican el procedimiento anterior para producir un aceite comestible con EPA y DHA,
que puede combinarse con aceite vegetal y/o aceite de romero para mejorar su estabilidad oxidativa.

Asimismo, el documento US2008/0268117 A1 describe un método para refinar aceites que contienen EPA y DHA
que comprende: (a) afiadir al aceite un alcohol alifatico de C1-C4, preferentemente etanol en solucién acuosa al 60-
70 %, a una temperatura a la que el aceite y el alcohol se separan en dos fases (alrededor de 10 °C); (b) calentar la
mezcla hasta que el aceite y el alcohol se hacen miscibles (50-80 °C): (c) enfriar la mezcla a una temperatura en la
que el aceite y el alcohol se separan (unos 10 °C); y (d) recuperacion de la fase oleosa. Se especifica que tal
procedimiento es especialmente adecuado para la preparacion de aceites que van a usarse en productos
alimenticios y farmacéuticos debido al hecho de que el procedimiento mencionado anteriormente elimina los
contaminantes organicos tales como el colesterol y los metales pesados tales como el mercurio. De hecho,
menciona que los aceites asi preparados son especialmente adecuados para preparar una formula infantil
(documento US 5.013.569) y composiciones para el tratamiento de la artritis reumatoide (documento US 4.843.095).

También existen documentos para la obtencién de triglicéridos de EPA y DHA, como por ejemplo, el documento ES
2035751 T3 que se refiere a un procedimiento para preparar un triglicérido que tiene al menos un acido graso largo
C8+ en la molécula, que se caracteriza por la interesterificacion, en presencia de una lipasa, del acido graso de
cadena larga libre o uno de sus ésteres de alquilo inferiores C1-C4 con un triglicérido que tiene uno o mas acidos
grasos de cadena corta C2-C6 en la molécula, y separar mediante evaporacion durante la reaccion el acido graso
libre de cadena corta o su éster de alquilo inferior, y composicion en la que el acido poli-insaturado es EPA o DHA o
una mezcla de ambos. El documento GB 2350610 A describe la preparacion de DHA a partir de este aceite como un
triglicérido a través de un procedimiento que utiliza una combinacién de una transesterificacion de los triglicéridos
con un alcohol alquilico inferior, destilacién y una transesterificacion enzimatica selectiva con un alcoxi alcohol
catalizada por lipasas que pueden inmovilizarse. También, el documento US2008/0114181 A1 se refiere a un
método para la esterificacion de acidos grasos en triglicéridos, con alcoholes alifaticos C1-C8. El método utiliza una
resina de intercambio idnico acido como catalizador, la cual se pone en contacto con la mezcla de la reaccién que
contiene un triglicérido que al menos tiene el 1 % de acidos grasos libres y un alcohol alifatico C1-C8, en
condiciones adecuadas para la esterificacion.

Asimismo, se conoce como obtener EPA y DHA como ésteres etilicos, por ejemplo, en el documento US 5.679.809,
que describe un procedimiento para la obtencion de un concentrado de ésteres etilicos a partir de acidos grasos
poliinsaturados, preferentemente EPA y DHA, que consiste en mezclar el aceite que contiene los acidos grasos con
etanol en presencia de un catalizador para formar un éster etilico del acido graso, cuya fase se separa mezclandola
con urea y etanol, que después se enfria hasta que se produce una fase soélida y después se separa la fase liquida,
a partir de la que se obtiene una fraccion enriquecida en los acidos grasos poliinsaturados deseados. Otro
documento que también utiliza la urea para separar los acidos grasos saturados y la mayoria de los
monoinsaturados del resto de acidos grasos presentes en aceites de animales marinos es el documento EP
0347509 A1, que obtiene como producto final una mezcla de EPA y DHA. El documento US 5734071 que logra un
producto que contiene EPA + DHA a partir de un aceite de pescado utilizando un método similar con urea y el
documento ES 2018384 que prepara una composicion con EPA y DHA en cantidades relativas de 1:2 a 2:1, donde
estos acidos grasos constituyen el 75 % en peso de los acidos grasos totales, también con un método que utiliza
concentracion mediante fraccionamiento con urea y destilacion molecular y/o extraccién con fluido en condiciones
supercriticas o cromatografia.

El documento ES 2056852 T3 también reivindica un procedimiento para la extraccion del éster etilico del DHA a
partir de aceite de pescado, que incluye la transesterificacion del aceite de pescado con etanol en presencia de
acido sulfurico, seguido de extraccion de la mezcla con hexano, cromatografia en gel de silice, tratamiento del
residuo en acetona enfriada hasta -40 °C, filtracion, evaporacion de la acetona y destilacién molecular en dos etapas
a 0,133 Pa, la primera etapa a 80-100 °C y la segunda a 105-125 °C.

Existen gran cantidad de documentos que mencionan la utilizacion del DHA para diversos estados de necesidad y
enfermedades mencionados anteriormente. A modo de ejemplo se menciona el documento CN 1557453 (A) que
describe una composicidon para aumentar la memoria y mejorar el conocimiento que comprende la hierba licopodio
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dentado, raiz de rhodiola y un concentrado de aceite de pescado con 50 mg de DHA como principio activo.
Especifica que fortalece la transmision de la informacién entre conexiones sinapticas neuronales, mejorando la
resistencia a la anoxia, estabilizando la estructura de las células nerviosas y proporcionando a dichas células
nerviosas materia nutritiva esencial.

Ademas, el DHA se ha mencionado en distintos documentos como poseedor de propiedades beneficiosas para la
salud, como por ejemplo, como una substancia nutritiva para el cerebro humano y para revitalizar la inteligencia
(documento CN 1130040 (A)). En el documento JP 8098659 (A) se menciona que el DHA, como un éster o
fosfolipido, tiene un efecto mejorado frente al estrés. El documento CN 1105205 (A) proporciona una descripciéon de
una capsula que contiene del 11-45 % de DHA puro junto con calcio, vitaminas y almidon, para tonificar el cerebro y
activar la inteligencia. Y el documento ES 2277557 A1 se refiere a la utilizacion del DHA para la fabricacion de una
composicion farmacéutica dirigida al tratamiento del dafo celular oxidativo.

También se pueden encontrar en el estado de la técnica documentos para separar y refinar de forma selectiva el
EPA y el DHA. Asi, el documento EP 1065196 A1 se refiere a un procedimiento para separar y refinar de forma
selectiva EPA y DHA o sus ésteres a partir de una mezcla de los acidos o ésteres, que comprende: (a) pasar un
fluido acuoso con una sal de plata a través de una columna con tierra de diatomeas de modo que la sal de plata se
adhiera a la tierra de diatomeas; (b) pasar una solucidon con disolventes de una mezcla que contenga los acidos
grasos altamente insaturados o sus derivados, a través de la columna con tierra de diatomeas y sales de plata; y (c)
pasar un disolvente para separar los acidos grasos deseados.

El documento US 6.846.942 B2 se refiere a un método para la preparacion de EPA y DHA puros que comprende: a)
disolver la mezcla de DHA y EPA en acetona y afadir iones de magnesio, lo que produce sales de EPA y DHA que
tienen distinta solubilidad en acetona, b) enfriar la solucién obtenida en (a) para precipitar la sal de EPA, c) filtrar la
sal de EPA precipitada, y d) acidificar el precipitado obtenido para obtener EPA puro, y e) evaporar el disolvente del
filtrado para obtener el DHA puro. Cuando se obtiene la mezcla de EPA y DHA a partir de un aceite de pescado,
este se somete primero a una alcoholisis o saponificacion para transformar los triglicéridos en acidos libres.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de una composicion que no solo debe ser beneficiosa para la dieta y la
salud debido a la presencia de DHA en cantidades eficaces para la salud, es decir, en cantidades altas de DHA, sino
que al mismo tiempo deberia contener la menor cantidad posible de PhA para poder evitar sus efectos al ingerir
DHA.

Objeto de la invencion

Por lo tanto, un primer objeto de la presente invencién es un procedimiento para obtener una composicion rica en
acidos grasos omega 3 a partir de un aceite de origen marino, con niveles de PhA inferiores a 90 pg/g, en el que el
procedimiento mencionado comprende las siguientes etapas:

a) se saponifica un aceite de origen marino para la obtencion de sales de acidos grasos.
b) se acidifican las sales de acidos grasos de la etapa a) para la obtencién de aceite acidificado.

c) se somete el aceite acidificado de la etapa b) a ultracentrifugacion en un gradiente de glicerol a una
temperatura de 10 °C en vacio (27 Pa)

d) se somete el gradiente de glicerol de la etapa c) a cristalizacién en un intervalo de temperatura de entre O y -
57 °C, obteniéndose una fase sdlida y una fase liquida, en donde la fase soélida contiene acidos grasos
saturados, acidos grasos monoinsaturados y PhA y la fase liquida contiene acidos grasos poliinsaturados omega
3 con un contenido en PhA por debajo de 90 pg/g

e) se separa la fase liquida de la etapa d) de la fase sdélida para su recuperacion a través de decantacion.

Adicionalmente, el procedimiento comprende una etapa adicional en la cual los acidos grasos omega 3 se esterifican
para la obtencion de triglicéridos omega 3 con un contenido en PhA por debajo de 90 pg/g.

La etapa de saponificacion a del presente objeto de la invencion, se lleva a cabo en una realizacion preferente con
KOH, agua y etanol agitando la mezcla a una temperatura de 40 °C a 300 rpm durante 1 hora, en una atmdsfera
inerte. En otra realizacion preferente, la etapa de acidificacion b) se lleva a cabo mezclando las sales de acidos
grasos obtenidas en la etapa (a) con acido acético al 70 % en una atmésfera inerte a 200 rpm.

Si la ultracentrifugacion de la etapa ¢ es isopicnica, esto implica que las condiciones de centrifugacion usadas
deberian ser de 100000 g durante 42 horas. Si la ultracentrifugacion es de acuerdo con un gradiente de densidad sin
equilibrio, entonces las condiciones de centrifugacion deberian ser 100000 g durante 24 horas.
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En otra realizacion preferente, si la etapa de ultracentrifugacion es isopicnica, la etapa de cristalizacion se lleva a
cabo a una temperatura de 0 °C.

En otra realizacién preferente, si la etapa de ultracentrifugacion es isopicnica, la etapa de cristalizacion se lleva a
cabo a una temperatura de -30 °C.

En otra realizacion preferente, si la etapa de ultracentrifugacion es en gradiente de densidad sin equilibrio, la etapa
de cristalizacion se lleva a cabo a una temperatura de - 30 °C

Un segundo objeto de invencién comprende una composicidn, obtenida siguiendo el procedimiento descrito en la
primera invencion, de acidos grasos omega 3 en un intervalo del 65 % al 99 % en peso, con un contenido en PhA
por debajo de 90 ug/g, preferentemente con un contenido en acidos grasos omega 3 en un intervalo del 75 % al 99
% en peso, mas preferentemente donde los acidos grasos omega 3 representan al menos un 90 % en peso.

En una realizacién preferente la composicién, obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion, comprende acidos grasos omega 3 en un intervalo del 65 % al 99 % en peso, con un contenido en PhA
por debajo de 5 ug/g, preferentemente con un contenido en acidos grasos omega 3 en un intervalo del 75 % al 99 %
en peso, mas preferentemente donde los acidos grasos omega 3 representan al menos el 90 % en peso.

En otra realizacion preferente, la composicion obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion, los acidos grasos omega 3 comprenden DHA en un intervalo de entre el 65 % y el 95 % en peso, con un
contenido de PhA por debajo de 90 pg/g, preferentemente con un contenido en DHA del 75 % al 95 % en peso, mas
preferentemente con un contenido en DHA de al menos el 80 % en peso.

En otra realizaciéon preferente, la composicion obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion, los acidos grasos omega 3 comprenden DHA en un intervalo del 65 % al 95 % en peso con un contenido
de PhA por debajo de 5 ug/g, preferentemente con un contenido en DHA del 75 % al 95 % en peso, mas
preferentemente con un contenido en DHA de al menos el 80 % en peso.

En otra realizacion preferente, la composicion de acidos grasos omega 3 obtenida de acuerdo con el procedimiento
descrito en la primera invencion, comprenden adicionalmente EPA en un intervalo del 5 al 35 % en peso.

En otra realizacion preferente, la composicion de acidos grasos omega 3 que comprende DHA obtenida, de acuerdo
con el procedimiento descrito en la primera invencion, comprenden adicionalmente EPA en un intervalo del 5 al 35 %
en peso.

En una realizacion preferente, en la composicion obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion, el porcentaje en peso de DHA es del 80,65 % y el porcentaje en peso de EPA es del 13,38 %, siendo el
porcentaje en peso total de acidos grasos en la composicion mencionada del 91,75 %.

En una realizacién preferente, la composicién obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion, comprende adicionalmente cofactores, extractos y/o principios activos para el uso farmacéutico o
alimentario.

En una realizacion preferente, la composicion obtenida de acuerdo con el procedimiento descrito en la primera
invencion comprende adicionalmente excipientes y/o adyuvantes destinados al uso farmacéutico o alimentario.

Un tercer objeto de invencion se refiere a un complemento nutricional que comprende las composiciones descritas
en el segundo objeto de la invencién en un formato bebible, de geles blandos o duros, de emulsion acuosa o polvo.

Un cuarto objeto de invencion se refiere a un producto alimenticio que comprende las composiciones descritas en el
segundo objeto de invencion en un formato bebible, de geles blandos o duros, de emulsién acuosa o polvo.

Un quinto objeto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto rico en
acidos grasos omega 3 de acuerdo con el segundo objeto de la invencion o como obtenible mediante un método de
acuerdo con el primer objeto de la invencién o un transportador o diluyente de forma farmacéutica.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de afeccion alérgica,
enfermedades de la superficie ocular y ojo seco, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en blefaritis,
blefaroconjuntivitis, conjuntivitis, queratitis, queratoconjuntivitis seca, enfermedades corneales, tratamiento contra el
rechazo de trasplantes corneales, aumento de la densidad corneal celular promedio a través de paquimetria antes y
después de cirugia Lasik.
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Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de enfermedades degenerativas
de la retina no asociadas con distrofias genéticas, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en
degeneracion macular himeda o seca asociada a la degeneracidon senil, retinopatia diabética, glaucoma,
alteraciones de la presion intraocular, retinopatia asociada a miopia, desprendimiento de retina, desprendimiento de
retina regmatégeno en ojos miope tras LASIK, edema macular secundario de origen isquémico, edema macular
quistoide, sindrome de Irvine-Gass, escotoma de Berlin, coroidosis, coriorretinitis, neurorretinitis sifilitica, rubéola,
citomegalovirus, melanoma maligno de coroides, venenos de mercurio (enfermedad de Minamata, acrodinia,
sindrome de Hunter-Russel), vasculitis retiniana (enfermedad de Eales) o retinosquisis traumatica hemorragica.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de distrofias hereditarias de la
retina distintas de retinitis pigmentaria, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en enfermedad de
Stargardt, coroideremia ligada a X, amaurosis congénita de Leber, retinosquisis ligada a X, distrofia vitreorretiniana
de Goldman-Favre. Distrofia vitreorretiniana de Wagner y sindrome de Stickler, pars planitis familiar.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevencioén de la retinitis pigmentaria.

Un noveno objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la
invencion para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevenciéon de sindromes
relacionados con la retinitis pigmentaria.

En una realizacién preferente las distrofias de retina tratadas son RP no sindrémicas como resultado de mutaciones
especificas y/o insuficiencia en la sintesis o el transporte hepatico del DHA o como consecuencia de estrés
metabdlico y se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en todos los tipos mendelianos de RP no
sistémica tipica tal como sectorial, bilateral, unilateral, bilateral, inversa; RP autosdmica dominante; RP autosémica
recesiva, RP ligada a X, RP simple o esporadica, RP vitreorretiniana, RP punctata albescens, RP sin pigmento,
atrofia coroidea, girata de coroides y/o atrofia de retina, RP con distrofia de conos y bastones, sindrome de Usher
tipo I, II, lll 'y IV, RP iatrogénica tal como NP 207, tioridazina, cloroquina, hidroxicloroquina, clorpromazina.

En ofra realizacion preferente las distrofias de retina tratadas son sindromes genéticos con defectos peroxisémicos
con RP y/o deficiencias en DHA y aumentos en PhA y PA que presentan alteraciones neuroldgicas,
cardiovasculares, osteomusculares y/o dermatoldgicas variables, y se seleccionan preferentemente del grupo que
comprende: sindrome de Zellweger, enfermedad de Refsum infantil, adrenoleucodistrofia neonatal, trastorno de la
biogénesis peroxisomica, condrodisplasia punctata rizomélica (CDPR), deficiencias en acil-CoA oxidasa, deficiencias
en enzimas bifuncionales, enfermedad de Refsum, deficiencia en la B-oxidacion, queratodermia ictiosiforme familiar
(sindrome de Sjogren—Larsson). Enfermedades con mitocondriopatias (complejo 1V): deficiencia en COX, sindrome
de Leigh.

En otra realizacion preferente las distrofias de retina tratadas son sindromes genéticos con defectos peroxisémicos,
mitocondriales y/o relacionados con RP y alteraciones de la retina relacionadas y se seleccionan preferentemente
del grupo que comprende s. de Bassen-kornzweig, s. de Batten o lipofuscinosis, hipoprebetalipoproteinemia, s. de
Usher, s. de Hallervorden-Spatz, aceruloplasminemia, s. de Kearns-Sayre, distrofia muscular de Becker y de
Duchenne, s. de Lawrence-Moon-Bardet-Biedl, s. de Lawrence-Moon, s. de Bardet-Biedl, s. de Grafe, amaurosis
congénita de Leuber, s. de Hallgreen, s. de Cokayne, s. de Alstrom, s. de Pelizaeus-Merzbacher, ataxia cerebelosa,
ataxia de Friedreich, lipofuscinosis (maurdtico familiar idiopatico: Tay-Sachs o Haltia-Santavuori, Biel-Schowsky-
Jansky, E. de Vogt-Spielmeyer-Batten-Mayou, enfermedad de Kufs), displasia osteoneuroendocrina,
mucopolisacaridosis (s. de Hurler, s. de Hunter, s. de Scheire, MPS |-H/S, Sanfilippo), s. de Bassen Kornzweig,
displasia negro-retiniana, displasia 6sea, sindrome renal-6culo-6seo, s. de Edwards, s. éculo cerebrorrenal ligado a
X recesivo o s. de Lowe, sindrome de Lignac-Fanconi (cistinosis), neuropatia gigante axonal, demencia familiar
danesa, etc.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de uveitis y enfermedades
relacionadas, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en iritis; pars planitis, coroiditis, coriorretinitis,
uveitis anterior y/o posterior, iridociclocoroiditis, uveitis infecciosa tal como brucelosis, herpes simple, herpes zoster,
leptospirosis, enfermedad de Lyme, sindrome de presunta histoplasmosis ocular, sifilis, toxocariasis, toxoplasmosis,
tuberculosis, candidiasis, sindromes de uveitis tales como epiteliopatia pigmentaria placoide multifocal posterior
aguda, retinocoroidopatia de Birdshot, iridociclitis heterocromica de Fuchs, sindrome de coroiditis multifocal y
panuveitis, sindrome de puntos blancos evanescentes multiples, coroidopatia punteada interna, croiditis serpiginosa;
trastornos sistémicos asociados con uveitis tales como espondilitis anquilosante, enfermedad de Behcet,
enfermedad granulomatosa cronica, entesitis, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad reumatoide juvenil,
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artritis reumatoide, esclerosis multiple, poliarteritis nudosa, artritis psoriasica, sindrome de Reiter, sarcoidosis, lupus
eritematoso sistémico, sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada, enfermedad de Whipple, sindromes de mascarada en
segmentos anteriores y/o posteriores tales como retinoblastoma, desprendimiento de retina, melanoma maligno,
leucemia, xantogranuloma juvenil, cuerpo extrafio intraocular, linfoma, esclerosis multiple y/o reticulosarcoma.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad degenerativa
de la retina y afecciones oftalmoldgicas secundarias relacionados con enfermedades vasculares preferentemente
seleccionadas del grupo que consiste en retinopatia hipertensiva, neuropatia Optica isquémica hipertensiva,
coroidopatias hipertensivas tales como esclerosis coroidea, trombosis venosa central o ramificada, estrias de
Elschnig y Slegrist, aterosclerosis, isquemia cerebral y neuro oftalmolégica, sindrome del cayado adrtico,
enfermedad de Takayasu, arteritis de Takayasu, panarteritis, iridociclitis, escleritis, neovascularizacion prerretiniana
producida por isquemia y que puede dar como resultado hemorragias vitreas, edema corneal, Tyndall en humor
acuoso, retinopatia diabética proliferativa o glaucoma neovascular, insuficiencia carotidea o isquemia ocular crénica,
obstruccion de la arteria oftalmica, obstruccion de la arteria retiniana central, trastornos de coagulacion tales como
deficiencia en proteinas S y C, retinitis, panoftalmia, coroiditis, estasis papilar, hemorragias de retina tales como
manchas de Roth, lesiones debidas a inmunocomplejos, neuropatia 6ptica, retinopatia isquémica, oftalmoplejia,
pseudotumor orbitario, sindrome isquémico ocular, infarto en el Iébulo occipital, diplopia, edema palpebral, ptosis
palpebral, telangiectasia del parpado, de conjuntiva, de retina, obstruccién aguda de la arteria retiniana central,
oftalmica o de sus ramificaciones, obstruccion de las arterias ciliares posteriores tal como neuropatia Optico-
isquémica de origen no arteritico, sindrome isquémico ocular crénico producido por hiperfusion y/o vision borrosa o
sindrome de Shy-Drager.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de pérdida de la agudeza visual
no asociada con el uso en la retina y otros usos oftalmolégicos seleccionados preferentemente del grupo que
consiste en cataratas, vitritis, desprendimiento vitreo, endoftalmitis, hipermetropia, miopia y/o presbicia.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composiciéon farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de trastornos neuroldgicos y/o
psiquiatricos en particular neurodegenerativos preferentemente seleccionados del grupo que consiste en
neuropatias sensoriales motoras hereditarias, ataxia, espasticidad, neuritis, enfermedad de Alzheimer, demencia,
déficit de atencion primaria, depresion, trastornos bipolares y esquizotipicos, esclerosis multiple y/o esclerosis lateral
amiotrofica.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de enfermedades oncologicas
preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en metastasis y las lineas tumorales mas prevalentes, cancer
colorrectal, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pulmon, cancer de ovarios, cancer gastrico, cancer
esofagico, cancer de pancreas, cancer renal, hepatocarcinoma, cancer de cerebro, glioblastoma, melanoma,
retinoblastoma, vesicula biliar, mieloma multiple, canceres endocrinos y/o canceres relacionados con una resistencia
a lainsulina.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de nefropatias (nefritis y nefrosis)
preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en nefropatias por IgA, nefropatia asociada a lupus
eritematoso sistémico, insuficiencia renal, glomerulopatia, tubulopatia, enfermedad vascular intersticial y/o renal.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de enfermedades
cardiovasculares, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en modificaciones isquémicas,
arteriosclerosis, hipertrigliceridemia, hiperlipemias, arritmias ventriculares, hipertension, diabetes y/o enfermedades
cardiovasculares en las que estan aumentados los niveles de la apoproteina a (apo (a)).

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicidon farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de iatrogenias preferentemente
seleccionadas del grupo que consiste en rabdomiolisis, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, neurotoxicidad, edema,
lipodistrofia y/o inmunosupresioén, asociada a estatinas, corticoides, antirretrovirales y/o inmunosupresores.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de la fibromialgia y/o el sindrome
de fatiga cronica.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de la artrosis y la osteoporosis.
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Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades osteomusculares e inflamatorias cronicas preferentemente seleccionadas del grupo
que consiste en artritis reumatoide, artritis juvenil, enfermedad de Sjogren, espondilitis anquilosante, lupus
eritematoso sistémico, artrosis, osteoporosis.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de enfermedades
dermatoldgicas, preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en alopecia androgénica, acné rosacea,
acné vulgar, eccemas y/o psoriasis.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de afecciones alérgicas, asma
y/o enfermedades respiratorias cronicas.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacion de una composiciéon farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de enfermedades del sistema
digestivo y enfermedades inflamatorias intestinales preferentemente seleccionadas del grupo que consiste en
gastritis autoinmunitaria, viral y/o toxica, esofagitis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis
pseudomembranosa, colitis colagenosa, alteraciones de la permeabilidad intestinal, sindromes de malabsorcién,
intolerancia alimentaria y alergias y/o hemorroides.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencién para
la fabricacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de enfermedades parasitarias e
infecciosas.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion del déficit de DHA. En una
realizacién preferente tal déficit es debido a sindromes de malabsorcién gastrointestinal seleccionados del grupo que
comprende fibrosis quistica, sindromes de malabsorcién intestinal, pancreatitis, insuficiencia pancreatica y/o
colelitiasis. En otra realizacién preferente, el déficit de DHA es debido a trastornos alimentarios seleccionados del
grupo que comprende anorexia y/o bulimia. En una tercera realizacién preferente, el compuesto de este objeto de
invencién se refiere a compensar la deficiencia de DHA nutricional comun observada en sociedades humanas,
preferentemente en el grupo que comprende mujeres embarazadas, mujeres en la lactancia y nifios preferentemente
durante el primer afio de vida.

Otro objeto de la invencidn se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion
como cofactor o coadyuvante con otros medicamentos para reducir sus efectos secundarios y/o aumentar su
actividad terapéutica cuando estd asociado con: estatinas, farmacos antiinflamatorios, corticoides,
inmunosupresores, farmacos antihipertensivos; tratamiento como hipolipemiante, antiinflamatorios, enfermedades
autoinmunitarias, alergias, tratamiento frente al rechazo de trasplantes de 6rganos y/o antihipertensivos.

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con el segundo objeto de la invencion para
mejorar las condiciones fisiologicas que aumentan la agudeza visual, las funciones de memoria y cognitivas, que
aumentan el rendimiento deportivo y que reducen lesiones y/o reducen la fatiga neuromuscular normal.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Capacidad de inhibicién de la apoptosis de los fotorreceptores (%) mediante DHA inducida mediante
Paraquat in vitro a distintas concentraciones de PhA (azul) e indice Bcl-2/Bax (verde). La linea roja muestra el
grado de apoptosis sin tratamiento con DHA. En este experimento se aprecia claramente que los aceites con
DHA < 5 ug/g de PhA tienen una actividad inhibidora de la apoptosis mayor que las con concentraciones
mayores y el estrés oxidativo producido también es menor. Esto determina que el DHA < 5 pug/g in vitro tiene una
mayor actividad fisiologica para el tratamiento de las distrofias de retina como un inhibidor de apoptosis.

Figura 2. Capacidad de inhibicién de la apoptosis de los fotorreceptores (%) mediante DHA inducida mediante
MNU in vivo a distintas concentraciones de PhA (azul) e indice Bcl-2/Bax (verde). La linea roja muestra el grado
de apoptosis sin tratamiento con DHA. Este experimento confirma las observaciones vistas in vitro, concluyendo
que el consumo oral del DHA < 5 ug/g tiene una mayor actividad fisiolégica para el tratamiento oral de distrofias
de la retina como inhibidor de apoptosis.

Figura 3. Esta figura representa las principales casas comerciales y productos del mercado, asi como las
encontradas con los menores niveles de PhA del mercado cuando se llevo a cabo el estudio. La mayoria de sus
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fabricantes garantizan su calidad y procedimientos, cumpliendo con las BPF alimentarias y farmacéuticas, de
acuerdo con la Farmacopea Europea y la FDA, estando expresamente aprobadas para su uso alimentario. Son
motivo objeto de patentes y estan siendo estudiadas sistematicamente en investigaciéon humana. Se puede ver
que los aceites comerciales a distintas purezas de DHA contienen niveles altos de PhA y significativamente
distintos independientemente de la pureza del DHA.

Figura 4. Reduccion de los niveles de PhA en pacientes sin sindromes con DHA < 5 pg/ml. Esta figura muestra
la evoluciéon de 11 pacientes con RP sin sindromes asociados con DHA que contiene PhA <5 ug/g tratados
previamente con DHA que contiene PhA > 5 ug/g. En esta figura se puede ver que los pacientes con RP que
tenian DHA con niveles de PhA >5 ug/g aumentaron sus niveles de PhA (T0), mostrando una reduccién
significativa de los niveles de PhA cuando toman DHA con PhA < 5 pg/g. Esto demuestra que el DHA con PhA <
5 ug/g es seguro como tratamiento en pacientes con RP.

Figura 5. Calculo del punto de fusion (PF) a través de CDB (calorimetria diferencial de barrido) de los dos
diastereoisomeros de PhA.

El método de CDB es una técnica termo analitica que diferencia el calor necesario para aumentar la temperatura de
una muestra. Las principales funciones de la técnica es el estudio de las transiciones de fase o del estado fisico
tales como el punto de fusion (PF). La técnica presenta una gran sensibilidad para estimar el PF. Para la presente
invencion se han creado dos estandares para cada isomero de PhA, dado que no estan disponible en el mercado
mundial.

Se ha purificado PhA de atun. El grafico representa el PF de una muestra que contenia > 96,5 % de PhA separada
de un aceite rico en DHA (> 700 mg/g) de atun, siguiendo el procedimiento de la presente invencion. Se ha llevado a
cabo una CDB y se han encontrado dos picos claramente diferenciados. Para este fin, se ha cristalizado a -50 °C y
separado ambas fases que se han analizado por medio de CG-EM que indicé que eran las dos fracciones de PhA.
La técnica CDB se repite una vez mas y se aprecia de forma pura un Unico pico a -45 °C y -65 °C para cada una de
las fases separadas. A través de cristalografia se verifica y se comprueba que el isémero PhA(3S) tiene un PF a -45
°C y el PhA(3R) tiene un PF a -65 °C.

De esta manera, por medio de CDB se ha desarrollado un método sencillo para llevar a cabo un analisis cuantitativo
de los dos isdémeros de PhA. Esto hace posible verificar que el isomero PhA(3S) pueda evaluarse para la seleccién
del método de separacion del PhA mas eficaz en la presente invencion. Sin descartar otros procedimientos en el
futuro para la separacién de PhA de distintas muestras de aceites ricas en DHA y omega 3.

Como se describe en la presente invencion, los dos isdmeros muestran actividades fisiopatolégicas distintas en la
salud humana. La determinacién de los isdmeros a través de este analisis seria un marcador epidemiolégico, clinico
y nutricional de gran importancia para determinar la actividad de otros marcadores moleculares tales como el
AMACAR (asociado al 3S y no con 3R) en el cancer contra la toxicidad del predominante (3R).

Figura 6. Cristalizacion fraccional por densidad (CFD): Fraccionamiento de gradiente de densidad en equilibrio o
isopicnica de un aceite sin procesar rico en omega 3. Fraccién (a) color verde, fraccion (b) color azul y fraccion (c)
color naranja.

El diagrama representa la formacion de las fracciones de acido graso producidas cuando se expone el aceite a una
centrifugacion isopicnica. Los acidos grasos omega 3 (fraccion c) que corresponden a la densidad mas grande en el
aceite utilizado en el punto de partida, se convierte en fraccionado en la parte mas alejada del eje del rotor, mientras
que las fracciones a y b con menores densidades estan mas cercanas al eje del rotor. La cristalizacion del gradiente
y de las fracciones a y b permite separar la fase liquida, en donde los acidos grasos omega 3 permanecen en la
fraccion c.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para la obtencién de acidos grasos omega 3 que contienen acido
fitAnico en niveles inferior a 90 pg/g por gramo de aceite. Concretamente, la presente invencion proporciona a un
método de procedimiento de separacion de acidos grasos omega 3 presentes en animales marinos,
microorganismos y algas a través de un gradiente de temperatura, enfriando los extractos hasta formar una fase
solida que concentra el PhA y los acidos grasos saturados y monoinsaturados y una fase liquida, que concentra los
acidos grasos omega 3, preferentemente el DHA, esencialmente libre de PhA. El procedimiento descrito, puede
utilizarse para la obtencién y purificacion de cualquier acido graso altamente insaturado existente en la naturaleza.

Conviene que el aceite utilizado para la obtencion de acidos grasos omega 3, preferentemente DHA,
sustancialmente libre de Pha, sea lo mas fresco posible de modo que se evite una probable degradacién u oxidacion
de los acidos grasos. Se consideran, de forma inicial, aceites adecuados como producto de partida por ser la
principal fuente de omega 3 la mayoria de los pescados (esencialmente los grasos), los cultivos de algas
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unicelulares, y el Krill. Sin embargo, el omega 3 se puede obtener también de otras fuentes marinas (es decir: atun,
bacalao, salmon, sardina, gallineta nérdica, ballena, foca, tiburdén, algas no unicelulares, etc.), de fuentes bacterianas
y hongos. Las fuentes mas valiosas son las de origen microbiano (obtenidas de cultivos controlados y
fermentadores) que contienen mayores niveles de PhA e isoprenoides, junto con las fuentes marinas. Algunas
especies todavia sin explotar (es decir, diatomeas) provocarian un enorme interés como productoras de PhA, como
lo haria el aceite de higado de bacalao como fuente de pristano. En el futuro, se podria utilizar aceite de especies
animales, vegetales, microbianas y/o fungicas modificadas genéticamente para aumentar la producciéon de omega 3,
especialmente de DHA. Los niveles de PhA son elevados tanto en peces desarrollados en piscifactorias como en el
medio natural.

El procedimiento, materia objeto de la invencion, consiste en varias fases, aunque algunas de ellas son opcionales:

1. Refinar de forma preliminar (opcional):

La finalidad de esta fase es la eliminacién de grasas insaponificables. Es aplicable exclusivamente a materias primas
sin procesar, sin refinar, tal como aceite de pescado sin procesar.

2. Hidrdlisis de triglicéridos y ésteres:

La finalidad de esta fase es permitir el procedimiento para la obtencion de acidos grasos libres a partir del aceite.

La hidrdlisis puede ser: a) saponificacion + aciddlisis; o b) hidrolisis mediante lipasa.

En procedimiento de saponificacion formara sales de acidos grasos. La acidificacion formara una fase de acidos
grasos libres no polar (aceite acidificado), y una fase polar de sales que se eliminaran por la apertura de la base del

reactor.

3. Centrifugacion (isopicnica o no isopicnica):

En este paso se somete el aceite acidificado obtenido en la fase anterior a ultracentrifugacion por gradiente de
glicerol. La centrifugacion puede ser isopicnica o por gradiente de densidad sin equilibrio.

Cuando la centrifugacion es isopicnica se lleva a cabo una cristalizaciéon fraccionada por gradiente de densidad,
utilizando un gradiente de glicerol, conduciendo al equilibrio.

Si tras la centrifugacion se reduce drasticamente la temperatura en un gradiente de glicerol, a 0 °C se obtienen tres
fracciones: dos sdlidas, una con los acidos grasos saturados; la segunda con los acidos grasos insaturados y PhA,
que se eliminan, y una tercera fraccion liquida con los acidos grasos poliinsaturados que contiene entre el 65-99 %
de acidos omega 3 y niveles de DHA del 65-85 %, con menos de 90 ug/g de PhA.

Puede reducirse la temperatura a -30 °C durante 24 horas, utilizando un gradiente de glicerol, obteniéndose como
resultado dos fases: una fase sdlida que contiene los acidos grasos saturados y monoinsaturados, PhA y el
gradiente de glicerol; y una fase liquida que contiene los acidos grasos poliinsaturados con niveles de acidos omega
3 del 65-99 %, con niveles de DHA del 65-85 %, conteniendo menos del 5 pg/g de PhA.

Si la centrifugacion no es isopicnica, la temperatura deberia reducirse drasticamente a -30 °C al gradiente de
glicerol, donde se generan dos fracciones: una fraccidon solida que contiene acidos grasos saturados y
monoinsaturados y el PhA y una fraccion liquida que contiene acidos grasos poliinsaturados con niveles del 65-99 %
de acidos omega 3, con niveles de DHA del 65-85 % conteniendo menos del 90 ug/g de PhA.

4. Esterificaciéon de los acidos grasos libres:

La finalidad es estabilizar los acidos grasos libres como ésteres o como etil ésteres o como triglicéridos (que serian
un primer producto final)

En los procedimientos de purificacion de aceite no se separa el PhA, a no ser que se establezca una fase especifica
para esta finalidad, dado que las propiedades fisicoquimicas del PhA (C20) son comparables a los acidos grasos
omega 3 de cadena larga (C>18): PF, punto de fusion, valor de saponificacion, indice de yodo, solubilidad en agua y
en disolventes, polaridad para disolventes, rotacion 6ptica, etc. A estudio comparativo, el DHA y el PhA comparten el
mismo numero de aceptores de enlaces de H (2) y de donantes (1), enlaces con libre rotacién (14), area superficie
polar (26,3 A2), solubilidad en agua a 25 °C (0,001) y volumen molar comparativo (347,0 frente a 354,8 cm3), peso
molecular (328,49 frente a 312,53), entalpia de vaporizacién (77,28 frente a 74,2 kj/mol), polarizabilidad (41,97x10‘24
frente a 38,09x10'24), indice de refraccion (1,52 frente a 1,454). El PhA, PA, EPA, DHA, SDA tienen el PF mas bajo
entre todos los acidos grasos, que esta entre -40 °C y -80 °C).
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La eliminacién de los productos de saponificacién y eliminacion de estearina de las grasas saturadas basadas en la
saponificacion y reduccion de acidos grasos saturados utilizando complejos de urea, aumenta la concentracion de
PhA en la fraccidn rica en omega 3. En aceites de pescado purificados, todos los casos analizados revelaron un
aumento de la concentracion de PhA (>0,1 %), y s6lo en determinados procedimientos que obtienen una alta pureza
de DHA (>700 mg/g) se reduce el anteriormente mencionado aumento de los procedimientos de refinado y
purificacién iniciales (<0,1 %) (Figura 3). Esto implica que todos los procedimientos de refinado y purificacion
llevados a cabo con aceite de pescado (es decir: con un DHA maximo < 200 mg/g), el PhA no se elimina y, por el
contrario, el aumento de los niveles de concentracion de omega 3 produce un aumento proporcional de PhA, habida
cuenta que el PhA tiene un comportamiento fisicoquimico altamente comparable al encontrado en el omega 3, lo
cual no es el caso cuando se compara con el resto de los acidos graso saturados.

La formacion de complejos de urea y las variaciones metodolégicas en la cristalizacion de estos complejos estan
patentadas (documento W0O1995/011216) y estan optimizadas debido a su gran aplicacion en la industria, y se
utilizan ampliamente en los procedimientos de purificacion de los aceites de pescado. Se ha comprobado que la
reaccion etanol-urea en la formacion de complejos de urea en estos procedimientos provoca la formacion de etil-
carbamato o uretano (EC) y su presencia en los aceites purificados. El uretano, descubierto hace mas de 150 afios,
es un conocido agente carcindégeno y esta bajo investigacion de la FDA (Administracion de Farmacos y Alimentos),
formando parte de un listado de sustancias peligrosa para el medio ambiente desde 1980 (CERCLA), como
establecen en la editorial los miembros de la FDA Canas y Yurawecz . Por lo tanto, la presente invencién
proporciona resultados mejorados de los procedimientos actuales de desodorizacion y purificado, que evitan
frecuente pero no deseable uso de procedimientos en la industria, tales como la desodorizacion (altas temperaturas)
y procedimientos de purificacion y refinado con urea, que son obviamente inadecuados y no recomendados para
eliminar el PhA.

En los procedimientos de refinado por enfriamiento y purificacién patentados se utilizan normalmente a temperaturas
superiores a -5 °C y en algunas ocasiones se han llevado a cabo a temperaturas hasta -20 °C. Sin embargo, un
procedimiento util de este tipo para separar acidos grasos saturados no es aplicable para el PhA, dado que se
concentraria en la fraccion del omega 3, puesto que el EPA, DHA, PhA y PA tienen un PF aproximado de -54 °C, -
43 °C, -65 °C y -80 °C, respectivamente.

El PhA y el PA forman parte de los triglicéridos encontrados en el aceite de pescado de manera comparable a los
acidos grasos omega 3. En la actualidad, se utilizan con frecuencia procedimientos de hidrolisis enzimatica; es la
esterificacion selectiva que concentra los acidos grasos omega 3 y en particular el DHA. Se demostré hace un largo
tiempo que en toda la biologia del PhA, éste tiene tendencia a situarse en el 2° carbono de los triglicéridos y
fosfolipidos, como se encuentra en el DHA y otros PUFA; también es conocido que el PhA 'y el DHA y otros omega 3
comparten la misma resistencia a la saponificacion y la hidrélisis enzimatica. La lipasa pancreatica hidroliza acidos
grasos de cadena corta mas rapidamente que los de cadena larga, mientras que el PhA, PA, DHA, EPA actua de
forma muy lenta, siendo resistente a la lipdlisis (Brockerhoff, 1970; Ellingboe & Steinberg, 1972). Tal resistencia es
comparable a la encontrada en el DHA y el PhA (Nus et al., 2006), debido a los efectos estearicos comparables del
PhA, PA, DHA y EPA (Faber, 2004 y Bottino-NR et al., 1967). Mas aun, el uso de procedimientos enzimaticos
podria, al igual que en los otros procedimientos, aumentar los niveles de PhA. Los procedimientos tales como
hidrolisis completa y de lipasa inespecifica son tan eficaces como la saponificacion e hidrélisis catalizada con
sdlidos, no modificando los niveles de PhA.

Por estos motivos, no hay procedimientos que separen el PhA en aceites con omega 3 y DHA sin una modificacion
de la composicion del aceite o a través de procedimientos de refinado, necesitando asi un procedimiento especifico
para la separacion de PhA.

La Figura 3 muestra que los métodos para obtener DHA substancialmente puro (>700 mg/g), dan como resultado
variaciones que no son eficaces el propésito de la presente invencion. Probablemente los métodos cromatograficos
son la mejor opcién, y aunque no es especifico para separar el PhA, lo es de hecho para obtener DHA
substancialmente puro. Los métodos industriales de separacién por cromatografia, a priori, no son lo suficientemente
sensibles para separar el PhA y el PA a costes razonables, encontrandose niveles fuera del intervalo necesario para
la presente invencién, como sucede con la destilacion molecular, que tiene el mismo tiempo, mayor riesgo de tener
niveles aumentados de benzo(a)pireno, debido al uso de altas temperaturas. Los métodos cromatograficos mas
destacados (es decir, SFC) se basan en la polaridad y los efectos estearicos. La fuerza de absorcién depende no
solo de la polaridad, el tiempo de lavado y las caracteristicas de los grupos funcionales de la molécula, sino también
de los factores estearicos. Como se establecio anteriormente, el PhA y el DHA tienen funciones estearicas, peso
molecular, etc. mas préximas al DHA que el EPA y otros &cidos grasos. Dado la baja concentracion del PhA y
teniendo en cuenta que en todos los procedimientos de pureza de DHA, el EPA aumenta también de modo
considerable, no es sorprendente encontrar analisis que ponen de manifiesto que el PhA esta también presente de
forma inadecuada y en donde, en algunos casos, su presencia alcanza niveles elevados en todos los aceites de
atun, que contiene 700 mg/g y encontrandose de forma frecuente niveles de 400 ug/g, aunque en otros
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procedimientos patentados se pueden encontrar niveles mas altos que 1500 pg/g (>0,1 %), que indican un nivel de
PhA mas alto que el encontrado en pescado si procesar (atun).

Dada la baja concentracion de PhA (<0,1 %) encontrada en los estudios de cromatografia de uso analitico
convencionales, no se determinan PhA y PA. Para esta finalidad es necesario adaptar las técnicas de cromatografia
(CG) a un nivel mucho mas alto de sensibilidad para la deteccidn especifica del PhA.

Dada las caracteristicas fisicoquimicas del PhA y del DHA, seria necesario adaptar la técnica a muy elevados
niveles de pureza con costes muy elevados para reducir el PhA. A partir de esta estrategia y sin el coste y la
tecnologia industrial necesaria, se ha purificado el DHA a partir de aceites de pescado (concretamente de atun, dado
que presenta los niveles de concentracion mas altos de DHA) a partir de técnicas de cromatografia de laboratorio y a
partir de destilacion molecular, hasta obtener 830 mg/g, mientras que se ha encontrado una media aritmética de
niveles de PhA de 57 ug/g, mostrando una elevada variabilidad (+ 31 pg/g). A partir de esto, los métodos especificos
industriales para la purificacion del DHA no son eficaces para eliminar el PhA presente en los aceites de pescado.

Hay una relacién indirecta entre el consumo de aceite con elevados niveles de pureza de DHA y un consumo menor
de PhA, debido esencialmente al hecho geométrico que existe de tomar una cantidad mas alta de aceite de aceites
con menor pureza, para obtener la misma cantidad de DHA. Aparte de esto, los productos comerciales de alta
pureza no presentan ninguna reduccion de los niveles de PhA. Las diferencias entre los métodos utilizados para
refinar o purificar el DHA y los acidos grasos omega 3 varian significativamente (Figura 3), aunque todos ellos
presentan niveles de concentracion mas elevados que los deseados.

Por lo que se refiere a la presente invencioén, se ha desarrollado un procedimiento especifico de separacion de PhA,
que debiera ser llevado a cabo en las etapas iniciales o fase de refinado, para obtener un aceite que contenga todos
los niveles de pureza de DHA y/o distintas combinaciones de omega 3, obteniéndose aceites ricos en DHA y omega
3 con niveles muy bajos de PhA o incluso sin PhA (limite de la deteccién: 5 ug/ml). Por lo tanto, este procedimiento
puede adaptarse a todos los procedimientos industriales y a productos con distintos niveles de purezas.

Esta invencion también implica que ya no es necesario purificar uno o mas acidos grasos o modificar la composicion
natural del aceite para obtener aceite bajo en PhA o aceite sin PhA. Esto tiene altamente relevante cuando se
utilizan mezclas naturales de acidos grasos omega 3 para fines alimentarios o para la salud. También, este método
es ventajoso, dado que ya no son necesarios los procedimientos de desodorizacién y de purificacion de los acidos
grasos omega 3, obteniéndose una calidad alimentaria y farmacéutica menos riesgosas que los métodos llevados a
cabo en la actualidad.

La presente invencion se refiere a un método especifico para separar fisicamente el PhA encontrado en cualquier
aceite que contenga >5 ug de PhA/g y sea rico en ésteres de acidos grasos omega 3, para la produccion industrial a
gran escala de DHA, EPA u otro acido graso omega 3 a partir de fuentes ricas en omega 3 tales como el pescado,
algas, u otros microorganismos con bajos niveles o niveles cero de PhA.

Tal método utiliza cristalizacion para obtener un cambio en el estado fisico del aceite, manteniendo el PhA y el PA
en estado liquido, puesto que estos tienen PF significativamente mas bajos que el DHA y los acidos grasos omega 3
0 que cualquier otro acido graso.

Tabla 1. Referencias del PF experimental de los acidos grasos mas significativos a presion atmosférica.

Nombre PF Nombre comun PF
Acido laurico(C12) +44 °C Metil-laurato +6 °C
Acido miristico (C14) +54 °C Etil-laurato +2°C
Acido palmitico (C16) +62 °C Metil-palmitato +35°C
Acido estearico (C18) +69 °C Etil-palmitato +25°C
Acido oleico (C18:1) +14 °C Metil-oleato -20°C
Acido linoleico (C18:2,n6) -8,5 Etil-oleato -27 °C
Acido alfa-linolénico (C18:2,n3) -16,5 Metil-linoleato -35°C
Acido docosahexaenoico (C22:6,n3) -43 °C Etil-linoleato -38 °C
Acido araquidénico (C20:4,n6) -49,5 °C Metil-linoleato -40 °C
Acido eicosapentaenoico (C20:5,n6) -54 °C Etil-linolenato -46 °C
Acido estearidénico (C18:4,n3) -57 °C Etil-docosahexaenoato -65 °C
Acido fitanico (C20) -65 °C Etil-araquidonoato -73°C
Acido pristanico (C19) 80,5°C Etil-eicosapentanoato -76 °C
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Este es un método de interés, en cuanto a la eliminacion del PhA desde el inicio de la cadena productiva de aceite
concretamente en el pescado, que no tiene toxicidad y descrito como que tiene un riesgo menor de formacion de
acidos grasos trans y adecuado para obtener una calidad farmacéutica o una alimentaria. La presente invencion
atafie a un método muy adaptable a la tecnologia actual, en particular a las tecnologias farmacéutica y alimentaria,
dado que la tecnologia del frio ya se utilizaba en las dos industrias. El aumento de la presion en el aceite rico en
omega 3 para reducir el PF y su coste energético no es una opcion, dado que los PUFA y el DHA son sensibles a la
hidrogenacion.

Por otro lado, este método junto con la tecnologia industrial contemporanea usada para la separacion de PhA,
permite un aumento del grado de pureza del DHA, EPA vy otros acidos grasos de muy bajo PF, sin afiadir otros
procedimientos de purificacion adicionales. Es también en un procedimiento de purificacion de DHA y de los acidos
grasos omega 3, principalmente para pescado.

La presente invencion se refiere a aceites sin refinar y refinados que contengan cualquier proporcion de omega 3y a
aceites sujetos a purificacion para la obtencién de un alto grado de pureza de alguno de los acidos grasos omega 3,
preferentemente DHA, o del contenido total de omega 3. Para esta finalidad, puede basarse en grasas o aceites que
contengan cualquier tipo de éster, principalmente triglicéridos, fosfolipidos y etil-ésteres.

El objetivo principal es obtener aceites omega 3, preferentemente con DHA y con alto nivel de pureza (>700 mg/g),
bajo o sin PhA (< 5 ug/g) preferentemente asociado con ésteres ricos en triglicéridos para obtener mayor pureza,
estabilidad y biodisponibilidad, sin tener que afadir ingredientes no nutricionales con calidad potencial de
interaccion, tal como el etanol, cuyo uso como alimento se evita, en especial entre embarazadas y nifios, mientras
que este es el grupo de poblacion donde es mas necesario y mas utilizado. Los acidos grasos libres son altamente
inestables para su uso oral, aunque su uso como inyectable puede suponer beneficios (es decir, inyeccion
intravitreal). Puesto que los principios activos de la presente invencion son los acidos grasos omega 3, en particular
el DHA y teniendo en cuenta que la dosis necesaria es demasiado elevada para su uso terapéutico, los inventores
consideran que los ftriglicéridos son la mejor opcién, puesto que es el éster en DHA que permite la mayor
concentracion del principio activo. La ingesta oral de etil-ésteres estd dafiada, aunque la ingesta de acidos grasos
naturales en la dieta proviene de los triglicéridos. La diete diaria supone una ingesta natural de mas de 100 gramos
de triglicéridos, lo que demuestra que el DHA es la ingesta mas eficaz entre los mamiferos desde el punto de vista
fisiolégico y farmacocinéticamente.

Etil-DHA es una férmula quimica apenas usada en seres humanos y en la naturaleza, mientras que la del triglicérido
esta mucho mas biodisponible y sin los inconvenientes y efectos secundarios asociados con el tipo de etil-éster. El
DHA como etil-éster es menos eficaz, es fisioldgicamente mas sensible a la oxidacién, no es un alimento (contiene
alcohol), no forma parte de ninguna dieta en seres vivos, su uso es limitado (no es adecuado como alimento),
interfiere con otros acidos grasos y aumenta la produccién de otros etil-ésteres, interfiere con otros farmacos y
alimentos (es decir, café), provoca intolerancia en una parte significativa de la populacion, tiene efectos secundarios
dado que es un tipo de ingesta de alcohol y es un metabolito non-oxidativo de etanol que induce hepatotoxicidad y
pancreatitis. El presente documento se refiere a la forma de triglicérido del DHA como un farmaco seguro, saludable
y mas eficaz como fuente de omega 3, mientras que el etil-éster es un procedimiento intermedio para obtener DHA y
EPA como triglicéridos.

El uso principal del producto es la obtencion de un medicamento, complemento o alimento rico en DHA mas
saludable, que presente una mayor actividad fisioldgica, sin interferencias o interacciones no asociadas al DHA,
menor capacidad oxidativa in vivo, menos toxico y con indice nulo de riesgo para la salud publica asociado al PhA.
De acuerdo con las innumerables y recientes evidencias moleculares y estudios preclinicos y epidemiologicos, el
PhA es una sustancia no nutritiva pero que esté presente en la dieta, que supone uno de los mayores riesgos para la
salud.

Este método de separacion de PhA es un método de desodorizacién altamente eficaz. Para llevarlo a cabo, bastara
con el tratamiento del aceite de pescado con tierra o con carbono activado, con vistas de eliminar metales pesados,
evitando asi cualquier calentamiento o desodorizacion. La presente invencion supone no sélo la eliminacion del PhA
y el PA, sino también la eliminacion eficaz de las particulas volatiles que provocan el olor caracteristico, evitando
también procedimientos que podrian dafar el aceite (altas temperaturas) y reducir el los costes puesto que no se
afade ningun procedimiento especifico.

La base de la desodorizacion del aceite llevada a cabo siguiendo este procedimiento de separacion del PhA es
relativa:

a) A la degradacion de proteinas, que tienen un PF muy elevado y estan en estado sélido a temperatura
ambiente. Se separan las proteinas en la fraccion solida o estearina en los aceites de pescado sin procesar.
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b) Debido al hecho de que las sustancias volatiles que provocan el olor en el pescado tienen un PF muy bajo.
Las sustancias tales como el heptadienal, octadieno, octeno, heptenal, decatrienal y en particular dimetilamina y
trimetilamina, tienen un PF evaluado en -92 °C y -117 °C, respectivamente.

Durante el procedimiento de enfriamiento y solidificacién en el aceite, las sustancias mencionadas anteriormente
seran parte de la fraccion liquida que es la que va a separarse, y que contiene estas sustancias volatiles junto con el
PhA y otros alquenos y alcoholes con bajos niveles de PhA. La desodorizacion se lleva a cabo mediante
procedimiento de enfriado y no calentando, sin la necesidad de ningun procedimiento de purificacion. La presente
invencién permite obtener aceites refinados sin purificar sin llevar a cabo procedimientos convencionales para la
desodorizacion -que aumentan el riesgo de modificar los acidos grasos poliinsaturados (altas temperaturas).

El PhA esta presente fundamentalmente en los triglicéridos (> 80 % aproximadamente) y otros ésteres, detectado en
forma libre en pequefias cantidades, estando presente en la misma posicion (C-2) en triglicéridos y fosfolipidos de
los aceites, al igual que los acidos grasos PUFA y debido a sus caracteristicas fisicoquimicas comparables. La
extraccion del PhA, como en todos los procedimientos de purificacion de DHA u omega 3, no puede llevarse a cabo
de forma directa a partir de triglicéridos, que contienen 3 acidos grasos con PF distinto de acuerdo con su mezcla.
Entonces, los acidos grasos deben obtenerse de forma previa por hidrélisis de los triglicéridos que son parte de los
aceites o grasas, para formar acidos grasos libres a través de la transesterificacion (catalitico) para formar los
ésteres de alcoholes o a través de la hidrdlisis (catalitica) para obtener los acidos libres. Se pueden originar dos
situaciones:

Transesterificacion y formacion de ésteres de acidos grasos (es decir: etanol):

Sin embargo, aunque se puede llevar a cabo a partir de ésteres alcohdlicos obtenidos de transesterificacion
catalitica (es decir: etanol), el PF de los acidos grasos se reduce de forma considerable hasta
aproximadamente >20 °C, que depende del tipo de alcohol (Tabla 1). Este hecho supone un mayor coste
energético dado que para solidificar aceite con DHA, la temperatura debe reducirse 20 °C mas que los casos
en donde los acidos grasos estén libres.

Hidrdlisis catalitica (es decir: saponificacidon + acidificacion) para obtener acidos grasos libres:

La hidrdlisis catalitica es un método muy extendido para los aceites de pescado tomado como base cualquier
método convencional ampliamente desarrollado y utilizado en la industria actual. Servirian de catalizadores
cualquier acido organico de calidad alimentaria y farmacéutica, tal como el acido acético, o catalizadores soélidos
tales como las resinas de intercambio ionico (resina de estireno), o catalisis enzimatica mediante lipasa
(ejemplo:, Novozyme 435) ya sea inmovilizadas o en solucion.

Los aceites de pescado tienen grasas no saponificables que contiene colesterol, PCB, vitaminas A y D, etc. que
deben eliminarse de los aceites ricos en DHA u omega 3, con la finalidad de obtener una calidad farmacéutica o
alimentaria. Un método ampliamente utilizado para la separacion de las grasas no saponificables (estearina) en los
procedimientos de refinado, redituable y eficaz, es la hidrélisis completa mediante la saponificacion del aceite de
pescado en medio alcalino moderado a bajas temperaturas y en un ambiente inerte para evitar la alteracion de los
acidos grasos poliinsaturados. De esta manera, la hidrdlisis necesaria en los procedimientos de refinado es util para
proceder con la separacion de PhA en la presente invencion.

Debido a esto, la presente invencion se inicié a partir de la hidrdlisis de los triglicéridos y ésteres encontrados en el
aceite de pescado en un medio alcalino moderado (es decir, hidroxido potasico o hidroxido sédico) a baja
temperatura, para obtener un aceite liquido y para favorecer la hidrdlisis (es decir: 40 °C-90 °C), hasta la hidrolisis y
saponificacion completa de los acidos grasos.

La mezcla resultante contiene sales (potasica o sédica) de acidos grasos que no son adecuadas para el
procedimiento descrito en la presente invencion puesto que modifican el PF de los acidos grasos, con lo que se lleva
a cabo la acidificacion o hidrolisis catalizada realizada mediante el uso de acidos organicos no oxidativos (es decir:
acido acético), afadiéndolo a la mezcla agitada de forma vigorosa para obtener los acidos grasos en forma libre.

Para separar los acidos grasos libres es posible proceder con la destilacion al vacio del aceite (es decir: 2 mmHg) y
atmadsfera inerte para evitar cualquier dafio de los acidos grasos PUFA libres. Sin embargo, este método facilita la
separacion de la fase solida, que contiene la estearina y grasas no saponificables, por decantacién y centrifugacion,
y la fase liquida, que contiene el aceite acidificado, lavando repetidas veces, que contiene acetato sédico o potasico.
Esto garantizaria conservar el glicerol.

El glicerol es mas seguro que los disolventes de calidad alimentaria o farmacéutica, y supone un método mas
sencillo dado su necesaria presencia en la fase inicial y en la fase final del producto. Pero el aspecto mas destacado
es que el glicerol permite la separacion por gradiente de densidad, lo que favorece la cristalizacion de una manera

20



10

15

20

25

30

35

40

ES 2574 136 T3

mas eficaz que en los métodos de fraccionamiento utilizados en la actualidad con otras sustancias quimicas (es
decir, urea), fraccionando acidos grasos saturados, monoinsaturados y en particular, para la separacion del PhA y
de los omega 3.

El glicerol en el aceite acidificado es el agente crioprotector mas seguro y un buen humectante, lo que favorece la
cristalizacion de los acidos grasos saturados en la fase de separacidon del PhA. Ademas, la presente invencion
afnade glicerol al aceite acidificado para favorecer el fraccionamiento por gradiente de densidad, que también ayuda
a desarrollar no sdlo la fraccion por gradiente de centrifugacion sino también la cristalizacion.

Como para la centrifugacion por gradiente de densidad utilizada en la presente invencion, se necesita un gradiente
que cumpla ciertas caracteristicas: bajo peso molecular (reduce el tiempo de centrifugado), baja viscosidad,
densidad mayor que en los solutos (acidos grasos), transparente bajo la luz UV y buenas propiedades de disolvente.
El glicerol, que tiene una elevada densidad (1,25 g/cm3), actia como un medio para el fraccionamiento por gradiente
de densidad o separacion de moléculas hasta 1,15 g/cm3 como se detecta en el caso de los acidos grasos
encontrados en aceites ricos en omega 3. El glicerol puede mezclarse con agua o cualquier otro disolvente para
reducir significativamente su punto eutéctico (es decir: solucion de glicerol al 65 % en agua reduce el PF de +18 °C a
-47 °C), que le permitiria estar en estado liquido durante el procedimiento de cristalizacion. El glicerol en una
pequefia fraccion de disolvente permite reducir la viscosidad (Tabla 2), para comportarse como un gradiente ideal en
la centrifugacion isopicnica. También puede disminuirse la viscosidad aumentando la temperatura, es especial
durante la fase de enfriamiento de la presente invencion. Es un gradiente ideal para la fraccion de los acidos grasos
por centrifugacion por gradiente de densidad y cristalizacion.

La composicion de los acidos grasos, clave en el contenido de estos aceites, no muestra diferencias significativas de
peso molecular pero si en densidad (tres fracciones de acidos grasos). Su PF se comporta de manera similar,
optimizando de forma muy considerable la cristalizaciéon de estos acidos grasos proxima al PF. De las dos técnicas
de centrifugacién por gradiente de densidad (zonal o isopicnica), la mas adecuada para la presente invencion es la
isopicnica, puesto que provoca fracciones de acuerdo con la densidad, debido a que no hay diferencias significativas
en el peso molecular entre el PhA (312,53 g/mol) y el DHA (328,5 g/mol) y el EPA (302,4 g/mol) necesarias para la
técnica zonal. Sin embargo, si se puede utilizar para la separacion de acidos grasos saturados y monoinsaturados
omega 3 y al limite de la técnica (8 %) para la separacion de DHA y EPA (aunque en la presente invencién se
separaron de la misma manera que otras moléculas con diferencias de peso molecular de <10 % (Fuentes-Arderiu et
al., 1998).

En la presente invencion se lleva a cabo el fraccionamiento por gradiente de densidad antes de la cristalizacion, para
formar 3 fracciones de acuerdo con la densidad correspondiente a las principales fracciones del aceite: acidos
grasos saturados y monoinsaturados y omega 3. Esto provocaria la fraccion y la modificacion del punto eutéctico de
la mezcla de los acidos grasos del aceite, optimizando en una elevada proporcion la solidificacion de las fracciones
de acuerdo con su PF. Este procedimiento también es eficaz cuando se optimiza la separacién del PhA de los
omega 3, sin utilizar disolvente.

Tabla 2: Correlacion de viscosidad-temperatura para soluciones de glicerol-agua (mPa) (Dorsey, 1940)

Temperatura (°C)
cﬁ}lcslr;' 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
0 1792 1,308 1,005 0,8007 0,6560 0,5494 04688 04061 03565 0,3165 0,2838
10 244 174 131 103 0826 0680 0575 0500 - - -
20 344 241 176 135 107 0879 0731 0635 - - -
30 514 349 250 187 146 116 0956 0816 0690 - -
40 825 537 372 272 207 162 130 109 0018 0763 0,668
50 146 901 600 421 310 237 18 153 125 105 0,910
60 209 174 108 719 508 376 285 229 184 152 128
65 457 253 152 985 680 48 366 291 228 18 155
67 555 209 177 113 7,73 550 409 323 250 203 168
70 76 388 225 141 940 661 48 378 290 234 193
75 132 652 355 212 136 925 661 501 380 300 243
80 255 116 601 339 208 136 942 694 513 403 318
85 540 223 109 58 335 212 142 100 728 552 424
90 1310 498 219 109 600 355 225 155 11,0 7,93 6,00
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Temperatura (°C)
91 1590 592 259 127 68,1 39,8 25,1 17,1 11,9 8,62 6,40
92 1950 729 310 147 78,3 44,8 28,0 19,0 13,1 9,46 6,82
93 2400 860 367 172 89 51,5 31,6 21,2 14,4 10,3 7,54
94 2930 1040 437 202 105 58,4 354 23,6 15,8 11,2 8,19
95 3690 1270 523 237 121 67,0 39,9 26,4 17,5 12,4 9,08
96 4600 1580 624 281 142 77,8 454 29,7 19,6 13,6 10,1
97 5770 1950 765 340 166 88,9 51,9 33,6 21,9 15,1 10,9
98 7370 2460 939 409 196 104 59,8 38,5 24,8 17,0 12,2
99 9420 3090 1150 500 235 122 69,1 43,6 27,8 19,0 13,3
100 12070 3900 1410 612 284 142 81,3 50,6 31,9 21,3 14,8

La separacion de PhA vy purificacion de acidos grasos omega 3 mediante: 1-cristalizacion fraccionada de acuerdo
con sus diferentes densidades utilizando un gradiente de densidad.

Los métodos de separacion de los acidos grasos en aceites son especialmente complicados de llevar a cabo, y en
particular en los casos cuando los acidos grasos comparten propiedades fisicoquimicas que son esenciales para los
métodos de separacion: destilacion, cristalizacién, extraccion con disolventes o cromatografia. La cristalizacion
fraccionada es un procedimiento para separar distintas sustancias cuya solubilidad es distinta en funcién de
variaciones de temperatura. A pesar del hecho que la base de la cristalizaciéon fraccionada es refiere a esta
propiedad fisicoquimica, en realidad la cristalizaciéon fraccionada consiste en la separacion de dos o mas
compuestos quimicos de acuerdo con su diferente PF.

El método propuesto en la presente invencién no ha sido descrito antes, dado que sugiere un método en el cual se
pueden separar dos 0 mas componentes, fraccionandolos en términos de densidad y no de solubilidad, de acuerdo
con variaciones de temperatura. Por ello, la invencion se denomina “cristalizacion fraccionada mediante densidad”
(CFD).

El método descrito podria usarse para la separacion de componentes: a) con propiedades similares (es decir:
soluciones homogéneas) en relacién a complejas interacciones que dan como resultado variaciones del diagrama
eutéctico de las composiciones o b) incluso en composiciones heterogéneas con distintas solubilidades pero donde
alguno de los componentes es altamente sensible a variaciones o elevaciones de temperatura . La presente
invencion se refiere en especial a la separacion de una determinada composicion homogénea de aceite en dos o
mas composiciones variando su punto eutéctico y procediendo a las variaciones de temperatura aplicando un
procedimiento de enfriamiento y separacion por cristalizacion fraccionada. El fin principal es separar una fraccion
compuesta por acidos grasos saturados y monoinsaturados y PhA, que contiene un punto eutéctico mayor que una
fraccion que contiene acidos grasos omega 3.

La cristalizacion y la densidad resultan ser las propiedades mas diferenciales cuando se separan los acidos grasos
omega 3, PhA y acidos grasos saturados. La presente invencion permite separar en fracciones de acidos grasos o
micelas (de acuerdo con la liposolubilidad del gradiente) que contienen una elevada proporcién de acidos grasos con
menor densidad como acidos grasos saturados, monoinsaturados y PhA de acido graso omega 3, con mayor
densidad. Estas dos composiciones que pueden ser puras o no (mezcla de distintos acidos grasos), tienen distintos
puntos eutécticos en relacién al PF y a la concentracion de la composicion individual de los acidos grasos; por
cristalizacién fraccionada se pueden separar dos fracciones de distintas composiciones.

Este procedimiento también es particularmente eficaz para separar incluso sustancias similares por cristalizacion
fraccionada, de acuerdo con su densidad. Tal es el caso especifico de la presente invencién, cuando uno de los PhA
componentes (3S) en bajos niveles de concentracion tiene un PF similar a un componente(s) (DHA). En la presente
invencion puede aplicarse la ultracentrifugacion por densidad isopicnica o no isopicnica. La aplicacién de disolventes
habitualmente usados para la obtencion de DHA con elevados niveles de pureza no se necesita en el procedimiento
de la presente invencion.

Opcidn 1: Cristalizacion fraccionada mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad isopicnica

La centrifugacion ha demostrado ser el 90 % mas rentable en productos quimicos, el 70 % en términos de carga de
trabajo humano, el 60 % mas rapida y mas ecoldgica debido a que no utiliza disolventes para separar acidos grasos
libres y grasas (Feng et al., 2004). La centrifugacion y la refrigeracion se utilizan ampliamente por la industria
alimentaria. En la presente invencion es posible favorecer la separacion y cristalizacion de los acidos grasos omega
3 y del PhA con y sin disolventes. El uso de la ultracentrifugacion de gran escala se ha generalizado en la industria
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farmacéutica. Debe indicarse que la ultracentrifugacién permite separar distintas fracciones de acidos grasos antes
de la cristalizacion.

Se conoce bien el uso de la centrifugacion para la separacion de macromoléculas, pero todavia no se ha usado para
separar moléculas muy pequefias, tales como los acidos grasos, con similares pesos moleculares y distintas
densidades. Se ha separado el 99 % de DDT, un compuesto liposoluble con un peso molecular comparable al de los
acidos grasos, mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll (Adamich et al., 1974). En la
presente invencion se fraccionan por ultracentrifugacion de gradiente de densidad isopicnica acidos grasos con
similares pesos moleculares (con 300 Daltons).

El aceite acidificado que contiene acidos grasos libres se usara en la fase especifica de la presente invencion: la
separacion del PhA del aceite rico en omega 3. En este método se cambia el estado fisico del aceite mediante la
cristalizacion del propio aceite, que contiene los acidos grasos omega 3 (es decir: DHA), manteniendo el PhA y el PA
en un estado liquido y separando de forma especifica el PhA y el PA a partir de la cristalizacion de las fracciones de
DHA, EPA, PhA (3S). Esta técnica permite obtener DHA y EPA con altos grados de pureza >95 % y >99 %, o un
triglicérido de calidad alimentaria y farmacéutica (>850 mg/g), sin PhA (< 5 pg/g). También se puede evitar la
costosa pérdida de 4cidos grasos omega 3.

Los acidos grasos tienen propiedades de auto-nucleacion y no tienen la cualidad de la sobrefusion. El punto de
fusién (PF) y el de congelacion es el mismo. Debido a esto, para llevar a cabo la purificacion de los acidos grasos
omega 3 libres de PhA, seria suficiente obtener dos 0 mas fracciones con puntos eutécticos distintos que permitan el
anteriormente mencionado procedimiento de purificacion.

Los acidos grasos saturados tienen un PF elevado (>18 °C) mientras que en los acidos monoinsaturados el PF es
>13 °C. Ademas, la composicién de acidos grasos saturados y monoinsaturados del aceite sin procesar acidificado
es >50 % (para los que se originan en algas) y frecuentemente alcanza el 70 % (aceites de pescado). Sin embargo,
la numerosa cantidad y la presencia de especies de acidos grasos omega 3 reducen significativamente el punto
eutéctico, lo que da como resultado un procedimiento de cristalizacion de enfriamiento ineficaz a temperaturas muy
bajas, tales como -20 °C.

Por otro lado, como se aprecia en la Tabla 1, el PF del PhA es 20 °C mas alto y 10 °C mas bajo los PF del DHA y el
EPA, respectivamente. Sin embargo, los isémeros del PhA presentes en determinados aceites (es decir: aceites de
pescado) reducen la diferencia existente entre el PhA (3S) y el DHA en aproximadamente 2 °C.

Dado el hecho de que el aceite no cumple las condiciones para la cristalizacién de sus componentes o 4cidos grasos
con similares solubilidades para el fraccionamiento, se lleva a cabo un fraccionamiento previo de acidos grasos
mediante cristalizacion fraccionada por densidad. De esta manera, con la presente invencion, se optimiza el método
de desodorizacion, asi como la purificacion del aceite que contiene omega 3 y la cristalizacion fraccionada del DHA y
omega 3.

Para esta finalidad, inicialmente se lleva a cabo la centrifugaciéon fraccionada por gradiente de densidad o por
gradiente autoformado isopicnico. Esta es una técnica usada para separar moléculas de similares pesos
moleculares pero con distintas densidades, no sélo en procedimientos de laboratorio sino también esencialmente en
procedimientos industriales de la industria farmacéutica, para la purificacion y separacion proteinas y la creacion de
vacunas, entre otras aplicaciones.

En esta técnica, el aceite se disuelve en una solucion isocratica y bajo una fuerza centrifuga, los acidos grasos
forman un gradiente de acuerdo con su densidad y no con su peso molecular, debido al hecho de que se distribuyen
en el reactor durante la centrifugacion. La premisa principal es que la maxima densidad del gradiente (es decir,
glicerol) deberia siempre exceder la densidad de los acidos grasos. La centrifugacion en gradiente de densidad
permite que los acidos grasos se muevan a lo largo del gradiente hasta que alcanzan un punto donde su densidad y
la del gradiente son iguales (isopicnica). En este mismo momento tiene lugar la separacion por cristalizacién, ya que
la separacién convencional hay que hacerla con mucho cuidado y provocaria la contaminacién no deseada del
aceite omega 3.

Puede utilizarse un gradiente que contenga un disolvente parcialmente apolar (es decir, heptanol) para crear una
mezcla de gradiente-aceite homogénea y favorecer la separacion de los acidos grasos individuales sin formar
micelas. De esta manera hay una dispersion de los acidos grasos libres, obteniendo una fraccion mas pura en
acidos grasos omega 3, sin PhA y sin pérdidas. Sin embargo, esto presenta dos dificultades: la separacion del
gradiente en el producto final y el hecho de que la separacién molecular de acidos grasos libres necesita un mayor
tiempo de ultracentrifugacion. Debido a la primera razon, una de las condiciones normales de los gradientes es su
solubilidad en agua. Cuando se utiliza un gradiente liposoluble, puede separarse durante el procedimiento final
siguiendo este procedimiento y siempre que contenga un PF diferencial con la fraccién que va a separarse.
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El gradiente utilizado para la presente invencién es glicerol, ya que se produce durante del procedimiento, es
econdémico y seguro para el uso alimentario y farmacéutico, sin descartar cualquier otro gradiente para este fin (es
decir, sacarosa), siendo en ambos casos su alta viscosidad su mayor inconveniente. Cuando se usa glicerol como
gradiente, debe refrigerarselo durante la ultracentrifugacion a 10 °C o por debajo del PF del glicerol (18 °C). Sin
embargo, se comporta muy bien como liquido superfusionado en disolucién con agua u otros disolventes.

En la presente invencion se utilizan mezclas de disolventes con glicerol para reducir la viscosidad y bajar el PF del
gradiente. Particularmente, es el uso de disolventes es para favorecer la cristalizacién, pero sobre todo para reducir
el punto eutéctico y la viscosidad del gradiente. Es aconsejable el uso, sin ser excluyente, de disolventes de calidad
alimentaria y farmacéutica, tales como mezclas de glicerol/agua, isopropanol u otros alcoholes. Los disolventes tales
como las mezclas glicerol/agua y la acetona tienen un gran comportamiento anfipatico y humectante como
disolvente que estimulan la cristalizacion de los acidos grasos, en especial a las temperaturas necesarias en la
presente invencion, ya que tiene un PF muy bajo (-95 °C).

Las mezclas con glicerol mas adecuadas son aquellas que permiten al glicerol reducir la viscosidad, reducir
moderadamente el PF y significativamente la viscosidad. La reduccion de la viscosidad del gradiente es esencial
para la resolucién de las fracciones y el tiempo de equilibrio para separar con mayor eficacia el PhA. Con las
mezclas de glicerol/agua, la proporcion ideal es la que le permite la formaciéon de un liquido superenfriado o
sobrefusionado, disminuyendo significativamente su PF: glicerol: el 67 % p/p con un PF de -47 °C. Al mismo tiempo
se reduce la densidad acortando de forma considerable el tiempo de centrifugado en gradiente densidad, un
resultado econdmico y seguro.

El uso de otras mezclas de glicerol es también p05|ble usando pequefias cantidades de disolvente, evitando una
caida de la densidad por debajo del DHA (>0,95 g/cm ) de forma que se pueda usar como gradiente, actuando los
alcoholes como disolventes polares de cadena de corta (C1-C5) para la dispersion de micelas, y preferentemente
disolventes para obtener un gradiente parcialmente polar de cadena media (C6-C8) que permite la dispersion de los
acidos grasos libres. La proporcion del glicerol en estos alcoholes debe tener mayor densidad y bajo PF. Una
cantidad de glicerol entre el 5 % y el 50 % permite una reduccién del PF de forma inversamente proporcional en el
intervalo de temperaturas durante la ultracentrifugacion, reduciendo la densidad y la viscosidad de forma
considerable pero siempre >1 g/cm necesario para la presente invencion. Para la presente invencién, un gradiente
de glicerol al 25 % p/p y un PF de aproximadamente -7 °C permite una optimizacién del procedimiento de
fraccionamiento reduciendo el tiempo de la ultracentrifugacion. El glicerol al 50 % p/p es suficiente para obtener un
PF de aproximadamente -23 °C y para exceder el maximo de reduccion de temperatura de una ultracentrifuga a gran
escala.

El uso de gradientes hidrosolubles estimulara la formacion de nanomicelas que reduciran el tiempo de equilibrio. Sin
embargo, para alcanzar el equilibrio y el fraccionamiento ideales, la composicion de estas micelas debe ser
altamente homogénea de acuerdo con su densidad. La difusién de los acidos grasos tendra lugar siguiendo un
patron de acuerdo con la densidad y no elegido al azar, modificado por la ultracentrifugacion en gradiente de
densidad. Como ocurrié en el gradiente de centrifugacion, se forma el gradiente de densidad de acuerdo con la
distancia al eje del rotor; este procedimiento de desarrolla inicialmente formando micelas que contiene los acidos
grasos con la densidad mas alta, que formaran la fraccién mas densa y mas alejada al eje del rotor.

El aumento significativo de la densidad de los acidos grasos, especialmente del PhA y de los acidos grasos omega 3
saturados, la hacen una técnica eficaz. El principal problema es que un peso molecular relativamente pequefio,
necesita velocidades y tiempos muy elevados para obtener la separacion. Un exceso de tiempo no afectara a la
separacion. Sin embargo, como las moléculas tienen tal bajo peso molecular, el tiempo necesitado es elevado (es
decir, 48 horas), y aunque no es excepcional en los procedimientos de separacion, este tiempo puede optimizarse.

Por medio de una ultracentrifugacion isopicnica aplicada en un aceite sin procesar rico en omega 3, se forman 3
fracciones de acuerdo con el peso molecular y la densidad: a) acidos grasos saturados que contienen principalmente
acido miristico, palmltlco y estearico con un peso molecular (228-290 g/mol) y una densidad mas baja que el aceite
(0,85-0,86 g/cm ) b) acidos grasos monoinsaturados con similar peso molecular y una densidad ligeramente mas
alta (0,88- 0 89 g/cm ) ¢) acidos grasos omega 3 con un peso molecular (300-330 g/mol) y densidad mas alta (0,93-
0,95 g/cm ). El PhA se detecta en la fraccién (b) a través de una centrifugacion isopicnica con una densidad de (0,88
g/cm”).

Esto puede realizarse con gradientes no lineales o lineales, continuos o discontinuos, habiéndose elegido para la
presente invencion el método lineal continuo debido a su aplicacion industrial. Reducir el tiempo necesario para
obtener el equilibrio es esencial para la presente invencién. Por eso el método mas adecuado en este caso es el uso
de rotores verticales puesto que reducen considerablemente el tiempo de equilibrio.

La velocidad de la ultracentrifugacion puede iniciarse a 30000 rpm o 100000 x g hasta que se alcance el equilibrio.
No hay exceso de tiempo en esta técnica. A medida que comienza la ultracentrifugacion, los acidos grasos
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comienzan lentamente a difundir con la ayuda del gradiente. Los acidos grasos saturados cristalizan lentamente a 20
°C y los acidos grasos monoinsaturados a 10 °C. La formacion del equilibrio aumentara significativamente el punto
eutéctico del aceite al inicio de la ultracentrifugacion y con ello la formacion lenta de cristales. Los acidos grasos no
varian significativamente en densidad en un estado sélido.

Por lo tanto, la ultracentrifugacion a 10 °C contribuye a la cristalizacion de las fases a descartar (a) y (b), conteniendo
acidos grasos saturados y monoinsaturados. Por lo tanto, cuando se alcanza el equilibrio es posible separar la
fraccion liquida que contiene los omega 3 y el gradiente sin riesgo de contaminacion.

La fraccion durante la centrifugacion no siempre esta completamente cristalizada a 10 °C, dado que la mezcla de
acidos grasos monoinsaturados y de PhA reduce el punto eutéctico. Por esta razén es recomendable el enfriamiento
a una temperatura de entre 0 a -5 °C o preferentemente a -30 °C, o a una temperatura por debajo del punto eutéctico
de la fraccion con acidos grasos omega 3 purificada, que variara de acuerdo con la composicion entre
aproximadamente -44 °C y -57 °C, esencialmente dependiendo de la composicion del DHA y del EPA.

El procedimiento de enfriamiento se puede llevar a cabo simplemente enfriando el vaso de precipitado que contiene
el gradiente en equilibrio. Sin embargo este procedimiento de enfriamiento puede tener lugar durante la
ultracentrifugacion, dado que las ultracentrifugas a gran escala permiten reducir la temperatura a -20 °C, mejorando
la cristalizacion de estas fases. Sin embargo, en la presente invencion el procedimiento de refrigeracion tiene lugar
durante o cerca del punto del equilibrio, garantizando por lo tanto la solidificacion del PhA.

El ajuste de la temperatura durante la ultracentrifugacion a 20 °C o mas abajo no es excluyente en la presente
invencion. Es posible reducir el tiempo de equilibrio y optimizar el procedimiento de ultracentrifugaciéon aumentando
la temperatura (es decir, 60 °C) (entre 20 °C y 90 °C), dado que se reduce considerablemente la viscosidad de los
acidos grasos saturados, en particular la de los saturados y monoinsaturados, asi como se reduce la viscosidad del
gradiente (glicerol), se optimiza el fraccionamiento y se reduce considerablemente el tiempo de centrifugacion hasta
que se alcanza el equilibrio.

Pueden hacerse cambios en el procedimiento de centrifugacion isopicnica con el fin de reducir su duracion y
optimizar la separacion del PhA. En este sentido, puede realizarse la cristalizacion sin alcanzar el equilibrio, para
reducir la duracion de la ultracentrifugacion. Habitualmente, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio es de 48-
72 horas, dependiendo del gradiente, temperatura, velocidad y rotor utilizado. Puesto que el PhA constituye una
fraccion muy pequefia y que la pureza quimica no es un objetivo, es posible obtener las especificaciones de la
presente invencion sin alcanzar el equilibrio.

En el plazo de 24 horas, se ha producido el fraccionamiento de la mayor parte de los acidos grasos omega 3 y del
resto de los acidos grasos y del PhA. De este modo, la mayor parte de los acidos grasos incluyendo la mayor parte
del PhA es sensible a la cristalizacion a temperaturas por debajo de las de los acidos grasos omega 3. De esta
manera, los inventores pueden proceder a la cristalizacion antes de alcanzar el equilibrio, reduciendo la temperatura
(es decir, 0 °C) de la ultracentrifugacion durante el tiempo que sea necesario (es decir, 24 horas) para separar la
fraccion liquida que contiene los acidos omega 3 y el gradiente. Las ultracentrifugas a gran escala permiten alcanzar
temperaturas de hasta -20 °C. Haciendo esto, los inventores también puedes separar de forma eficaz el PhA y
purificar el aceite que contiene los acidos grasos omega 3 sin pérdida de cualquier material.

Opciodn 2: Cristalizacién fraccionada mediante ultracentrifugaciéon en gradiente de densidad no isopicnica

Aunque es posible la extraccion de aceites purificados omega 3 de la fraccién, el riesgo de contaminacién es alto.
También puede reducirse la duracion de la ultracentrifugacion de forma significativa sin alcanzar un equilibrio
completo o cuasiequilibrio del gradiente de densidad. Haciendo esto se podria eliminar una alta concentracion de
acidos grasos saturados y una parte del PhA, que de acuerdo con su concentracion original y el isémero (3R), podria
ser suficiente para obtener las especificaciones de la presente invencion. Sin embargo, en la mayoria de las
circunstancias, se obtienen mejores resultados cuando la separacién es a través de cristalizacion.

En la presente invencion pueden establecerse distintos ciclos de temperatura o utilizarse un fraccionamiento zonal
para purificar el DHA y el EPA.

El isémero PhA (3S), que puede encontrarse habitualmente en pequefas proporciones en los aceites de pescado y
otros aceites de origen marino, con la excepcion de mamiferos y microorganismos (es decir, atin rico en DHA), tiene
el PF cercano al DHA (Tabla 1 y figura 5). Este isbmero constituye un gran escollo para su separacion por
cristalizacion. Por lo tanto, la separacion de este isémero, en particular cuando se utiliza la presente invencion,
necesita una centrifugacion isopicnica del aceite previa, dadas las diferencias en las densidades del PhA (0,882
g/cm3) y del DHA (0,943 g/cm3), mientras que la temperatura del PF del PhA es inferior en tan solo 2 °C.

El punto eutéctico de los aceites ricos en omega 3 antes de ser fraccionados esta por debajo de 40 °C. Con este
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procedimiento de separacién es posible obtener un comportamiento de la cristalizacién de las distintas fracciones
suficientemente diferencial a partir de los diferentes puntos eutécticos de las composiciones de acidos grasos de las
fracciones. El punto eutéctico de la mezcla en las fracciones (a) y (b) se eleva significativamente, en comparacion
con la composicion original de los acidos grasos, que contienen el PhA (~0,1 %). En esta fraccion también estan
comprendidos los componentes volatiles responsables del olor caracteristico de los aceites. Dicho punto eutéctico,
hace posible la solidificacion de la fraccion a temperaturas < -20 °C, pero lo suficientemente elevadas como para
separar de forma eficaz la fraccion (c) de los acidos grasos omega 3 con un punto eutéctico por debajo de -40 °C.
De esta manera el PhA forma parte de la fraccion sélida (b) o (b+a). La fraccién (b) contiene practicamente la
totalidad del PhA (dos isémeros) de los aceites, lo que permite una separacion altamente eficaz del PhA (3S), que
tan complicado seria de separar mediante cristalizacién.

El tiempo de cristalizacion necesario puede variar entre 18 y 72 horas. La velocidad de enfriamiento debe ser lo
suficientemente lenta como para estimular la cristalizacion de los acidos grasos, aunque se ha producido
cristalizacion de DHA en 24 horas con una reduccion de la temperatura /velocidad de -3,3 °C/hora o velocidad de
enfriamiento mas baja.

Es posible obtener un crecimiento de los cristales de DHA libres, de forma que una vez separados conservan la
menor cantidad posible de fase liquida. Es por esto que podria ser conveniente que durante el procedimiento se
formen cristales grandes, bajando lentamente la temperatura. La cristalizacion puede realizarse en grandes
depositos, mantenidos en camaras refrigeradas o en congeladores criogénicos a una temperatura inicial de -44 °C.

En aceites no purificados o sin procesar o que contienen una elevada proporcion de acidos grasos saturados y/o
monoinsaturados, se separa el PhA utilizando un ciclo de temperatura -30 °C (entre -20 °C y -40 °C) por debajo del
PF de los acidos grasos omega 3 y del punto eutéctico del aceite. Asi es como se puede separar una fraccion sélida
que contiene los acidos grasos saturados + los acidos grasos monoinsaturados + PhA, de la fraccion liquida que
contiene una elevada pureza en DHA y EPS a través de filtracion, si es necesaria.

A esta temperatura, el gradiente de glicerol se cristaliza, manteniéndose en estado liquido Unicamente la fraccion
con la mayor densidad y el menor PF con elevada pureza en omega 3, separandose también el gradiente de los
acidos grasos omega 3. Sin embargo, si se utiliza una mezcla de glicerol/agua al 67 % p/p, permanecera liquida, lo
que permitira otro procedimiento de centrifugacion por gradiente de densidad (es decir, separacion de DHA/EPA o
aceite rico en DHA/PhA) o para regenerar el gradiente para otro procedimiento de separacién de PhA, en otro lote
de aceite.

Este procedimiento elimina casi completamente la totalidad de los dos isomeros de PhA. De esta manera se obtiene
aceite omega 3 de alta pureza en sus dos componentes principales DHA y EPA (>95 % o >800 mg/g) y
habitualmente >99 % desodorizado y con bajo o nulo contenido de PhA. De acuerdo con la proporcion de DHA/EPA
en el aceite original puede obtenerse:

a) Para un aceite que contiene esencialmente DHA como Unico acido graso omega 3 (es decir, Schizochytrium
sp.) se obtiene un DHA >95 % (>850 mg/g) o >99 % (>900 mg/qg).

b) Para una proporciéon de DHA/EPA >3 (es decir, atin) se obtiene un aceite rico en DHA >700 mg/g que
contiene PhA (< 5 pg/qg);
c¢) Para una proporcion de DHA/EPA entre 1 y 3 (es decir, salmén) se obtiene un aceite con DHA <700 mg/g que
contiene PhA < 90 ug/g;

d) Para una proporcion de DHA/EPA <1 (es decir, gallineta nérdica, anchoa, caballa, sardina, bacalao) se obtiene
un aceite con EPA >400 mg/g y DHA <400 mg/g que contiene PhA < 5 ug/g.

Con la presente invencién también puede fraccionarse el DHA y el EPA, obteniendo un DHA y un EPA de alta
pureza y bajo o nulo contenido de PhA. El DHA y EPA presentan una diferencia en el peso molecular del 10 %,
suficientemente diferencial para la ultracentrifugacion zonal (Arderiu et al., 1998). Para esto, es posible realizar un
segundo ciclo de enfriamiento, un procedimiento previo y necesario de ultracentrifugacion de gradiente de densidad
zonal a -50 °C o entre -44 °C y -54 °C, o a cualquier otra temperatura entre los PF del DHA y EPA. Se obtienen en
todos los aceites, independientemente de la composicion inicial, una elevada pureza de DHA y de EPA y una baja
concentracion o sin PhA.

En este punto puede afiadirse algun antioxidante lipdfilo alimentario o farmacéutico (es decir, tocoferoles) para
estabilizar la oxidacion de los PUFA. El aceite acidificado con bajo o nulo contenido de PhA requiere una
esterificacion inmediata de los acidos grasos libres por alcoholisis o formacion de novotriglicéridos, que es el objetivo
principal de los inventores, por cualquier método convencional que en la actualidad lleve a cabo en la industria,
método enzimatico inespecifico o selectivo u otro, con catalizador liquido o sélido (es decir, la patente US
20080114181). En el caso del aceite que contiene etil-éster, se llevara a cabo también la reesterificacion para
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obtener triglicéridos.

El diagrama como ejemplo para desarrollar triglicéridos de DHA > 700 mg/g y < 0,5 ug/g de PhA. Sin embargo
habitualmente pueden obtenerse concentraciones de DHA > 900 mg/g (el maximo tedrico de pureza de DHA en un
aceite es un triglicérido 100 % puro que contendria aproximadamente 960 mg/g). El procedimiento elegido es el
mismo para todas las materias, aunque la concentracion de DHA dependera de las materias primas elegidas al
comienzo y del procedimiento opcional para fraccionar el DHA para separar el EPA. En este sentido, para todos los
aceites fuente que contienen DHA/EPA> 3 los procedimientos de purificacion de omega 3 daran como resultado en
purezas de DHA> 700 mg/g. Ejemplos:

Materia prima 1: Aceite que contiene sélo DHA sin un contenido significativo en acidos grasos omega 3.

e Es decir, aceites a partir de biomasa o microorganismos (es decir; Schizochytrium sp.) que contienen
triglicéridos DHA > 400 mg/g y PhA > 120 pg/g.

Materia prima 2: Aceites ricos en omega 3 con distintas proporciones de DHA/EPA como el Unico contenido
significativo en acidos grasos omega 3.

o DHA/EPA <1. Es decir, aceite refinado de gallineta nérdica (el 30 % de omega 3) que contiene triglicéridos
DHA > 100 mg/g; EPA > 150 mg/g y PhA > 1900 ug/g

e DHA/EPA >3. Es decir, aceite refinado de atun (el 30 % de omega 3) que contiene triglicéridos DHA >
200 mg/g; EPA >60 mg/g y PhA > 1300 pg/g

e DHAJ/EPA >3. Es decir, aceite de atun refinado purificado (el 70 % de omega 3) que contiene triglicéridos
DHA > 500 mg/g, EPA < 150 mg/g y PhA > 1600 ug/g

Materia prima 3: Se producen y se obtienen aceites de DHA purificados con bajo un contenido en EPA > 700
mg/g, regularmente como etil-éter y formulaciones purificadas (es decir, destilaciéon molecular). No necesitan la
purificacién de los acidos grasos omega 3, solo debe extraerse el PhA.

o DHA/EPA > 7. Es decir, aceite refinado de atun purificado (el 90 % de omega 3) que contiene triglicéridos
DHA > 700 mg/g, EPA < 150 mg/g y PhA > 400 ug/g

El procedimiento esta simultdneamente libre de PhA y PA, pero como se indica, solo el PhA presenta cantidades
clinicamente significativas, que es la razén por la que los inventores se refieren siempre al PhA y solo mencionan el
PA en los resultados y de forma esporadica en la patente. El PA se separa en el mismo punto de fraccionamiento
por cristalizacion que el PhA. El ejemplo 1 muestra cuanto PA existia antes y cuanto quedé en el analisis final del
producto final (ejemplo 1).

Para ilustrar la invencion, se muestran distintos extractos obtenidos de distintos aceites, ricos en DHA y con un bajo
contenido en PhA. Los siguientes ejemplos no son exclusivos de la presente invencién. Los extractos obtenidos se
pueden utilizar mas tarde en distintas formulaciones galénicas, preferentemente capsulas, como complementos para
la salud o medicinas para el tratar distintas enfermedades.

Ejemplos

Ejemplo 1: Procedimiento para obtener un extracto que contiene triglicéridos con DHA > 700 mg/g y PhA <5
Hg/g, mediante ultracentrifugacion isopicnica y cristalizacion.

La materia prima usada es aceite de atun sin procesar no desodorizado y no purificado (Sanco) que contiene DHA
(210 mg/g), EPA (67 mg/g) y omega 3 total (285 mg/g). Tras cuantificar los acidos grasos del aceite a través de
cromatografia de gases y espectrofotometria de masas, se determiné la presencia de PhA (1,3 mg/g). Se establecen
dos ciclos de temperatura decrecientes por su mayor eficacia y para lograr rapidamente el fin principal de esta
innovacién de DHA sin PhA.

1. Saponificacion
En un reactor de 5 litros con un agitador los inventores procedieron a saponificar 1000 g de aceite de atun sin
procesar con 250 g de KOH, 280 ml de agua y 10 ml etanol para iniciar la reacciéon a una temperatura de 40 °C en

una atmosfera inerte (nitrégeno), agitando la mezcla a 300 rpm durante 1 hora.

2. Formacién de acidificacion de los acidos grasos libres a partir de sus sales
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A la mezcla de potasio obtenida en la etapa anterior se afiaden 3 litros de acido acético (acido no oxidante) al 70 % y
se mezclan vigorosamente durante 60 minutos a 200 rpm en atmosfera inerte (nitrégeno). Las sales de acetato
potasico formadas, precipitan y se eliminan a través de filtracion. Una vez asentado, se forman dos fases: una fase
apolar y otra fase polar con mayor densidad que contiene el acido acético restante, que se elimina a través de una
apertura en la base del reactor. Después, se realiza un lavado afadiendo al reactor 4 litros de agua purificada y
agitando durante 30 minutos a 150 rpm, una vez asentado y se forman dos fases: una apolar que contiene el aceite
y una apolar, que contiene el agua, en la base del reactor. La fase apolar se elimina a través de la apertura en la
base del reactor. Después, se limpia otras 4 veces mas afadiendo 4 litros de agua hasta obtener un aceite
acidificado de atun.

3. Centrifugacion isopicnica

Se centrifuga el aceite de atun acidificado obtenido en la etapa anterior a 150 rpm durante 20 minutos, formandose
una fase sélida o estearina y una fase liquida que contiene los acidos grasos libres que se aspira para utilizarse en
la siguiente etapa. Se preparan 2400 ml de gradiente a partir de una mezcla de glicerol/agua al 25 % p/p, ahadiendo
1800 de agua y 535 ml de glicerol, en el cual se afaden los acidos grasos libres previamente obtenidos y el glicerol
a temperatura ambiente.

Se homogeneiza la mezcla a 3000 g durante 1 h en una ultracentrifuga Hitachi-Koki CC40 y un rotor C40CT4 Core
(H). Después, en vacio (27 Pa) y a una temperatura inicial de 10 °C se aumenta la velocidad de centrifugacion hasta
100000 g durante 42 h. A las 24 horas de ultracentrifugacion se disminuye de forma brusca la temperatura a 0 °C,
manteniéndola durante 18 horas hasta alcanzar al equilibrio. De este procedimiento de centrifugacion se obtienen 2
fracciones solidas desechables en el eje del rotor, conteniendo una de ellas acidos grasos saturados y la otra acidos
grasos monoinsaturados y PhA.

Para el andlisis de la fase liquida, se obtiene una muestra utilizando una pipeta. Se somete la muestra a un analisis
de CG-EM y posteriormente se comprueba la concentracion de PhA y DHA, que resultan <90 ug/ml y 740 mg/gq,
respectivamente.

En este caso particular, las fracciones no se separan, a pesar de que podria obtenerse un producto con
concentracion de PhA por debajo de 90 pg/mg y una concentracion de DHA de 740 mg/g, respectivamente.

4. Separacion mediante cristalizacion de los acidos grasos omega 3

A continuacién, se lleva a cabo el enfriamiento directo o brusco a una temperatura de -30 °C durante 24 horas del
cilindro que contiene las 3 fracciones obtenidas durante la etapa anterior. A esta temperatura se producen dos fases:
una sdlida y una liquida. La fraccidn soélida contiene los acidos grasos saturados y monoinsaturados, PhA, acido
pristanico y el gradiente de glicerol, mientras que la fase liquida contiene la mezcla de acidos grasos poliinsaturados
rica en DHA. La fraccion liquida, que es la mas alejada del radio del eje del cilindro, se separa de la fraccion soélida a
través de la apertura de la base del cilindro.

Esta fraccioén liquida contiene acidos grasos omega 3 ricos en DHA, con bajo o nulo contenido en PhA. Se analizan
los 281 g de acidos grasos ricos en DHA obtenidos mediante CG-EM. El analisis indica que en los omega 3 antes y
después de la refrigeracion a -30 °C es del 96,7 % y el 97,2 % respectivamente y los niveles de PhA estan por
debajo de 90 ug/g antes de la refrigeracion e por debajo de 5 pg/g tras la refrigeracion.

5. Esterificacion de los acidos grasos libres del aceite en triglicéridos

Para la esterificacion de los acidos grasos libres obtenidos durante la etapa 4, se utiliza el método descrito en la
patente US20080114181. Utilizando un condensador de Soxhlet, se mezcla la resina de estireno al 5 % y con los
acidos grasos libres (200 g) y glicerol (50 g), introduciendo un termoagitador mecanico en la mezcla a 185 rpm,
40 °C y 20 minutos. A continuacion, se afiaden 80 ml de etanol a la mezcla y se eleva la temperatura hasta 60 °C y
la agitacion hasta 235 rpm. Se mantiene la reaccion durante 24 horas a presion atmosférica, en una atmodsfera inerte
(nitrégeno). Después se enfria la mezcla hasta temperatura ambiente y la resina o el catalizador se recuperan por
filtracion del aceite. Se elimina el etanol, obteniendo una mezcla de triglicéridos.

Se toma una muestra del producto final para su analisis por CG-EM tal como se describe y los resultados obtenidos
son los mostrados en el ejemplo 1 mas adelante (que incluye acidos grasos libres).

En el ejemplo 3 se determina el analisis por CG/EM del aceite para determinar la composiciéon de los triglicéridos,
glicéridos parciales y acidos grasos libres obtenidos.

Del procedimiento realizado durante las 5 fases, se obtiene un aceite completamente desodorizado que contiene
triglicérido de DHA a una concentraciéon > 700 mg/g y PhA <5 ug/g y un total de 870 mg/g de omega 3 (>95 %).
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Ejemplo 2: Procedimiento continuo para obtener DHA 2 700 mg/g y PhA < 90 ug/g

Para llevar a cabo este ejemplo se empled como materia prima de partida aceite refinado de Gallineta noérdica
(Sebastes sp.) (LYSI) con un contenido en omega 3 de 315 mg/g, de los cuales 110 mg/g son DHA y 165 mg/g EPA,
y 1,9 g/kg de PhA.

1. Saponificacion y 2. Acidificacion

Los inventores procedieron a la saponificacion y acidificacion de 1000 g de gallineta nérdica siguiendo las mismas
proporciones y el procedimiento utilizados en el ejemplo 1.

A partir del aceite acidificado se pueden hacer dos cosas. El aceite acidificado se divide en 2 porciones idénticas
para la separacion del PhA y la purificacion de los acidos grasos omega 3, utilizando una porcién para la siguiente
etapa:

a) Ultracentrifugacion isopicnica y cristalizacion
1. Centrifugacion isopicnica

Se centrifugan 500 g de aceite acidificado a 150 rpm durante 20 minutos formando una fase soélida o estearina
(274 g), se aspira el sobrenadante liquido que contiene los &cidos grasos libres que van a usarse a continuacion
sobre un gradiente de glicerol como se indica en el Ejemplo 1. Al igual que en el ejemplo anterior, una vez que se ha
alcanzado al equilibrio, se obtienen dos fases soélidas que contienen acidos grasos saturados, monoinsaturados y
PhA y una tercera fase liquida que contiene acidos grasos poliinsaturados ricos en DHA.

2. Separacion mediante cristalizacion de los acidos grasos omega 3

Se procede a enfriar a una temperatura de -30 °C durante 24 horas el cilindro que contiene las tres fases descritas
anteriormente, para solidificar el gradiente y obtener por lo tanto una fraccion sélida que contiene acidos grasos
saturados, insaturados y PhA y una liquida que contiene acidos grasos omega 3. La fraccién liquida se separa a
través de la apertura en la base del cilindro, obteniendo 156 g de aceite acidificado.

De acuerdo con las especificaciones del aceite de gallineta nérdica sin procesar de partida, puede estimarse que la
fraccién solida descartada contiene acidos grasos saturados (68 %), acidos grasos monoinsaturados (31 %)y 2,2 g
de PhA. Se analizan por CG-EM los 156 g de aceite acidificado rico en omega 3 obtenidos, que tienen una pureza
en omega 3 del 98,3 % y niveles de PhA <90 pg/g.

3. Esterificacion de los acidos grasos libres de triglicéridos (igual que en el ejemplo 1)

El procedimiento de esterificacion empleado es el descrito en la etapa 5 del primer ejemplo. Utilizando un
condensador Soxhlet se mezcla la resina de estireno al 5 % y los acidos grasos libres (200 g) y glicerol (50 g)
introduciendo un termoagitador mecanico en la mezcla a 185 rpm, 40 °C y 20 minutos. A continuacion, se afiaden 80
ml de etanol a la mezcla y se aumenta la temperatura hasta 60 °C y la agitacién hasta 235 rpm. Se mantiene la
reaccion durante 24 horas a presion atmosférica en una atmdsfera inerte (nitrégeno). Entonces se enfria la mezcla
hasta temperatura ambiente y la resina o el catalizador se recuperan por filtracion del aceite. Se elimina el etanol,
obteniéndose una mezcla de triglicéridos. De la muestra obtenida para su analisis por CG-EM se determina que el
aceite obtenido contiene menos del 0,4 % de acidos grasos libres con una concentracion de DHA de 470 mg/g y
PhA < 90 pg/g.

b) Centrifugacion no picnica (en gradiente de densidad sin equilibrio)
2. Ultracentrifugacion

Se centrifugan 491 g de aceite acidificado, a partir del aceite restante obtenido durante las fases 1 y 2 del
procedimiento (a) del ejemplo, a 150 rpm durante 20 minutos formando una fase soélida o estearina (267 g) y una
fase liquida, que contiene los acidos grasos libres, que se aspira. Esta fase liquida se afiade a un gradiente de
glicerol, preparado como se especifica en la fase 3 del ejemplo 1 y se centrifuga a 100000 g x durante 24 horas sin
alcanzar el equilibrio.

3. Separacion mediante cristalizacion de los acidos grasos omega 3

Se procede a enfriar directamente el aceite contenido en el cilindro de la centrifuga a -30 °C durante 24 horas. Como
resultado se genera una fase sdlida, 85 g, que contiene los acidos grasos saturados, monoinsaturados y el PhA y
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una fase liquida, 145 g, que contiene los acidos grasos omega 3. Se separa la fraccion liquida a través de la
apertura en la base del cilindro.

Como resultado de este procedimiento y a través de analisis por CG-EM de la fase liquida, se determina que el
producto obtenido contiene una pureza de omega 3 del 92,4 % y niveles de PhA <90 ng/g.

4. Esterificacion de los acidos grasos libres de triglicéridos

Para esterificar los acidos grasos libres obtenidos en la fase anterior, al igual que en el Ejemplo 1, se utiliza el
método descrito en la patente US 20080114181. Utilizando un condensador Soxhlet, se mezcla la resina de estireno
al 5 % y los acidos grasos libres (200 g) y glicerol (50 g) introduciendo un termoagitador mecanico en la mezcla a
185 rpm, 40 °C y 20 minutos. A continuacion se afiaden 80 ml de etanol a la mezcla y se eleva la temperatura hasta
60 °C y la agitacién hasta 235 rpm. Se mantiene la reaccion durante 24 horas a presion atmosférica. El
procedimiento tiene lugar en atmosfera inerte (nitrdgeno). Después, se enfria la mezcla hasta temperatura ambiente
y la resina o el catalizador se recuperan por filtraciéon del aceite. Se elimina el etanol calentando el aceite a 90 °C.

A partir de la muestra obtenida para su andlisis mediante CG-EM, se determina que el aceite obtenido contiene
menos del 0,6 % de acidos grasos libres con una concentracion de DHA de 440 mg/g y de PhA < 90 ng/g.

Dado que en este Ejemplo 2 el producto de partida contenia una cantidad menor de DHA, el producto final también
contiene una cantidad menor de DHA. Aun asi, podemos concluir que de este procedimiento se es capaz de obtener
4 veces la cantidad de DHA (de 110 mg/g a 440 mg/g) y reducir el PhA 200 veces. Después de repetir el
procedimiento utilizando el producto obtenido como producto de partida, se obtiene una composicion con 740 mg/g
de DHA y menos de 90 pg/g de PhA.

Ejemplo 3: Analisis del producto

Para determinar las cantidades totales de acidos grasos se han realizado los siguientes analisis:

i) Analisis de acidos grasos mediante cromatografia de gases - espectrofotometria de masas (CG-EM):
Reactivos: etanol al 96 %, éter de petréleo, hexano, metanol, KOH 0,8 mol/l (Sigma-aldrich).

Instrumento: Detector selectivo de masas Agilent HP 6890 Series CG SYSTEM - 5793; HP Analytical CD-ROM
EM Chemstation Libraries Version A.00.00.

Procedimiento: Se mezclaron 50 mg de acidos grasos en un tubo de ensayo de 10 ml y se agitaron en una
mezcla de éter y hexano (2:1), 5 ml de metanol y 1 ml de KOH 0,8 mol/l. Se afiadié agua y se centrifugé a 3000
rpm durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y se llevd a cabo el analisis por CG/EM.

CG/EM: Columna cromatografica HP-1,17 m x 200 um x 0,11 um. Temperatura del inyector: 280 °C; temperatura
de interfase: 290 °C; velocidad: 5 °C/min desde 100 °C hasta 260 °C; columna de helio con flujo de 0,9 ml/min;
muestra del inyector: 1 pl; temperatura de la fuente de ionizacion: 230 °C; temperatura del electrodo 150 °C.

ii) Analisis del PhA mediante cromatografia de gases (CG):

EXTRACCION: En un tubo con rosca afiadir 1 ml de muestra, 9,5 ml de cloroformo/metanol (2:1) y 2 ml de KCl,
agitar en un vértex y centrifugar 20 minutos a 3000 rpm. Separar y se descartar la capa superior (acuosa), filtrar
con papel de filtro sobre sulfato de sodio. Recuperar el filtrado (fase organica) en un tubo con una rosca superior
y evaporar.

DERIVATIZACION: Afadir al extracto seco 1 ml de trifluoruro de boro en metanol, calentar a 100 °C durante 30
minutos y enfriar los tubos. Afdadir 3 ml de agua y 3 ml de n-hexano, agitar y dejarlo reposar. Separar y guardar
la fase superior, afiadir a la capa acuosa 3 ml de n-hexano y agitar. Juntar las fases organicas, filtrar con papel
de filtro sobre sulfato de sodio, evaporar hasta desecar y diluir la muestra con n-hexano, inyectar 2 mcl.

INSTRUMENTOS: Cromatografia de gases de Agilent Technologies 6890N con ionizacién de llama (FID).
Columna: TRB-WAX 30 m 0,25 mm 0,5 mcm. Estandar: Ester metilico de &cido fitanico (Sigma). Reactivo
derivatizante: Trifluoruro de boro al 20 % en metanol (Merck). Programa de cromatografia: Temperatura del
horno: 205 °C. Temperatura del inyector: 250 °C. Temperatura del detector: 260 °C.

iii) Analisis del producto obtenido como resultado del procedimiento descrito en el ejemplo 1.

Se analizé el producto obtenido en el Ejemplo 1 mediante CG-EM para acidos grasos y PhA.
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El % total de acidos grasos omega 3 obtenidos del analisis es la suma de DHA+EPA+SDA+DPA. La composicion
comprende otros acidos grasos omega 3 en fracciones muy bajas o no detectables debido a la técnica, que no se
tienen en cuenta ni en la farmacopea ni en el analisis (es decir, C28:8,n3).

Especificacion
Prueba Limite bajo limite alto Resultado
Absorbancia 233 nm 0,00 0,73 0,21
Color 0 5 2 Gardner
indice de anisidina 0 20 12
indice de acidez 0 2 1,23 mg de KOH/g
Valor Totox (indice de oxidacion total) 0 26 11
Valor de peréxido 0 5 2 mEqO2/kg
Colesterol 0 1 0,1 mg/g)
DHA 720 1000 740 mg/g)
EPA 0 150 123 mg/g)
Otros Omega 3 0 50 46 mg/g
Omega 3 total 87,5 100 909 mg/qg)
Otros acidos grasos poliinsaturados 0 1 0,6 mg/g
Acidos grasos saturados 0 1 <1 mg/g
Acidos grasos monoinsaturados 0 1 <1 mg/g
PhA 0 5 <5 ug/ml
Acido pristanico 0 2 <2 ug/ml
tEo)gg]EJ;cr)llte. Antioxidante a base de 2500 4000 3000 ppm

Asi, las proporciones de la composicién obtenida son:

e Acidos grasos: 91,75 %

De los cuales el 80,65 % son DHA, el 13,38 % EPA, el 5,07 % otros omega 3, el 0,69 % otros poliinsaturados, el
0,08 % son otros saturados y el 0,08 % monoinsaturados. El % de impurezas de PhA y PA es <0,000005 % y
<0,000002 % respectivamente.

Otros lipidos no saponificables el 0,1 %
Glicerol (esterificado) el 8,1 %

Etanol (esterificado) el 0,11 %

Excipientes: tocoferoles (3,5 ppm- 0,000003 %)

Impurezas pesadas, dioxinas... (< 0,000001 %)

iv) Analisis toxicolégico de benzopireno (CG-EM):

Thermo-Finnigan AS 2000 en un 5- mm ID Focusliner (Restek, USA) y programa informatico Xcalibur 1.2
(ThermoFinnigan Corp.). Columna cromatografica 30 m x 0,25 mm (ID) x 0,25 mm, Rtx-5 ms (Restek, USA).
Temperatura del inyector: 280 °C; temperatura de interfase: 285 °C; velocidad: 25 °C/min desde 75 °C hasta
150 °C; a una velocidad de 4 °C/min hasta 265 °C; y finalmente a una velocidad de 30 °C/min hasta 285 °C.
Columna de helio con un flujo de 40 cm/seg; muestra del inyector: 1 ul; temperatura de la fuente de ionizacion:
200 °C. Se operé en modo selectivo de iones (MSI) con una emision de 250 mA y voltaje a 70 eV y un control de
iones m/z + 0,5. Para la cuantificacion de las muestras de aceite se utilizaron 20, 50, 100, 500, 1000 ng/ml de
benzopireno. Se utilizé6 como control interno perileno-d12 (200 ng/ml).

v) Analisis toxicologico PCB y dioxinas furanos (PCDD/Fs)
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Se realiza un inmunoensayo para determinar el PCB y sustancias relacionadas y dioxinas/furanos utilizando un kit
de inmunoensayo de PCB1 y DF1 de CAPE technologies. Para eso se aplica un método simplificado (Harrison y
Carlson, 2000).

vi) Andlisis toxicologico de metales pesados:

Se toman 6 muestras de aceite acidificado y se pesa 1 g de cada una de ellas en un crisol de porcelana de peso
conocido. Se mineraliza el aceite mediante calcinacion en un horno de mufla seguida de una digestion acida por
presion atmosférica. EI método analitico utilizado fue la voltimetria de impulso anddico diferencial (VIAD) de
redisolucidon anidnica con electrodo de gota de mercurio, aplicando un barrido de potencia diferencial entre -1150 y
75 mV. También se utilizd la espectroscopia de absorcion atémica de generacion de hidruro (HGAAS) para el
arsénico y de vapor frio para el mercurio. El liquen Evernia prunatri L (IAEA-336) fue el material de referencia,
siguiendo en todo momento los métodos y criterios de la normativa vigente (DOCE, 1990). Se uso el programa
informatico para estadistica SPSS 12-0 para Windows XP, realizando la prueba t para muestras independientes y
ANOVA de un factor.

vii) Analisis toxicolégico del producto obtenido en el ejemplo 1

Toxicologia limite bajo | limite alto | Resultado
Arsénico 0 0,1 < 0,1 ppm
Plomo 0 0,1 <0,1 ppm
Mercurio 0 0,1 <0,1 ppm
Cadmio 0 0,1 < 0,1 ppm
PCBs 0 0,09 < 0,09 ppm
Furanos Dioxinas (Tec.-OMS) 0 1 0 pg
Bezopireno (A) 0 2 2 ng/kg

Ejemplo 4. Encapsulado del producto final.

Para el consumo oral, se pueden preparar capsulas de gelatina blanda (gelatina, glicerol, agua) sin descartar otra
tecnologia de capsula blanda vegetal para el encapsulado de aceites. Otra composicién posible para las capsulas es
afadir al aceite (>95 %) potenciadores del sabor (es decir, 5-6,5 % de aceites esenciales de limén) para rellenar
capsulas blandas masticables (es decir, cubiertas de gel "de muestras" 1,5 %-2,5 % de limén). Con un analisis final
de: Energia: 14,7 Kcal; Proteinas: 0,283 g; Carbohidratos: 0,170 g; Grasas: 1,4 g; DHA: 1 g.

También pueden prepararse emulsiones con agua u otra sustancia hidrosoluble, mezclandolas con potenciadores
del sabor para consumirse como liquido bebible y para preparar liposomas. El producto final también puede
obtenerse en polvo. Otros usos distintos al consumo oral son posibles, en particular como inyecciones intravenosas
e intravitreas como emulsiones isotoénicas (solucién salina).

El producto final de la presente patente es el desarrollo de un complemento y medicamento que contiene el 100 %
de aceite liquido obtenido en el Ejemplo 1 en una capsula de gelatina blanda transparente de tamafo 24 oblonga
(composicion: gelatina, glicerol, agua) que contiene 1389 mg de aceite de los cuales 1000 mg son DHA. También es
posible usar capsulas con envoltura gastrorresistente.

Esta formula puede contener cofactores esenciales para el tratamiento de la retinitis pigmentaria tal como: taurina, L-
histidinato de beta alanil cinc, acido lipoico, éster-ascorbato, pigmentos: a) zeaxantina dipamitato (ES Lycium
barbarum), b) delfidinina (ES Vaccinium mirtillus con bajo contenido en cianidina), miricetina, naringenina,
hesperitina y sus glucésidos, asiaticésido, ginkgoflavonglucésidos A + B; y galato de epigalocatequina, derivados de
vincamina.

i) cofactores utilizados

L . . . Dosis minima  Dosis max. al
Aminoacidos, minerales, vitaminas, coenzimas , ,
al dia dia
L-Taurina 250 mg 1000 mg
L-Carnosina (beta-alanil-L-histidina de zinc) 90 mg 375 mg
N-acetil cisteina 100 mg 400 mg
Glutation reducido 12,5 mg 50 mg
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Aminoacidos, minerales, vitaminas, coenzimas Dosjs minima D,OSiS max. al
’ ’ ’ al dia dia
Acetil-L-carnitina 50 mg 200 mg
Selenio elemental (seleniometionina) 37,5 ug 150 pg
Cinc elemental (glicinato de zinc) 7,5mg 30 mg
Cobre (gluconato) 25 mcg 100 mcg
Palmitato de retinol (A) 0,5mg 0,5mg
Colecalciferol (D) 5 mcg 5 mcg
Ester-C ascorbato de calcio (C) 250 mg 1000 mg
o tocoferil succinato (E) 25mg 100 mg
d-Biotina (H) 1mg 1mg
Piridoxina HCL (B6)* 62,5 mg 250 mg
Cianocobalamina (B12) 25 ug 100 pg
Nicotinamida (B5) 62,5 mg 250 mg
Niacina (B3) 12,5 mg 50 mg
Tetrahidrofolato (B9) 100 mcg 400 mcg
Pirofosfato de clorhidrato de tiamina 25 mg 100 mg
Acido lipoico 25mg 100 mg
Acido dihidrolipoico 100 mg 400 mg
Coenzima Q10** 25 mg 100 mg

ii) Extractos utilizados

Extractos de plantas estandar Principio activo Dosis max.
al dia

ES Daucus carota B-caroteno 90 mg

C. Carotenoide: Neo-Life Dynamite (GNLD) Luteina 22,5 mg
Zeaxantina 22,5mg
Licopeno 37,5 mg

ES Vaccinium mirtillus L (Salvaje: V. angustifolim Antocianésidos (15 difer.) 750 mg

Aiton) (1) Glucésidos de delfinidina (30 %) 450 mg
Preferentemente miricetina glucosidos Segun Est.

Antho 50® (Antociandsidos 50 %) 80 %

ES Lycium barbarum L Polisacaridos LBP (20-90 %) Polisacaridos 750 mg

HPLC (2) Dipamitato de zeaxantina 40 mg
Betaina Segun Est.

ES Vinca minor L (3) Fumarato de Brovincamina 145 mg
Vinburnina 15 mg
Vincamina 120 mg

ES Ginkgo biloba L Ginkgoflavonglucésidos A + B 180 mg

(extracto EGb 761 50:1 24 % de Glucoésidos de miricetina Segun Est.

Ginkgoflavonglucésidos)

ES Centella asiatica (40 %-90 %) Asiaticosido Asiaticosido 90 mg

HPLC)

ligninoglucosidos de corteza de ES Eucommiae Aucubina 60 % 60 mg

ulmoides (4)

esteroles de ES Equisetum arbense 60 % Campesterol 30 mg

ES Myrica rubra (o carolinensis) (4) Glucdsidos de miricetina Segun Est.

ES Solanum melongena var. Marunasu L (Nasunin) Glucésidos de delfinidina Segun Est.

ES Camellia sinensis 98 % Polifenoles 80% EGCG Galato de epigalocatequina (EGCG) Segun Est.

cafeina < 0,5 % HPLC

ES Citrus paradisi L (4) Glucésido de naringenina (3 hidroxi-grupos Segun Est.)

33




ES 2574 136 T3

Extractos de plantas estandar Principio activo Dosis max.
al dia
ES Citrus aurantium L (4) Glucosido de hesperitina (3 hidroxi-grupos Segun Est.)

iii) Analisis de principios activos relevantes

Sustancias fitoquimicas Dosis min. al dia Dosis max. al dia
Asiaticésido 22,5 mg 90 mg
Glucésidos de delfinidina 175 mg 700 mg

Galato de epigalocatequina (EGCG) 50 mg 200 mg
Ginkgolido A 18,75 mg 75 mg
Ginkgolido B 26,25 mg 105 mg
Glucésidos de miricetina 50 mg 200 mg
Polisacaridos LBP-x (Lycium sp.) 187,5 mg 750 mg
Vincamina 30 mg 120 mg
g;;)x)antlna total (como dipalmitato 17,5 mg 70 mg

5 iv) Andlisis de otros principios activos en la composicién

Sustancias fitoquimicas Dosis min. al dia Dosis max. al dia
Luteina total 30 mg 30 mg
Beta Caroteno 100 mg 100 mg
Fumarato de brovincamina 145 mg 145 mg
Vinburnina 15 mg 15 mg
Betaina - -
Acubina 60 mg 60 mg
Campesterol 30 mg 30 mg
Flavonoides totales 3500 mg 3500 mg
Antocianidinas totales 1200 mg 1200 mg
Flavonoles totales 600 mg 600 mg
Glucésidos de quercetina 150 mg 150 mg
Flavonas totales 300 mg 300 mg
Rutina 100 mg 100 mg
Flavanoles totales 400 mg 400 mg
Flavanonas totales (4) 1500 mg 1500 mg
Glucésidos de naringenina 200 mg 200 mg
Glucdsidos de hesperitina 200 mg 200 mg
Narirutin (naringenin-7-rutinésido) 300 mg 300 mg
Hesperirutin (hesperitin-7-rutindsido) 300 mg 300 mg

Los distintos glucésidos (es decir, delfidina y miricetina) a través de por distintos mecanismos, aumentan la
concentracion de DHA en la retina y en los fotorreceptores e inhiben los fotorreceptores apoptéticos provocados por
10 la luz (Laabich et al., 2007).

Ejemplo 5: Experimentos para determinar la actividad inhibidora del DHA y sus mecanismos de acuerdo con
PhA, ya sea in vivo (administracion oral) o in vitro:

15 A) Experimento A: Apoptosis de los fotorreceptores inducida por Paraquat
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Amplificacién de la sefial de tiramida (TSA)-FISH (PerkinElmer, Boston, MA, EE.UU.); anticuerpos secundarios,
anticuerpos monoclonales para Bax (sc-7480), Bcl-2 (sc-7382), rodopsina RET-P1 (sc-57433) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. - EE.UU.), PhA, &cido docosahexaenoico, dicloruro de Paraquat, (Sigma-Alldrich). Los
disolventes y reactivos tenian calidad HPLC y analitica.

Se prepararon cultivos purificados de neuronas de ratas albinas Wistar, de acuerdo con Politi et al., (1966) y se
trataron en un medio con poli-ornitina segin describe Adler-R (1982). A los cultivos de neuronas se le afiadieron en
el primer dia de cultivo concentraciones iguales de DHA (9 mM) con 7 concentraciones distintas de PhA (/ 5/ 20/
100/ 500/ 2500 y 12500 ug de PhA/g de aceite), encontradas habitualmente en los aceites ricos en DHA de origen
marino y 2 controles sin DHA, con y sin Paraquat. A los 3 dias de cultivo, se afiadié Paraquat, incubandolo durante
24 horas antes de la fijacion durante una hora con paraformaldehido en una solucién salina tamponada con fosfato
(NaCl al 0,9 % en NaH2PO4 0,01 M [pH 7,4]), seguido de 15 minutos con Triton X-100 (0,1 %). En la apoptosis, se
determind y cuantificé la expresion de Bax y Bcl-2 de acuerdo con el método de Rotstein-NP et al. (2003). Para los
estudios citoquimicos, se cuantificaron aleatoriamente 10 campos/muestra, donde los resultados representan la
media de 3 muestras/placa para cada concentracion de DHA con PhA.

La capacidad anti apoptética del DHA en los fotorreceptores se correlaciona de forma inversa con la concentracion
de PhA (Figura 1). Puede obtenerse la mayor actividad anti apoptética utilizando DHA en concentraciones de 0 y
4 ug/ml de PhA, donde no se detectan diferencias significativas. La actividad anti apoptética es notablemente mas
alta en los aceites con DHA con 0 y 4 ug/g de PhA que en los aceites con DHA con concentraciones de > 20 ug/g y
> 100 ug/g de PhA respectivamente, donde se reduce de forma significativa la actividad anti apoptética del DHA. A
concentraciones de PhA de 2500 mg/g, la actividad para inhibir la apoptosis de los fotorreceptores se neutraliza y a
concentraciones mas altas se induce la apoptosis de los fotorreceptores a pesar de la presencia del DHA. El indice
de Bcl-2/Bax, ademas de estar inversamente correlacionado con la apoptosis de los fotorreceptores y el estrés
oxidativo, indica que el DHA en concentraciones < 20 ug/g tiene significativamente menos estrés oxidativo que las
concentraciones > 100 ug/g.

B) Experimento B: Apoptosis de la retina inducida por MNU

Se utilizaron los mismos materiales y métodos de cuantificacién e inmunohistoquimicos que en el Experimento A.
Para inducir la apoptosis se utilizd N-nitroso-N-metilurea (MNU) (Sigma-Alldrich) en lugar de utilizar Paraquat. En
lugar de analizar los cultivos in vitro como en el Experimento A, se analizaron retinas de ratas albinas Wistar
sacrificadas. Para este fin, se seleccionaron 8 ratas S-D de 42 dias de edad y se alimentaron durante 4 semanas
con una dieta basal convencional. Se alimenté cada animal de un modo distinto: una rata estaba en una dieta de
control convencional, mientras que para las otras 7 ratas esta dieta se modific6 con DHA al 15 %, que tenia
concentraciones de PhA distintas como en el Experimento A: 0/4/20/100/500/2500/12500 pg de PhA/g de aceite.
Tras estas 4 semanas, se les inyectd una unica inyeccién intraperitoneal de MNU (75 mg/kg de peso corporal).
Todas las ratas estuvieron con la misma dieta durante 6 dias, sacrificandose al séptimo dia, tras 24 horas de ayuno,
cuando se llevo a cabo la extraccion de las retinas, siguiendo los procedimientos de fijacion e inmunohistoquimico
como en el Experimento A. Para los estudios citoquimicos se cuantificaron aleatoriamente 10 campos/muestra,
donde los resultados representan la media de 10 muestras/ojo.

Al igual que revelaron los resultados in vitro (Figura 1), la capacidad anti apoptética de los fotorreceptores del DHA
esta inversamente correlacionada con la concentracion de PhA. El comportamiento de la concentracion de PhA en
aceites con DHA in vitro también es comparable al observado in vivo (Figura 2). Se obtiene la mayor actividad anti
apoptotica en concentraciones entre 0 y 20 ug/g, donde no hay diferencias significativas pero, como era el caso con
los niveles in vitro de 20 pg/g de PhA, la proporcién de Bcl-2/Bax era significativamente mas baja entre ratas las
alimentadas con < 5 ng/g. No hay neutralizacién del efecto inhibidor de la apoptosis de DHA. Las ratas alimentadas
con DHA <5 ug/g no revelan modificaciones de la actividad anti apoptosis y los marcadores Bax y Bcl-2 con
respecto a DHA sin PhA afadido.

Estos dos ejemplos confirman in vivo e in vitro, que DHA sin PhA es mas eficaz y seguro en el tratamiento de
enfermedades degenerativas tales como RP, que muchas de las marcas de DHA comerciales con altos niveles de
PhA. Estos ejemplos describen mecanismos decisivos de acciéon del DHA en enfermedades descritas en toda esta
patente y como el PhA interfiere en su efecto. Esto estd en total acuerdo con las numerosas pruebas
epidemioldgicas y estudios moleculares y preclinicos sobre el efecto perjudicial del PhA y su efecto antagonista con
DHA. La actividad de DHA sin PhA en enfermedades neurodegenerativas, urogenitales, enfermedades
osteomusculares, enfermedades cardiovasculares y las aplicaciones descritas en la presente innovacioén, es mayor
que la de otros DHA comerciales debido al efecto antagonista de PhA, como se describe en la presente innovacion y
en particular en la actividad mitocondrial y anti apoptética observada en estos ejemplos.

Ejemplo 6. Uso de una composicion con alto contenido en DHA y sin de PhA para el estudio clinico de la
retinitis pigmentaria
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En el presente estudio se encuentran por primera vez una elevada frecuencia de varias alteraciones tales como:
alteraciones auditivas subclinicas, cardiovasculares graves (arritmias), préstata, hipertension, diabetes y tiroiditis en
pacientes de RP sin sindromes asociados.

A lo largo de las ultimas décadas, se ha encontrado que el acido docosahexaenoico (DHA) esta reducido en los
pacientes de RP, en donde el PhA esta aumentado en parte de ellos. Distintos estudios de intervencién con
animales sugieren beneficios del DHA en niveles controlados de PhA. El DHA es esencial para la supervivencia de
los fotorreceptores y para la fototransdruccion.

Para determinar si la ingesta de DHA con PhA < 5 ug/g a una dosis mas alla de la nutritiva, podria tratar la RP y qué
clase de ventajas clinicas podria tener, se llevd a cabo un ensayo clinico siguiendo un estudio de doble ciego
cruzado aleatorizado de intervencion. Se eligieron aleatoriamente 40 pacientes con RP, con una media de edad de
46 anos (17-70). Se emprendieron las siguientes pruebas: electrorretinograma, potenciales evocados visuales
(PEV), perimetria automatizada, agudeza visual (AV), audiometria, examen oftalmoldgico clinico y convencional,
analisis de sangre de hemostasis y acidos grasos. Se llevo a cabo un estudio de doble ciego cruzado aleatorizado
de intervencion con dos grupos (A y B) que se trataron con una dosis oral de 740 mg/dia (dos veces la dosis
nutritiva) de DHA bebible y con menos (<0,20 mg de PhA) durante 10 meses, cada uno con un control de los habitos
de estilo de vida. Tras la terminacién de esta primera fase del estudio, se cruzaron ambos grupos y se repitio la
misma intervencion de nuevo en una segunda fase.

Resultados: Antes de comenzar el estudio, el 61 % de los pacientes tenian PVE alto de forma andémala, con atrofia
macular. El 81 % de los ojos tenia un campo visual < 10° de los cuales el 35,5 % tenia una AV > 0,5 (20/40). Los
pacientes con ceguera legal de acuerdo con los valores de AV representaban el 25,8 %. Un 6,4 % tenia una AV <
20/200. La AV promedio era de 0,41 £ 0,22. En pacientes con RP el 48 % tienen una AV < 20/40, que aumenta hasta
el 62,5 % mas alla de los 60 afios con una AV promedio de 0,3910,21. Se produce una reduccion anual de la AV de
0,06. Un subgrupo de pacientes (n=8) mostré altos niveles de PhA y tenia una AV<0,2. Este subgrupo representaba
los unicos pacientes con RP en donde el tratamiento con DHA no dio como resultado una mejora en la AV. En los
pacientes restantes (n = 32), que tenian niveles normales de PhA, el tratamiento con DHA dio como resultado un
aumento significativo de AV de 0,055 y 0,119 en los grupos A y B. Todas las formas hereditarias de la RP
autosdmica dominante, simple, autosémica recesiva y esporadica, tenian un aumento en AV: 0,104, 0,091, 0,068 y
0,025 respectivamente. Los ojos con VA1<0,2, VA2=02-0,5, VA3>0,5 aumentaron de una manera proporcionar su
AV en 0,02, 0,08 y 0,13 respectivamente. En tales pacientes con niveles normales de PhA, se observaron también
cambios en el campo visual, aunque no hubo un aumento significativo de la sensibilidad foveal y parafoveal (5,3 %,
9,8 % respectivamente) en el grupo A; y (6,6 %, 11,3 % respectivamente) en el grupo B. En ambos grupos, los
niveles de colesterol HDL1 aumentaron en un 30 %.

Los pacientes con RP tienen una alta incidencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes e hipertiroidismo. No
se encontraron efectos adversos. La funcién visual parece estar mas relacionada con la edad de aparicién de los
sintomas que con la edad del paciente asi como con la concentracion de PhA. El tipo dominante tiene un mejor
pronostico que el recesivo. El subgrupo con altos niveles de PhA tiene un peor prondéstico y no muestra mejora en la
AV a continuacion del tratamiento con 740 mg/dia de DHA. En el subgrupo con niveles normales de PhA, el 76,5 %
de los pacientes mejoraron su AV, independientemente del patrén hereditario. El tratamiento no produjo mejoras en
el campo visual. Este ensayo piloto parece mostrar que el DHA podria ser util en el tratamiento de al menos la
funciéon de la vision central y para determinar a qué dosis podria evitarse la distrofia de retina en la RP, teniendo en
cuenta que un subgrupo de pacientes mostraba altos niveles de PhA.

Ejemplo 7. DHA farmacocinético y el efecto en la funcion visual periférica y central en la RP y tolerabilidad
de DHA a 2 dosis: 4 g/dia (60 mg/kg) y 8 g/dia (120 mg/kg) frente a placebo como tratamiento unico de la RP.

Un estudio aleatorizado, doble ciego controlado con placebo con un grupo paralelo, a 24 meses de tratamiento de
doble ciego.

Pacientes (n=18) con una edad promedio de 42 afios (24-68) de la Asociacion de RP (AARPE). De 21 pacientes
admitidos en el protocolo, se aleatorizaron 18 al doble ciego; sin embargo, se excluyeron 3 del andlisis de intencién
de tratar porque no se realiz6 la evaluacion de doble ciego o sus centros carecian de pacientes en todos los grupos
de tratamiento. Se evaluaron los acontecimientos adversos en los 18 pacientes. De estos, 18 pacientes completaron
el tratamiento. Se llevd a cabo un control de habitos y del DHA y PhA de la dieta. Se emprendieron las siguientes
pruebas: electrorretinograma, potenciales evocados visuales (PEV), perimetria automatizada, analisis toxicolégico e
inmunitario, hemostasia y acidos grasos y subproductos de oxidacion.

La variable de resultado principal (funcion visual central) era el cambio en la AV promedio que habia aumentado en
24 meses. En los grupos de DHA de 4 g (0,05) y 8 g (0,06), los valores de AV eran significativamente mayores que
para el grupo de placebo (-0,04) (P=0,03 y P<0,05, respectivamente); en la variable de resultado secundaria (funcién
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visual periférica), hubo un cambio en el campo visual que habia aumentado el 2 % y el 5 % en los grupos de DHA de
4 gy 8 g frente a una disminucién del 1,2 % en el grupo de placebo (P=0,15 y P=0,23, respectivamente), aunque no
significativo.

Los grupos de DHA mostraron una mejora electrofisioldgica (reduccion en la amplitud asi como reduccién de la
latencia de PEV). No estaban presentes diferencias clinicas significativas en el grupo de DHA. A continuacion del
tratamiento todos los pacientes tenian niveles normales de PhA, excepto por 1 paciente en cada grupo de DHA que
tenia niveles altos de PhA. Ninguno de los pacientes tenia problemas de tolerabilidad y no se observaron efectos
adversos en el grupo de placebo o DHA. No se observaron variaciones de PhA, excepto en los dos pacientes con
altos niveles que todavia tenian una reduccion del 52 % y el 48 % en el grupo de DHA de 4 g y 8 g respectivamente.
El DHA no produjo alteraciones significativas en los niveles de AA y otros acidos grasos omega-6, aumentando
significativamente la concentracion de EPA en los grupos de DHA. El aumento de DHA en tejidos diana es
proporcional a la dosis terapéutica, en donde se observd que los niveles de DHA eran 5,2, 7,3 veces superiores en
fosfolipidos en comparacion con los niveles basales. Se lograron concentraciones plasmaticas maximas entre 3 h'y
6 h tras la administracion oral con alimento de un contenido en grasas normal.

Por tanto, puede concluirse que la composicién del DHA de la invencion es eficaz para mejorar la funcién central
visual en la distrofia de retina, aunque debido al tamafio de la muestra y la duracion del ensayo, no pueden
descartarse beneficios en la funcién visual periférica de pacientes con RP. También puede concluirse que el DHA se
tolera bien como terapia para RP; la respuesta es claramente dependiente de la dosis.

Ejemplo 8. Determinar la eficacia y seguridad de la composicion de la invenciéon en distintas patologias
asociadas a distrofias hereditarias de la retina.

En el estado de la técnica, las distrofias de la retina incluyen un amplio grupo de enfermedades entre las que pueden
encontrarse las siguientes: retinitis pigmentaria autosémica dominante (AD), retinitis pigmentaria dominante recesiva
(AR), retinitis pigmentaria simple (SP), retinitis pigmentaria ligada al sexo (XL), enfermedad de Stargardt (ST),
coroidemia, Leber etc.

Para llevar a cabo el siguiente estudio se seleccionaron 171 pacientes, 76 hombres y 85 mujeres, con una edad
promedio de 45 afos (8-72) del Archivo de Afectado Pacientes de RP (AARPE). Se separaron los individuos en dos
grupos. El primer grupo de 97 individuos, 41 varones y 56 mujeres (14 AD, 26 AR, 44 SP, 1 XL, 7 ST, 1 Refsum,
1 Kearns, 3 Usher), se trataron con 4 g/dia de la composicion de la invenciéon. El segundo grupo de 74 individuos, 35
varones y 39 mujeres (9 AD, 24 AR, 34 SP, 4 ST, 1 Leber, 1 Usher, 1 XL), no recibieron tratamiento alguno. Los
parametros tenidos en cuenta para determinar la eficacia de la composicién de la presente invencién en la
evaluacion de la enfermedad fueron la agudeza visual (AV) y el campo de vision (CV). Tales parametros se midieron
alo largo de los 8 afios que durd el estudio, a razén de una vez al afio.

Se obtuvieron diferencias significativas en la AV y en el CV de los pacientes tratados del grupo 1, mientras que los
parametros del grupo de individuos no tratados permanecieron invariables o empeoraron, como corresponde a la
evolucion normal de la enfermedad. En el grupo tratado hubo una diferencia de agudeza visual tras dos afos,
mientras que el campo visual no mostré diferencias significativas hasta los 6 afios. La ingesta de 4 g/dia de DHA
mejora los parametros visuales en los pacientes de RP y enfermedad de Stargard.

Ejemplo 8.1 Coroideremia ligada a X

3 hermanos de 9, 13 y 16 afios de edad con coroideremia ligada a X mostraban alteraciones en el ERG, ceguera
nocturna, sin cambios en la AV y el mayor presentaba cambios en el campo visual pero con un CV >60 °C. Iniciaron
el tratamiento con 2 g/dia de DHA sin PhA. Tras 6 meses de tratamiento no habian normalizado los niveles de DHA
en los fosfolipidos de eritrocitos, ni habia variaciones en el ERG. Después, se aumenté la dosis a 4 g/dia durante 6
meses, apreciandose un aumento de los niveles de DHA de los fosfolipidos y cambios fotépicos en el ERG y una
mejora del CV del paciente de 16 afos.

Ejemplo 8.2 Enfermedad de Stargardt

6 pacientes con enfermedad de Stargadt de edades comprendidas entre 21 y 42 afios tomaron parte en un estudio
transversal (estudio 3 de RP) anteriormente descrito. Durante 8 afios, 4 de ellos no tomaron tratamiento con el
producto de la presente invencion (DHA), uno de ellos lo tomd durante 8 afios y otro tomé el DHA con el cofactor
descrito en la formulacién durante 3 afios de forma irregular. Todos los pacientes que no recibieron el tratamiento
tuvieron una pérdida progresiva de la AV siguiendo la evolucion natural de la enfermedad, manteniendo una
AV <20/200 en ambos ojos (AO). Los pacientes que tomaron DHA durante 8 afios conservaron la AV 2/10 en AO
durante tal periodo sin ninguna variacién. El paciente que tomé tratamiento con DHA y la formulacién durante 6
meses mejord la AV de 1/10 en AO a 3/10 en AO. Sin embargo, tras la suspension del tratamiento la AV empeord,
con una AV de 1/10 dos afios después de hacer recibido el tratamiento. El paciente retomoé el tratamiento hasta la

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2574 136 T3

actualidad (2,5 afios), aumentando la AV a 2/10.
Ejemplo 8.3 Retinosquisis hereditaria

A dos hermanos de 11 y 13 afios se les diagnosticé retinosquisis mostrando en el momento del diagnéstico una AV
de 4/10 en AO y 6/10 en AO, respectivamente. Comenzaron tomando de forma voluntaria 3 g/DHA de la presente
invencion durante 31 meses, conservando una AV de 5/10 y 8/10 al final del tratamiento.

Ejemplo 9. Uso de la composicion de la invencion para el tratamiento de distrofias de retina no asociadas
con trastornos genéticos

El DHA aumenta la resistencia neuronal en condiciones de isquemia, reduciendo la atrofia 6ptica en las neuropatias
y en la distrofia de la retina en vasculopatias. Ademas de los efectos antiapoptdsicos del DHA, tiene un efecto
inhibidor sobre las prostaglandinas F2. Los farmacos para el glaucoma y para controlar la presion intraocular (PIO)
son analogos al DHA, actuando como antagonistas de receptores de prostanoides vasoconstrictores (PGF2). Por lo
tanto, se ha probado el tratamiento en pacientes con retinopatia isquémica proliferativa, neoprostano, uropatia éptica
isquémica y desmielinizante, microangiopatia diabética, degeneracién macular relacionada con la edad tanto
himeda como seca, glaucoma y miopia magna. La descripcidon de cada caso es larga. Algunos hay que tipificarlos,
pero en todos los casos hubo una mejora de la funcién visual (medida de acuerdo con de AV y CV) y la maculopatia
en estudios de fondo de ojo, tomografia de coherencia dptica (OCT) y angiografia. En particular, en este grupo de
pacientes la combinacion del DHA con la formula descrita anteriormente se vuelve mas necesaria debido a las
graves alteraciones reoldgicas de la retina y la biodisponibilidad reducida del DHA en ella. Ademas, la patologia
vascular es la principal causa.

Ejemplo 9.1 Edema macular secundario en distrofias de retina (es decir, RP) o de origen isquémico: Edema
macular cistoide (sindrome de Irvine-Gass). Escotoma de Berlin.

A 6 pacientes con edades variando entre 33 y 75 afios se les diagnostico al menos 12 meses antes edema macular
quistoide y sindrome de Irvine-Gass (EMC) y se trataron a lo largo de 12 meses al menos con corticoides sistémicos,
triamcinolona e inhibidores de la anhidrasa carbonica (es decir, acetazolamida). Ninguno de ellos sufria de distrofia
de retina conocida. Estos pacientes, al menos 24 meses antes del edema macular quistoide, tenian una AV > 8/10.
Antes de recibir el tratamiento con 4 g/dia de DHA de la presente invencion, asociado con la formulacién descrita en
la invencion, la AV era de 1/10 y 3/10. La duracién del tratamiento fue de entre 3 y 12 meses.

Tras 3 meses de tratamiento, todos los pacientes aumentaron su AV. Al final del tratamiento, todos los pacientes
normalizaron sus AV, logrando una AV entre 9/10 y 10/10, que en un caso fue superior a la AV anterior a la aparicion
del edema macular quistoide, el cual se produjo tras la cirugia de cataratas.

3 pacientes a los que se les diagndstico RP sufrieron EMC. Se trataron con el mismo programa de tratamiento
descrito anteriormente. La AV era 1/10, 1/10 y 1,5/10 antes del tratamiento. Tras 6 meses los tres casos aumentaron
la AV hasta 3/10, 6/10 y 7/10. La AV antes de sufrir EMC era de 3/10, 5/10, 7/10.

Ejemplo 9.2. Pars planitis hemorragica

A una nifia de 8 afos y 32 kg de peso se le diagnosticé pars planitis hemorragica. 3 meses tras el diagndstico sin
cambios positivos en la evolucién clinica, se decide intervenir quirirgicamente. 10 dias antes de la intervencion
recibe el tratamiento con 3 g/dia de DHA de la presente invencién hasta 24 horas antes de la intervencion (9 dias).
En el estudio previo a la cirugia, la mejora clinica observada por el especialista retras6 la cirugia en 30 dias.
Después, la nifia tomé un tratamiento de 3 g/dia de DHA con niveles de PhA inferiores a 5 ug/g durante 30 dias,
observandose la remisién completa y la normalizacién de la funcién visual.

Ejemplo 10. Efecto suprafisiolégico de la composicion de la invencion en la funcién visual de pacientes
sanos

ElI DHA, en personas sanas, aumenta la fototransduccion y la regeneracion de la rodopsina. 32 individuos sanos sin
distrofia de retina entre 18 y 45 afios, sin alteraciones emétropes o hipermétropes, recibieron tratamiento con 4 g/dia
de DHA sin PhA durante 6 semanas y se estudiaron las AV antes y después del tratamiento.

Todos los individuos presentaban una AV al inicio del tratamiento de 10/10. Tras 6 meses todos tenian una AV

superior a la unidad (20/16). En dos casos habia un astigmatismo 0,0 en ambos ojos. En 9 personas la AV excedié
20/12. Todos aumentaron la adaptacion nocturna (adaptometria).
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También se ha detectado un aumento de la AV en individuos adultos con miopia sin alterar la graduacion 6ptica. En
individuos jovenes con miopia en desarrollo y en individuos con miopia magna, se produce un estacionamiento de la
miopia después de 10 afos de seguimiento.

Ejemplo 11. Uso de la composicion en la invencion para el tratamiento de la afeccion alérgica, la superficie
ocular y trastornos de ojo seco.

El efecto del DHA en la superficie ocular proporciona un efecto protector mecanico y nutritivo, proteccién quimica y
un efecto antiséptico. EI DHA ejerce un control neuroldégico, hormonal, inmunitario y antinflamatorio
(prostaglandinas). EI DHA desempefia un papel activo en la organizacion de la pelicula lipidica lagrimal, reduciendo
la evaporaciéon de la fase muco-acuosa, reduciendo la tension superficial de la interfase y como antibacteriano.
Inhibe la apoptosis y regula la secrecion de las células Goblet. Normaliza la secrecion lipidica y la viscosidad de las
glandulas de Meibomio. EI DHA actua en todos los tipos de enfermedades del ojo seco: alergias, hormonales
(androgénicas), infecciones y metabdlico-dietéticas en la composicién de los acidos grasos. EI DHA inhibe la
formacion de dihidroxitestosterona en las glandulas lagrimales, aumentando al mismo tiempo los niveles de
androgenos. Esto previene la apoptosis de las glandulas lagrimales, la necrosis e inflamacion. EI DHA ejerce un
control eficaz en la inflamacion cronica, alergia y edema corneal, dado que inhibe la sintesis de leucotrienos (76 %),
reduce el PAF plaquetario, la prostaglandina E2 (40 %), reduccion de la prostaglandina F2 (81 %) y controla el TNF,
interleucinas IL-6 e IL-1b.

A 50 pacientes entre 20 y 43 afos sin distrofia de retina y miopia < 9 dioptrias, se les proporcion6 una dosis de 4g/
dia de DHA como tratamiento pre-Lasik, un mes antes de operarse de miopia. Se llevé a cabo una paquimetria y se
observa antes de la cirugia un aumento promedio del 12,4 %. En algunos casos la paquimetria antes del tratamiento
y después de la cirugia era similar o ligeramente mayor.

Ejemplo 12. Tratamiento con la composicion de la invencién como un coadyuvante en neurologia y
psiquiatria

Ademas de la patologia genética con los trastornos neuroldgicos descritos anteriormente, el DHA es deficiente en
las enfermedades con trastornos de la alimentacion, teniendo un papel determinante en su evolucion clinica asi
como en la remision, tal como la anorexia y la bulimia, asi como en los trastornos mentales esquizotipicos,
trastornos de personalidad, trastornos de atencion primarios. A través de numerosos estudios observacionales y de
intervencion se ha observado que el DHA reduce la depresion, agresividad, déficit de atencion primario, aumenta la
memoria, mejora las capacidades de aprendizaje y reduce el riesgo de padecer Alzheimer. El DHA se acumula en el
cerebro y en el tejido neural, siendo la corteza cerebral el area del organismo donde mas se conserva. Su papel en
el aumento de la sinapsis, en la inhibicion de la apoptosis en afecciones isquémicas esta ampliamente estudiado.

Se ha estudiado un total 30 casos individuales para el tratamiento de la espasticidad con 4 g/dia, 8 g/dia, 15 g/dia de
DHA sin PhA en la esclerosis multiple y trastornos de la médula espinal: isquemia medular, tumor medular, mielitis
transversa, espondilosis cervical, paralisis cerebral o mielopatia degenerativa.

En todos los casos estudiados se obtuvo una reduccion significativa con remisiones de la espasticidad, de la rigidez
muscular, mejora de la movilidad y reduccion de los dolores debidos a espasticidad. Todos los pacientes tenian un
largo historial, seguimiento clinico y estaban tratados farmacoldgicamente (es decir, baclofen, interferén, etc.)
durante un periodo no inferior a 2 afos, presentando al inicio del tratamiento una mala situacion clinica de la
espasticidad y movilidad. Los resultados muestran que el tratamiento es dependiente de la dosis, es decir, los
pacientes que recibian dosis mas elevadas (15 g/dia) tenian una respuesta clinica mas rapida (antes de 7 dias),
movilidad aumentada y remision de la espasticidad de forma mas rapida o eficaz que los pacientes tratados con
dosis inferiores (4 g/dia). Las 3 dosis estudiadas dieron como resultado mejoras de la espasticidad.

Ejemplo 13. Tratamiento con la composicion de la invencién como coadyuvante en terapia oncoldgica:

El apoyo que ofrece el DHA sin acido fitanico como coadyuvante en oncologia es muy significativo, considerando
que el PhA es un factor de riesgo tumoral en los tumores con mayor prevalencia. EI PhA aumenta la actividad
tumoral, presenta interacciones farmacoldgicas y posiblemente una mayor mortalidad cardiovascular. Actualmente,
el DHA ya esta incluido como tratamiento antitumoral (es decir, cancer de prdstata con paclitaxel) debido a los
numerosos beneficios que brinda, tal como la inhibicion de la angiogénesis, la induccién de la apoptosis en
numerosas lineas tumorales, reduccién de las recidivas de lineas tumorales, etc. El DHA sin PhA es un cofactor en
oncologia dado que:

a) Inhibe la angiogénesis de forma muy eficaz a través de distintos mecanismos: control del metabolismo de las
prostaglandinas en los tumores e inhibidor potente del VEGF, reduccion de la intensidad de los dolores, mejora
del efecto antiinflamatorio de los antiinflamatorios y analgésicos, permitiendo dosis inferiores y reduciendo sus
efectos secundarios.
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b) Induce la apoptosis en numerosas células tumorales, aumentando la citotoxicidad de otros tratamientos
citostaticos y antitumorales a dosis inferiores. Reduccién de la citotoxicidad del tratamiento antitumoral,
aumentando su eficacia y permitiendo ciclos de tratamientos mas largos.

¢) Mientras induce la apoptosis en las lineas tumorales en adenocarcinoma de pulmon, prostata, colorrectal, etc.
también mejora la funcién de tejidos sanos en pulmones, corazon, prostata, etc. mejorando significativamente la
calidad de vida de los pacientes.

d) El DHA sin PhA reduce directamente la cardiotoxicidad, neurotoxicidad y la hepatotoxidad. También se le ha
relacionado con menor toxicidad hematopoyética o medular.

e) El DHA reduce la recidivas en las lineas tumorales con mayor prevalencia (cancer colorrectal, préstata, mama,
pulmoén, ovario, gastrico, esofagico, etc.)

El DHA sin PhA usado con retinoides son coadyuvantes en tratamientos de adenocarcinoma de pulmoén, en
particular debido a que la ausencia de PhA no induciria toxicidad afiadida a los retinoides. Los retinoides y el DHA
tienen actividad sinérgica en determinados canceres de pulmén, canceres mieloproliferativos y colorrectales, entre
otros. El DHA se ha establecido como un quimiopreventivo en pulmén (Serini et al., 2008), cancer de colon, etc. En
particular las estatinas también son un agente quimiopreventivo y también la presente invencion utiliza su
asociacion. En particular debido a que el PhA induce interaccion con las estatinas. El DHA y las estatinas tienen un
potencial efecto como tratamiento quimiopreventivo en numerosos y principales tumores, con un gran valor
epidemioldgico. Su valor epidemioldgico, todavia por valorar, conduce a pensar que en la actualidad son importantes
agentes en la reduccién del numero de casos, gravedad y pronostico, reduccion de la mestastasis, un aumento de
las posibilidades terapéuticas, retraso en la evolucion y en la prevencion de recidivas. En particular el DHA, dado
que no induce efectos secundarios o riesgo afiadido en la poblacién, tiene otros importantes efectos preventivos de
gran valor epidemiolégico con la edad (enfermedades que dan como resultado ceguera y demencia) y en particular
dado que es el Unico nutriente que deficitario en la poblacion general.

A modo de ejemplo ilustrativo, pero no limitante, se proporciona una descripcion del caso de un paciente con
adenocarcinoma de pulmoén con mas de 20 metastasis en pulmoén de menos de 1 cm, asi como en huesos e higado.
Los 2 afios de historial de tratamiento antitumoral antes de tomar un tratamiento de DHA sin PhA, mostré un
empeoramiento con un aumento en el numero de metastasis. Después del fracaso de los 3 primeros ciclos de
quimioterapia de rescate, se introdujeron 12 g/dia de DHA sin PhA en el 4° ciclo de quimioterapia de rescate. En el
siguiente control, a las 6 semanas, a través de TAC pélvico-abdominal se informa que hay una remision de las
lesiones. Se terminan los 7 ciclos de protocolo de rescate utilizando como adyuvante el compuesto de la presente
invencion. En los controles de los ultimos 3 aifos, la actividad antitumoral del paciente permanece en remision.

El uso de DHA sin PhA como coadyuvante para la terapia oncolégica mejora el cuadro clinico de los pacientes
durante un periodo mas prolongado y aumenta la estadistica de esperanza de vida.

Ejemplo 14. Uso de la composicion de la invencion en nefrologia y urologia

El tratamiento con DHA de la nefropatia asociada a IgA y en la nefropatia asociada a lupus eritematoso sistémico
(LES) esta descrita hace mas de una década. ElI DHA inhibe la apoptosis de la nefrona, reduce las lesiones renales
isquémicas y es una potente sustancia antiinflamatoria renal en las enfermedades inflamatorias renales (nefritis,
glomerulonefritis). EI DHA es un coadyuvante ideal para el tratamiento multifarmaco inmunosupresor en el trasplante
renal. Las células dendriticas, en el caso de tolerancia o rechazo, son las encargadas de presentar los antigenos y
“las que deciden si hay rechazo o tolerancia”. La modulacion de las células dendriticas por el DHA es bien conocida
en la prevencién del rechazo, del Alzheimer, de enfermedades autoinmunitarias, etc.

El DHA sin PhA reduce en particular el riesgo de infecciones de orina. Como resultado de su funcién de control
sobre las prostaglandinas, del efecto inhibidor sobre la sintesis de DHT y en particular por no contener PhA, que es
el mayor factor de riesgo para el cancer de préstata, hipertrofia prostatica benigna y alteraciones de la funcion
prostatica, es eficaz en particular en el tratamiento y la prevencion de la hipertrofia prostatica benigna y en la
prevencion de la disfuncion eréctil. A continuacion se describen 5 casos en los que se demuestra la eficacia frente a
distintas nefropatias del DHA sin PhA.

Ejemplo 14.1 Sindrome nefroético.

Nifio de 12 afios al que se le diagnosticé sindrome nefrético a los 5 afios, controlado con corticoides (15 mg/cada
dos dias). En varios intentos de suspension del tratamiento, el sindrome nefrético se manifestaba niveles graves
proteinuria antes de las 3 semanas. Se suspendio el tratamiento y se introdujo 4 g/dia de DHA sin PhA y se hizo un
seguimiento clinico. Tras 3 meses de tratamiento, no habia signos de proteinuria. Tras suspender el tratamiento
durante 3 semanas, aparecieron sintomas del sindrome nefrético, decidiéndose por lo tanto aplicar la composicion
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de la presente invencion durante otros 2 afios a una dosis de 4 g/dia, permaneciendo durante ese tiempo sin signos
de actividad nefrética.
Ejemplo 14.2 Insuficiencia renal asociada a hipertension maligna.

Paciente masculino de 38 afios, consumidor habitual de cocaina que padece un episodio de hipertension maligna.
Se controla la tension arterial y se elimina el consumo de estupefacientes. El paciente padece atrofia éptica en el ojo
izquierdo y neuritis optica en el ojo derecho, con una agudeza visual de 4/10 e insuficiencia renal con un valor de
creatinina de 6,9 mg/dl. Después de 6 meses de seguimiento en el que hay un aumento de la creatinina desde
4,5 mg/dl hasta 6,9 mg/dl, se decide iniciar la didlisis. Antes de iniciar la didlisis, se introduce el tratamiento con
8 g/dia de DHA sin PhA. Dos semanas tras iniciar el tratamiento, el valor de creatinina se redujo hasta 4,8 mg/dl y se
decide posponer la didlisis. Tras 6 meses de tratamiento con la misma pauta de DHA sin PhA, los niveles de
creatinina eran de 1,8 mg/dl y la agudeza visual del ojo derecho de 10/10.

Ejemplo 14.3 Insuficiencia renal cronica asociada a nefritis lupica.

Mujer de 24 afios con antecedentes de nefritis lUpica desde los 9 afios y con tratamiento permanente con corticoides
y 6 tratamientos completos de aproximadamente 6 meses con miofenolato y ciclofosfamida a lo largo de 18 afios. Se
inicia tratamiento con 8 g/dia de DHA sin PhA cuando la creatinina era de 4,6 mg/dl. Tras 30 dias, el valor de
creatinina se redujo hasta 3,1 mg/dl. En el seguimiento de un afo, los niveles de creatinina se redujeron hasta
1,3 mg/dl. Después se toma de tratamiento durante los siguientes dos afios, permaneciendo estables los valores de
creatinina. Se suspende el tratamiento y tras 90 dias se observa una creatinina de 3,4 mg/dl, por lo que se decide
restablecer el tratamiento con 8 mg/dia de DHA sin PhA asociado de forma permanente a 1 mg de prednisolona.

Ejemplo 14.4: Trasplante renal en paciente con nefritis lapica.

Paciente de 33 afos de edad mujer que tuvo un trasplante renal 6 afios antes, con tratamiento estable con un valor
de creatinina de 1,8 mg/dl, siguiendo tratamiento de mantenimiento con micofenolato (1 g/dia) y Prograf (7 mg/dia),
que padece un rechazo diagnosticado a través de biopsia renal y con un aumento de la creatinina hasta 2,9 mg/dI.
Se aumenta el tratamiento de Prograf y se introduce tratamiento con corticoterapia durante 6 meses, sin resultados
en la biopsia y con un valor de creatinina promedio de 2,4 mg/dl. Se introduce el tratamiento con 12 g/dia de DHA
sin PhA, verificando tras 7 dias una reduccion de la creatinina hasta 1,7 mg/dl y reduciendo los niveles de creatinina
hasta un minimo de 0,9 mg/dl y un promedio de 1,1 mg/dl durante un afio. Se lleva a cabo una biopsia renal que es
negativa a rechazo y se introduce un tratamiento de mantenimiento con Prograf (7 mg/dia), micofenolato
(500 mg/dia) y 4 g/dia de DHA sin PhA. En el seguimiento de los siguientes 4 afios se mantienen los niveles de
creatinina a un valor promedio de 1,17 mg/dl, sin evidencias de alteracion de la funcién renal.

Ejemplo 14.5: Trasplante renal no asociado a enfermedad sistémica.

Paciente de 70 afios mujer, sometida a trasplante de rifién a los 62 afos. Dos afios después del trasplante padece
dos episodios de rechazo con valores de creatinina entre 2,1 y 2,5 mg/dl. Se trata con corticoterapia. Durante los 4
afos posteriores, el valor de la creatinina se estabiliza en 1,3 mg/dl. El 6° afio desde el trasplante, inicia la toma de
DHA libre de PhA a una dosis de 4 g/dia, mostrando durante ese periodo valores de creatinina entre 1,1y 1,2 mg/dl.
Tras dos afios tomando este tratamiento de forma regular, se observa en los 6 meses posteriores una reduccién en
los niveles de creatinina de entre 0,97 y 1 mg/dl. El equipo médico determina que la paciente no muestra sintomas
rechazo al 6rgano trasplantado.

Ejemplo 15. Uso de la composicion de DHA sin PhA en enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
inflamatorias crénicas y osteoesqueléticas.

El papel del DHA en las inflamaciones crénicas es ampliamente conocido y se ha descrito brevemente a lo largo de
las distintas secciones de las aplicaciones. Pero el papel mas destacado en estos problemas es la regulacion de las
células dendriticas. En este sentido, el producto de la presente invencion es un coadyuvante que reduce la dosis y el
tiempo de uso de los inmunosupresores de manera significativa, estudiado en particular en la presente invencion
para el LES, la artritis reumatoide, artritis juvenil, artritis psoriasica y gotosa ; y distrofia muscular. También se
conoce bastante bien el papel del producto de la presente invencién en la prevencién y en el tratamiento de la
artrosis y la osteoporosis.

En una paciente de 26 afios con diagndstico de LES y con antecedentes de LES y esclerodermia sistémica con 8
afos de seguimiento y tratamiento con 4 g/dia de DHA de la presente invencion, los signos clinicos desaparecieron
incluyendo la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA).

Ejemplo 16. Uso de la composicion de DHA sin PhA en dermatologia: alopecia androgénica, acné rosacea y
acné vulgaris, dermatitis atopica, ictiosis, eritrodermia, esclerodermia, lupus discoide, dermatomiositis,
psoriasis.
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En la alopecia androgénica (masculina y femenina) estd aumentada la actividad de la enzima 5-alfa reductasa,
responsable de la produccion de dihidroxitestosterona (DHT) a partir de testosterona. Un aumento de la DHT da
como resultado la caida del pelo. EI DHA es un inhibidor de la enzima “5-alfa reductasa” tipo 1 y 2, preservando la
actividad androgénica (testosterona). Para inhibir esta enzima se necesita una dosis minima de 2 g/dia de DHA sin
PhA, siendo la dosis 6ptima 4 g/dia; pueden observarse cambios en la caida de pelo e inflamacion del cuero
cabelludo en el plazo de 4 semanas de tratamiento. La supresion de la expresion deberia ser continua para evitar la
alopecia, pudiendo usarse dosis de mantenimiento menores (1-4 g/dia). Este tratamiento tiene la ventaja frente a
otros inhibidores (es decir, finasterida) de no reducir los niveles de testosterona necesarios para la salud general y la
funciéon de la superficie ocular, prostata, tejido muscular y neural; siendo también util para el tratamiento de la
hipertrofia prostatica benigna.

36 varones entre 18 afios y 44 afios y 4 mujeres con alopecia androgénica tomaron durante 5 afios un tratamiento
de 4 g/dia de DHA sin PhA. Se estabiliz6 la caida del pelo en el plazo de 4 semanas en un 92,4 % y un 95 % a las 6
semanas. En varones la densidad capilar aumenté el 52,8 % y el 75 % en mujeres. Se llevé a cabo un seguimiento
durante 2 afios, durante los cuales no hubo signos de alopecia.

En los casos de dermatitis atopica, psoriasis y alopecia areata, el importante efecto antinflamatorio del DHA, debido
a su control del ciclo celular y sobre el sistema inmunitario (citocinas, células dendriticas, etc.) esta detras de su
efecto preventivo y su uso como coadyuvante en estas afecciones.

Uno de los elementos que contribuyen a los problemas de acné es una mayor aumentada de DHT a partir de la
testosterona a través de la enzima 5-alfa reductasa. Por lo tanto, la ingesta de DHA, a base del mismo mecanismo
explicado anteriormente para la alopecia, contribuye a mejorar el acné. El tratamiento con DHA sin PhA, en su uso
oral y su uso topico sobre la piel, es muy eficaz en el tratamiento del acné debido a sus propiedades antibacterianas
y antiinflamatorias, asi como a su capacidad para normalizar la secrecién de liquido de las glandulas sebaceas de la
piel que esta controlada por andrdgenos, los principales agentes implicados en el acné. Por lo tanto, el uso topico
sobre la piel de 200 mg/cm2 durante 20 minutos de 2-5 veces a la semana es particularmente eficaz frente al acné
quistico.

Un caso de una mujer de 23 afios con un historial de acné quistico complicado y permanente durante 7 afios,
resistente a tratamientos con antibidticos y acido cis-retinoico. Se la traté con 4 g/dia de DHA sin PhA y dos sesiones
a la semana en donde el mismo aceite desodorizado y saborizado con aceite de limén se aplicé de forma directa
sobre la piel durante 20 minutos, tras lo cual se retir6. Se detectaron signos de remision dentro de la primera
semana y tras las 8 semanas solo habia un acné residual. Se mantuvo el tratamiento oral durante 9 meses hasta la
remision total del acné y que no pudiera detectarse nueva actividad de acné durante al menos un afo de
seguimiento.

Cada vez se sabe mas sobre el papel del DHA como tratamiento en las alteraciones del sistema inmunitario. En
particular, en la dermatitis atdpica se han llevado a cabo ensayos clinicos en donde los acidos grasos, tales como el
DHA, reducen la respuesta inmunitaria a través de las citocinas (IL-5, IL-13, IL-10 e IFN-gamma) en respuesta a
todos los alérgenos, reduciendo la actividad de la dermatitis atépica. En particular, la dermatitis atopica y las
aeroalergias estan asociadas con la IL-10, en donde el DHA es particularmente eficaz en la reduccién de la IL-10 y
de la reaccion alérgica (Dunstan et al. 2003 y 2005).

El DHA de la presente invencion muestra una menor actividad alérgica dado que es posible obtener un DHA sin PhA
a partir de fuentes distintas al pescado (casos de alergia) y de alta pureza, desodorizado y altamente reducido en
péptidos y derivados.

En particular, la composiciéon de la invencidon es aconsejable para el tratamiento de la ictiosis (es decir, ictiosis
arlequin, vulgaris, eritrodermia ictiosiforme congénita), dado que el producto esta libre de PhA, un inductor de la
ictiosis, y al efecto antiinfeccioso, inmunomodulador y antiapoptosis del DHA, presentando también algunos tipos de
ictiosis manifestaciones oculares en la superficie del ojo y la cérnea.

Ejemplo 17: Uso de la composicion de DHA sin PhA en neumologia y asma

En los tejidos diana en donde el DHA se concentra especialmente o en los tejidos en donde hay una elevada
actividad mitocondrial, el DHA aumenta la actividad funcional de tales tejidos (es decir, fotorreceptores, neuronas,
alveolos pulmonares, células de Purkinje, nefronas, células dendriticas, miocitos lisos y estriados, hepatocitos,
espermatozoides, 6vulos). Mientras que el DHA mejora la funcién de tales tipos celulares, el PhA reduce su actividad
y funcién normal a través de la reduccion de su actividad mitocondrial.

En este sentido, se sabe que el DHA reduce la respuesta inmunitaria de hipersensibilidad a aeroalérgenos que es
responsable no solo de la dermatitis atopica sino también de enfermedades de las vias respiratorias inferiores y
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asma. Ademas, el DHA tiene un efecto particular en la prevencién de enfermedades infecciosas a través la actividad
sobre células dendriticas, reduciendo las infecciones y el asma bronquial. Asi como el DHA mejora la funcién de las
células dendriticas (actividad antiviral, bactericida, evitar rechazos, antitumoral), también mejora la funcién
respiratoria, siendo particularmente eficaz en el asma y en enfermedades respiratorias cronicas (EPOC). El
tratamiento con DHA mejora la capacidad ventilatoria en enfermedades respiratorias crénicas y en el asma
(Kompauer et al., 2008).

Por lo tanto, el uso de la composicion de la invencién para el tratamiento de la fibrosis quistica es muy
recomendado, dado que esta patologia tiene una deficiencia en DHA asi como infecciones crénicas frecuentes.
Puesto que la composicion de la invencion es sin PhA, esto resulta en una actividad antiinfecciosa mas fuerte. El
DHA tiene funciones especificas en los distintos tipos celulares descritos en la presente invencion. Sin embargo, la
modulacion de las células dendriticas mediante DHA es el mecanismo de accién comun mas relevante de los
tratamientos con DHA como coadyuvante y como medida preventiva en patologias humanas, en particular sin PhA,
dado que este ultimo modifica la funcién de las células dendriticas y aumenta la sensibilidad a infecciones.

Ejemplo 18: Uso de la composicion de DHA sin PhA en el aparato digestivo y la enfermedad inflamatoria
intestinal (EIl)

El efecto terapéutico del DHA en la regulacion de las prostaglandinas, citocinas y en la homeostasis como
fibrinolitico y antiagregante plaquetario en las enfermedades inflamatorias intestinales crénicas (Ell) han sido
probablemente las primeras aplicaciones conocidas en la bibliografia médica. EI DHA ofrece la ventaja sobre otros
PUFA que aumenta la actividad de las prostaglandinas de la serie 3 a partir de la sintesis de EPA, en particular a
dosis altas de DHA (>4 g/dia), inhibe también las prostaglandinas de la serie 2 y tiene una actividad propia a partir
de sus propios derivados, los docosanoides. El DHA también controla la actividad secretora de las células de Globet
intestinales y de enterocitos. En estas enfermedades, es necesario un tratamiento preventivo durante largos
periodos. En este sentido el tratamiento con DHA es muy adecuado, dado que éste no reduce la sintesis de otros
acidos grasos esenciales tales como el acido gamma-linolénico (omega 6), necesario para la sintesis de la mayoria
de prostaglandinas antiinflamatorias de la serie 1, en donde otros acidos grasos omega 3 tales como EPA inhiben su
sintesis.

El DHA sin PhA muestra una actividad antiinfecciosa aumentada: frente a bacterias, virus, hongos y parasitos, que
se aprecia en particular a dosis mas alla de 4 g/dia. Muchas enfermedades inflamatorias intestinales estan
asociadas con infecciones cronicas (es decir, H. pylori, Clostrodium sp., etc.). En la presente invencion se han
llevado a cabo estudios con colitis ulcerosa del adulto e infantil, colitis pseudomembranosa, enfermedad de Crohn,
colitis colagenosa, sindrome de intestino irritable, gastritis y esofagitis.

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron dosis orales de DHA de 4 g/dia de DHA sin PhA y dosis superiores
hasta 8 g/dia para el tratamiento de los casos agudos. Su uso rectal (en particular en las rectitis) combinado con
dosis bajas de corticoides (es decir 5-10 mg/dia) da como resultado el tratamiento eficaz de las Ell.

Mujer de 32 afios con colitis ulcerosa, con un historial de 6 afios de enfermedad sin remisioén, que se traté durante 6
afos con corticoterapia sistémica y propuesta para cirugia. Se la traté con 12 g/dia de DHA sin PhA durante 8
semanas junto con corticoides, comenzando con 10 mg de dacortin y una reduccién hasta 2,5 mg/15 dias. Dentro de
las primeras 48 horas de tratamiento hubo una reduccién significativa del sangrado y del dolor abdominal y a los 20
dias hubo una remisiéon completa del sangrado. Tras 8 semanas se llevé a cabo una biopsia en donde se observé
una reduccion significativa de la actividad inflamatoria. Ya sin tratamiento con corticoterapia se redujo la dosis inicial
de 12 g/dia en 1 g de DHA a la semana durante las 8 semanas posteriores, hasta alcanzar una dosis de
mantenimiento de 4 g/dia, que se mantuvo durante 2 afios durante los cuales la colitis ulcerosa permanecié inactiva.

El uso del DHA como coadyuvante en el tratamiento de la Ell con corticoides y estatinas permite reducir la dosis de
las Ultimas y sus efectos secundarios como la lipodistrofia. EI DHA sin PhA no interacciona con las estatinas,
ademas, reduce particularmente el riesgo de rabdomidlisis y la hepatopatia asociada a las simvastatinas, reduciendo
por lo tanto la necesidad de emplear estatinas, los que estan contraindicadas en la lipodistrofia asociada a
tratamientos retrovirales. El DHA reduce la hipertrigliceridemia y mejora el perfil lipoproteico, sin reducir la fraccion
de colesterol LDL, salvo a dosis muy elevadas (>8 g/dia) o cuando se combina con el deporte (Yates-A et al., 2009).
Una alternativa al uso de dosis elevadas de DHA (superiores a 8 g/dia) podria ser el uso de 1-4 g/dia 0 mas, junto
con una dosis baja de estatinas (es decir, 5 mg de simvastatina), siendo una dosis eficaz para el tratamiento de la
lipodistrofia (es decir, tratamientos con antirretrovirales y corticoides).

El tratamiento de 7 pacientes con una dosis de 4 g/dia de DHA sin PhA y corticoides durante mas de 3 meses,
redujo la formacién de lipodistrofia habitual.

Ejemplo 19: Uso de la composicion de DHA sin PhA en medicina del deporte:

Existe un creciente interés en el papel del DHA en la medicina del deporte, puesto que éste mejora el perfil
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lipoproteico, reduce el colesterol, juega su papel en el control de las células de Purkinje en la regulacién de la
frecuencia cardiaca y mejora la funcién ventilatoria y el metabolismo aerébico en los miocitos. Los estudios llevados
a cabo con el DHA en deportistas profesionales, muestran que es el acido graso con mas actividad hipolipemiante y
que mejora la capacidad aerobica, de acuerdo con las investigaciones sobre el papel del DHA en la fisiologia y
fisiopatologia. EI DHA tomado de forma crénica en dosificaciones bajas (0,5 g/dia) y en forma de un lipido
estructurado, puede ser un complemento importante en la reposicion de la homeostasis durante el esfuerzo fisico
moderado e incluso intenso (Lopez-Roman et al., 2008).

La base de estos estudios esta en relacién a mecanismos de accién donde el PhA es un antagonista particular
descrito en la presente invencion. Asi, desde un punto de vista tedrico, se espera que el DHA de la presente
invencion tenga una mayor actividad en la fisiologia del deporte. Como se describe en la invencion, el PhA tiene una
potente toxicidad y provoca dafios irreversibles en la cadena de transporte de electrones mitocondrial, produciendo
una grave reduccion de la fosforilacién oxidativa, siendo un punto critico en el rendimiento deportivo y el
metabolismo aerobio, muscular y cardiovascular en la medicina del deporte. El PhA esta asociado con retraso de
conduccién y muerte subita cardiaca (Ménning et al., 2004)

Ejemplo 20: Uso de la composicion de DHA sin PhA en patologias de la tiroides

En la actualidad, existe un aumento significativo de casos de tiroiditis, la cual induce hipertiroidismo e hipotiroidismo
con presencia de anticuerpos anti tiroides en la poblacién eutiroidea con y sin sintomas. En la presente invencién se
ha descrito en pacientes de RP una relacion entre la presencia de anticuerpos anti TPO (anticuerpos anti peroxidasa
de la tiroides) y un déficit de DHA. Esta relaciéon también se determind en pacientes de RP con patologia tiroidea y
presencia de niveles andmalos de anticuerpos anti tiroide. EL DHA mejora problemas de obesidad en casos de
hipotiroidismo, es cardioprotector y mejora el perfil lipoproteico de los pacientes con enfermedad tiroidea.

Se establecio el tratamiento con 4 g/dia de DHA sin PhA en 11 pacientes asintomaticos con tratamiento hipertiroideo
e hipotiroideo (segun el caso, es decir Tirodril y Tiroxina) entre 17 y 49 afos, con deficiencia y sin deficiencia de
DHA y niveles anémalos de anticuerpos anti tiroides. Tras 6 de meses de tratamiento todos los pacientes mostraron
una reduccion significativa de los anticuerpos anti tiroides y una reduccion significativa de los sintomas de ritmo
cardiaco, en pacientes hipertiroideos asi como en pacientes hipotiroideos (inducidos por yodo radiactivo), debidos al
tratamiento con tiroxina.

Ejemplo 21: Uso de la composicion de DHA sin PhA en enfermedades cardiovasculares

Mientras que el DHA tiene un efecto como cofactor en la prevencion de factores de riesgo cardiovascular, diabetes,
etc., no ha probado tener un efecto clinico significativo en el tratamiento de estos signos. Sin embargo, ha reducido
la mortalidad y la morbilidad de los pacientes con enfermedades cardiovasculares. EI DHA reduce el efecto
aterosclerdtico asociados con tales factores de riesgo. En particular en la diabetes debido a su efecto
antiangiogénico y factor neurotréfico en la retina (retinopatia diabética) y neuroprotector (neuropatia diabética).

La composicion de la presente invencién tiene un potente efecto antiarritmico, en particular porque esta libre de PhA,
puesto que el PhA induce retraso de la conducciéon y muerte subita cardiaca, siendo mas eficaz que el DHA
comercial en varios tipos de arritmia. EI compuesto de la invencion, DHA sin PhA, es util en la prevencion de
arritmias y de trombosis, asi como en el tratamiento de algunas patologias vasculares tales como el sindrome de
Raynaud y para el tratamiento de la hipertrigliceridemia. Ademas, el DHA reduce el nimero de muertes debidas a la
insuficiencia cardiaca asociada a patologias ateroscleréticas, hiperglucemia, arterosclerosis asociada a hipertensién,
diabetes y otros factores metabolicos e infecciosos relacionados con arteriosclerosis tales como altos niveles de
homocisteina y aproproteina (a). Redujo particularmente los niveles de apo (a) en 2 pacientes con altos niveles (>
30 mg/dl) que tenian arteriosclerosis cerebrovascular y alteraciones neuroldgicas de origen isquémico. El tratamiento
con 4 g/dia redujo en un 50 % los niveles de apo (a) y normalizé la funcion cognitiva asociada a los infartos
cerebrales recurrentes que padecian.

Ejemplo 22: Uso de la composicion de DHA sin en enfermedades parasitarias e infecciosas

El principal mecanismo de accion del DHA como agente antiparasitario y antiinfeccioso (parasitos, bacterias, virus y
hongos) esta relacionado con su potente efecto antiinflamatorio (Tiesset et al., 2009) mediado por citocinas,
fagocitosis de leucocitos, como se describid anteriormente en la presente innovacién. El PhA reduce la actividad de
GTPasas de la subfamilia Rho en células epiteliales y membranas mucosas, que favorecen infecciones bacterianas,
fungicas y parasitarias, un mecanismo que usan numerosas toxinas bacterianas como su principal mecanismo
infeccioso (Pseudominas, Clostridium, etc.) (Engel y Balachandran, 2009; Genth et al., 2006). EI PhA también
interacciona con antimitéticos. Por lo tanto, la actividad del PhA es antagdnica a la del DHA, muy especifica en
infecciones, y, por lo tanto, el DHA sin PhA es mas eficaz para combatir infecciones.

De modo opuesto al PhA, el DHA reduce las infecciones bacterianas tales como las de Pseudomonas aeruginosa en
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infecciones pulmonares mediadas por la respuesta inflamatoria (Tiesset et al., 2009) e infecciones fungicas (Bajpal
et al., 2009) mediadas por docosanoides especificos de DHA (Haas-Stapleton et al., 2007). En infecciones
bacterianas por Helicobacter pylori, el DHA ha probado ser, a través de estudios in vivo usando el método de Kirby
Bauer, una sustancia bactericida activa (Drago et al., 1999). Estudios in vitro e in vivo determinan la capacidad
antiinfecciosa (virus, hongos y bacterias) y antiparasitaria del DHA. EI DHA esta gravemente reducido en infecciones
por Plasmodium falciparum (Hsiao et al., 1991), y se sabe que reducciones adicionales (25 %) estan asociadas con
degeneracion de la retina, demencia y un aumento de la aterosclerosis asociado a otros factores de riesgo. También
se han asociado infecciones virales (rubéola) con altos niveles de acido fitanico (Pike et al., 1990).

El DHA sin PhA puede utilizarse como un compuesto preventivo y potenciador de los efectos de los antibidticos,
reduciendo los casos de infecciones y reinfecciones, en particular en infecciones virales y fungicas. De esta manera
se reduce el uso de antibidticos, mejorando su actividad epidemiolégica y evitando infecciones virales y fungicas
secundarias al consumo de antibidticos. El efecto antiinfeccioso del producto de la presente invencion reduce las
complicaciones y la evoluciéon de infecciones de gran relevancia extrainfecciosa y epidemioldgica, tales como la
patologia digestiva asociada a H. pylori y la caries.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtenciéon de una composicion rica en acidos grasos omega 3 a partir de un aceite de
origen marino, con un contenido de acido fitanico (PhA) de menos de 90 ug/g en el que tal procedimiento incluye las
siguientes etapas:

a) un aceite de origen marino se saponifica para obtener sales de acidos grasos.

b) las sales de acido graso de la etapa a) se acidifican para obtener aceite acidificado.

c) el aceite acidificado de la etapa b) se somete a ultracentrifugacion en un gradiente de glicerol a una
temperatura de 10 °C en vacio a 27 Pa.

d) el gradiente de glicerol de la etapa c) se somete a cristalizacién en un intervalo de temperatura entre 0 y -
57 °C, obteniendo una fase sdlida y una fase liquida, en donde la fase soélida contiene acidos grasos saturados,
acidos grasos monoinsaturados y PhA y la fase liquida contiene acidos grasos omega 3 poliinsaturados con un
contenido de PhA por debajo de 90 pg/g

e) la fase liquida de la etapa d) se separa de la fase sélida para su recuperacion a través de decantacion.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el que adicionalmente, incluye una etapa adicional en la cual
los acidos grasos omega 3 se esterifican para la obtencion de triglicéridos omega 3 con un contenido de PhA por
debajo de 90 ng/g.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en la que la saponificacion de la etapa a) se lleva a cabo con
KOH, agua y etanol, agitando la mezcla a una temperatura de 40 °C a 300 rpm durante 1 hora en una atmodsfera
inerte.

4. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 en el que la etapa de acidificaciéon b) se lleva a cabo
mezclando las sales de acidos grasos obtenidas en la etapa a), con acido acético al 70 % en una atmésfera inerte a
200 rpm.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en el que la ultracentrifugacion de la etapa de c) es isopicnica y
se lleva a cabo a 100000 g durante 42 horas.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en el que la ultracentrifugacion de la etapa c) es en un gradiente
de densidad sin equilibrio y se lleva a cabo a 100000 g durante 24 horas.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que la etapa de cristalizacion d) se lleva a cabo a 0 °C.
8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que la etapa de cristalizacion d) se lleva a cabo a -30 °C.
9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que la etapa de cristalizacion d) se lleva a cabo a -30 °C.

10. Composicion caracterizada por comprender acidos grasos omega 3 en un intervalo del 65 % al 99 % en peso y
un contenido en PhA por debajo de 90 pg/g.

11. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 10 en la que el contenido de PhA esta por debajo de 5 ug/g.

12. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10-11, en la que el intervalo de acidos grasos omega 3 es del
75 % al 99 % en peso.

13. Composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 12, en la que el intervalo de acidos grasos omega 3 es del 90-
99 % en peso.

14. Composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en la que los acidos grasos omega 3
comprenden acido docosahexaenoico (DHA) en un intervalo entre el 65 % y el 95 % en peso.

15. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el intervalo de DHA es del 75 % al 95 % en peso.
16. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que el intervalo de DHA es del 80-95 % en peso.

17. Composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-16 en la que los acidos grasos omega 3
adicionalmente incluyen acido eicosapentaenoico (EPA) en un intervalo del 5 al 35 % peso.

18. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 11 en la que el contenido total de acido graso es el 91,75 % en
peso, del que el 80,65 % son DHA, el 13,38 % son EPA, el 5,07 % son otros acidos grasos omega 3, el 0,69 % son
otros acidos grasos poliinsaturados, el 0,08 % son otros acidos grasos saturados y el 0,08 % son acidos grasos
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monoinsaturados.

19. Composicidon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-18 que comprende adicionalmente
excipientes y/o adyuvantes destinados al uso farmacéutico y alimentario.

20. Complemento nutricional que comprende las composiciones de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 10-19 en la forma de una bebida, geles blandos o duros, emulsién acuosa o polvo.

21. Producto alimenticio que comprende la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-
19 en la forma de una bebida, geles blandos o duros, emulsién acuosa o polvo.

22. Una composicion farmacéutica que comprende una composicion rica en acidos grasos omega 3 de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 19 y un diluyente o transportador farmacéutico.

23. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
afeccion alérgica en el ojo, la superficie ocular y/o el ojo seco.

24. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 23 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en blefaritis, blefaroconjuntivitis, conjuntivitis, queratitis, queratoconjuntivitis seca, enfermedades de la
cornea, tratamiento frente al rechazo del trasplante de cornea, aumento de la densidad celular promedio de la
cérnea a través de paquimetria antes y después de cirugia Lasik.

25. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades degenerativas de la retina no asociadas con distrofias genéticas.

26. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 25 en la que la enfermedad se selecciona en el grupo
que consiste en degeneracidon macular asociada con la edad humeda y seca, retinopatia asociada con diabetes,
glaucoma, alteraciones de la presion intraocular, retinopatia asociada con miopia, desprendimiento de retina,
desprendimiento de retina regmatégeno en ojos miopes después de LASIK, edema macular secundario de origen
isquémico, Edema macular quistoide, Sindrome de Irvine-Gass, Escotoma de Berlin, Coroidosis, coriorretinitis,
Neurorretinitis  Sifilitica, Rubeola, Citomegalovirus, Melanoma maligno de coroides, venenos de mercurio
(enfermedad de Minamata, Acrodinia, sindrome de Hunter-Russell), Vasculitis de retina (enfermedad de Eales), o
retinosquisis traumatica hemorragica.

27. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
distrofias de la retina hereditarias que no son retinitis pigmentaria.

28. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 27 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en enfermedad de Stargardt, amaurosis congénita de Leber, Coroideremia ligada a X, retinosquisis
ligada a X, distrofia vitreorretiniana de Goldman-Favre, distrofia vitreorretiniana de Wagner y sindrome de Stickler,
Pars Planitis Familiar.

29. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
Retinitis pigmentaria (RP).

30. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
sindromes relacionados con la Retinitis Pigmentaria.

31. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 30 en la que en la enfermedad se selecciona del
grupo que consiste, en RP no sindromica como resultado de mutaciones especificas y/o insuficiencia en la sintesis
hepatica o transporte de DHA o como consecuencia de estrés metabdlico, tipos Mendelianos de RP no sistémica
tipica, RP no sistémica sectorial, RP no sistémica bilateral, RP no sistémica unilateral, RP no sistémica bilateral, RP
no sistémica inversa, RP autosdmica dominante, RP autosémica recesiva, RP ligada a X, RP simple o esporadica,
RP vitreorretiniana, RP puntacta albescens, RP sin pigmento, atrofia de coroides, atrofia girata de coroides y/o de
retina, RP con distrofia de conos y bastones, sindrome de Usher tipo |, sindrome de Usher tipo Il, sindrome de Usher
tipo lll, sindrome de Usher tipo IV, RP iatrogénica tal como NP 207, Tioridazina, cloroquina, hidroxicloroquina y
clorpromazina, Sindromes genéticos con defectos peroxisémicos con RP y/o deficiencias en el DHA y aumentos en
PhA y PA que presentan alteraciones neurolégicas, cardiovasculares, osteomusculares y/o dermatolégicas
variables, sindrome de Zellweger, enfermedad de Refsum Infantil, adrenoleucodistrofia neonatal, trastorno de
biogénesis peroxisémica, condrodisplasia punctata rizomélica (CDPR), deficiencias de la acil-CoA oxidasa,
deficiencias enzimaticas bifuncionales, enfermedad de Refsum, deficiencia de la B-oxidacion, queratodermia
ictiosiforme Familiar, sindrome de Sjogren-Larsson, enfermedades con mitocondriopatias, deficiencia de COX y/o
sindrome de Leigh, sindromes genéticos con defectos peroxisomicos, mitocondriales y/o relacionados con RP y
alteraciones de retina relacionadas, sindrome de Bassen-kornzweig, sindrome de Batten o de lipofuscinosis,
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hipoprebetalipoproteinemia, sindrome de Usher, sindrome de Hallervorden-Spatz, Aceruloplasminemia, sindrome de
Kearns-Sayre, distrofia muscular de Duchenne y Becker, sindrome de Lawrence-Moon-Bardet-Biedl, sindrome de
Lawrence-Moon, sindrome de Bardet-Biedl, sindrome de Grafe, sindrome de Hallgreen, sindrome de Cokaine,
sindrome de Alstrom, sindrome de Pelizaeus-Merzbacher, Ataxia Cerebelosa, Ataxia de Friederich, Lipofuscinosis,
maurdtico familiar idiopatico, sindrome de Tay-Sachs, sindrome de Haltia-Santavuori, Biel-Schowsky-Jansky,
sindrome de Vogt-Spielmeyer-Batten-Mayou, sindrome de Kufs, Displasia Osteoneuroendocrina,
Mucopolisacaridosis, sindrome de Hurler, sindrome de Hunter, sindrome de Scheire, MPS I-H/S, Sanfilippo,
sindrome de Bassen Kornzweig, Displasia Negro-retiniana, Displasia 6sea, sindrome renal 6culo 6seo, sindrome de
Edwards, sindrome de Oculocerebrorenal ligado a X recesivo o de Lowe, Sindrome de Lignac-Fanconi (cistinosis),
neuropatia Gigante Axonal, y/o Demencia familiar Danesa.

32. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
uveitis o enfermedades relacionadas.

33. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 32 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en iritis, Pars planitis, coroiditis, coriorretinitis, uveitis anterior y/o posterior, iridociclocoroiditis, uveitis
infecciosa, Brucelosis, Herpes simplex, Herpes zoster, Leptospirosis, enfermedad de Lyme, sindrome de presunta
histoplasmosis ocular, sifilis, Toxocariasis, Toxoplasmosis, Tuberculosis, Candidiasis, sindromes de uveitis,
epiteliopatia pigmentaria placoide multifocal posterior aguda, retinocoroidopatia de Birdshot, iridociclitis
heterocrémica de Fuchs, Coroiditis Multifocal y Sindrome de Panuveitis, sindrome de multiples puntos blancos
evanescentes, coroidopatia punteada interna, coroiditis serpiginosa, trastornos sistémicos asociados con uveitis
tales como espondilitis anquilosante, enfermedad de Behcet, enfermedad granulomatosa cronica, entesitis,
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad reumatoide juvenil, artritis reumatoide, esclerosis multiple,
poliarteritis nodosa, artritis psoriatica, sindrome de Reiter, sarcoidosis, lupus eritematoso sistémico, sindrome de
Vogt-Koyanagi-Harada, enfermedad de Whipple, sindromes de mascarada en los segmentos anterior y/o posterior,
retinoblastoma, desprendimiento de retina, melanoma maligno, leucemia, xantogranuloma juvenil, cuerpo extrafio
intraocular, linfoma, esclerosis multiple y/o sarcoma de células reticulares.

34. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
enfermedad degenerativa de la retina y afecciones oftalmoldgicas secundarias relacionadas con enfermedades
vasculares.

35. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 34 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en retinopatia hipersensitiva, neuropatia isquémica o&ptica hipersensitiva, Coroidopatias
Hipersensitivas, esclerosis de coroides, trombosis de la vena ramificada o central, estrias de Elschnig y Slegrist,
aterosclerosis, isquemia cerebral y neuro oftalmica, sindrome del arco adrtico, enfermedad de Takayasu, arteritis de
Takayusu, Panarteritis, iridociclitis, escleritis, neovascularizacion prerretiniana producida por isquemia y que puede
dar como resultado hemorragias vitreas, edema de la cérnea, Tyndall en el humor acuoso, retinopatia diabética
proliferativa o glaucoma neurovascular, insuficiencia de carétida o isquemia ocular crénica, obstruccion de la arteria
oftalmica, obstruccion de la arteria retiniana central, trastornos de la coagulacion, deficiencia de las proteinas S y C,
retinitis de Panoftalmia, coroiditis, estasis capilar, hemorragias de retina, manchas de Roth, lesiones debidas a
inmunocomplejos, neuropatia Ooptica, retinopatia isquémica, oftalmoplejia, pseudotumor orbitario, sindrome
isquémico ocular, infarto del lébulo occipital, diplopia, edema palpebral, ptosis palpebral, telangiectasias de
parpados, de conjuntiva, de retina, obstruccion aguda de la arteria retiniana central, oftdlmica o de sus
ramificaciones, obstruccion de las arterias ciliares posteriores, neuropatia 6ptico isquémica de origen no arteritico,
sindrome isquémico ocular cronico producido por hiperperfusion y/o visidon borrosa o sindrome de Shy-Drager.

36. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
pérdida de agudeza visual no asociada con la retina y otros usos oftalmicos no relacionados con la superficie ocular.

37. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 36 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en cataratas, hipermetropia, miopia, presbicia, vitritis, desprendimiento vitreo y/o en endoftalmitis.

38. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
trastornos neuroldgicos y/o psiquiatricos.

39. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 38 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en neuropatias sensoriales motoras particularmente hereditarias, demencia, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis multiple y/o ataxia.

40. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevenciéon de
enfermedades oncoldgicas.

41. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 40 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
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que consiste en metastasis, las lineas tumorales mas prevalentes, cancer colorrectal, cancer de prostata, cancer de
mama, cancer de pulmaén, cancer de ovarios, cancer gastrico, cancer esofagico, cancer de pancreas, cancer renal,
hepatocarcinoma, cancer de cerebro, glioblastoma, melanoma, retinoblastoma, vesicula biliar, mieloma multiple,
canceres endocrinos y/o canceres relacionados con una resistencia a la insulina.

42. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevenciéon de
nefropatias.

43. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 42 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en nefropatia por IgA y/o nefropatia asociada con el lupus eritematoso sistémico, insuficiencia renal,
glomerulopatia, tubulopatia, enfermedad vascular intersticial y/o renal.

44. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevenciéon de
enfermedades cardiovasculares.

45. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 44 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en, alteraciones isquémicas, arteriosclerosis, hipertrigliceridemia, hiperlipemias, arritmias ventriculares,
hipertension, diabetes y/o enfermedades cardiovasculares en las que estdn aumentados los niveles de la
Apoproteina a (apo (a)).

46. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevenciéon de
enfermedades iatrogénicas.

47. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 46 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en rabdomiolisis, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, neurotoxicidad, edema, lipodistrofia y/o
inmunosupresion, asociada con estatinas, corticoides, anti retrovirales y/o inmunosupresores.

48. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
fibromialgia y/o sindrome de fatiga crénica.

49. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
artrosis o la osteoporosis.

50. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias crénicas y/o enfermedades osteomusculares.

51. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 50 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en artritis reumatoide, artritis juvenil, enfermedad de Sjogren, espondilitis anquilosante, lupus
eritematoso sistémico, artrosis y/u osteoporosis.

52. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades dermatoldgicas.

53. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 52 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en alopecia androgénica, acné rosacea, acné vulgaris, eccemas y/o psoriasis.

54. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para la fabricacion de una composicion farmacéutica
para el tratamiento o prevencion de afecciones alérgicas, asma y/o enfermedades respiratorias cronicas.

55. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades del sistema digestivo y/o enfermedades inflamatorias intestinales.

56. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 55 en la que la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en gastritis autoinmunitaria, viral y/o tdxica, esofagitis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis
pseudomembranosa, colitis colagenosa, alteraciones de la permeabilidad intestinal, sindromes de malabsorcién,
intolerancia y alergias alimentarias y/o hemorroides.

57. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de
enfermedades parasitarias e infecciosas.

58. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencién del déficit
de DHA.

59. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 58 en la que la enfermedad se selecciona del grupo

55
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que consiste en sindromes de malabsorcion gastrointestinal, fibrosis quistica, sindrome de malabsorcién intestinal,
pancreatitis, insuficiencia pancreatica, colelitiasis, trastornos alimentarios, anorexia, bulimia.

60. Composiciéon de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso en el tratamiento o prevencion de la
deficiencia nutricional comun de DHA observada en las sociedades humanas, mujeres embarazadas, mujeres en
lactancia y/o la infancia.

61. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 19 para su uso para mejorar los estados fisioldgicos

aumentando la agudeza visual, la memoria y las funciones cognitivas, aumentando el rendimiento deportivo y
reduciendo lesiones y/o reduciendo la fatiga neuromuscular normal.
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FIG1

_ PhA | % apoptosis/ | % Bcl-2 (+) | % Bax (+) | Proporcion
Cultivos celulares Hg/mi placa Bcl-2/Bax
Control DHA (=) Paraquat ()| 0 31,4442 | 42,1+36 | 2,1+0,3 20,0
Control DHA (=) Paraquat (+) 0 74,4+8,1 36,8+6,1 12,4+1,1 3,0
DHA(+)o 0 34,2423 | 62,4+3,5 | 2,5:+0,6 25,0
DHA(+)s 4 35,3+1,9 | 60,9+2,2 | 2,3+0,2 265
DHA(+), 20 42,2+46 | 63,6+1,4 | 2,6+0,7 245
DHA(+)s 100 | 51,1+6,4 | 54,5+4,1 | 3,3+1,0 16,4
DHA(+)s 500 | 61,7+7,5° | 48,3+3,7 | 4,5:09 10,7
DHA(+)s .. . 2500 | 73,3158 | 42,4+42 | 6,7+1,4 6,3
DHA(+)s 12500 | 82,6+7,7 | 38,47, | 14,7427 2,6
20

20
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FIG 2.
Retinas de ratones albinos | PhA | % apoptosis/ | % Bcl-2 (+) | % Bax (+) | Proporcion
ug/mi placa Bcl-2/Bax
(Control DHA (-) MNU (+) 0 84,4+53 | 31,3+4,3 | 17,1+2,7 3,0
DHA(+)o 0 31,2+2,3 | 71,1%6,2 | 1,9+0,3 37,4
DHA(+), 4 29,8+3,9 | 70,4+6,3 | 2,0+0,5 35,2
DHA(*). 20 35,6+2,9 | 64,2+4,1 | 2,3+0,2 27,9
DHA(+), 100 43,7434 57,6+5,8 3,1+0,7 18,5
DHA(+), 500 53,145,2 46,1+4.9 4,3+1,3 10,7
DHA(+)s 2500 | 62,1+4,6 | 39,8+3,3 | 8,3+1,9 48
DHA(+)e 12500 | 71,6455 | 33,257 | 13,2+2,5 2,5

CHA(+)0 DHA{+)1 DHA(+)2 DHA(+)3 DHA({+}4 CHA(+)5 DHAI+)6

=—4—Coritrol DHA (-) MNU (+) ==% apoptosis/ placa
=== Proporcion Bcl-2/ Bax
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FIG 4.
Valores Promedio de niveles de PhA en 11 pacientes
de referencia
. Resultados pa/mi
Fecha TO T1 T2 T3 T4 TS T6

Acido fitanico < 0,20 pg/mi
Acido pristanico < 0,02 pg/mi
C22:0 20,97 + 6,270

C24:0 17,59 + 5,360
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FIG 6.
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FIG 6.
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