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EL OBJETIVO PRINCIPAL DE ESTA
PRESENTACION ES MOSTRALES NUESTRA
EXPERIENCIA EN EL USO DE ACIDOS
GRASOS OMEGA-3.

RESULTADOS SEGUN LOS ESTUDIOS
LLEVADOS A CABO POR BRUDY
TECHNOLOGY.



Inicialmente vamos a situar el concepto omega-3 como
valor nutricional y terapéutico.

Es un hecho admitido por la comunidad cientifica que la
ingesta de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) omega-3
representa un beneficio para la salud en general. Una
gran cantidad de estudios con acidos grasos omega-3 han
demostrado su importancia en la dieta, aun cuando estos
microalimentos no se consideran esenciales ya que son
sintetizados, pero en cantidades excesivamente bajas, para
cubrir las necesidades del cuerpo.

Diversos estudios basicos, clinicos y epidemiolégicos han
reportado ventajas importantes en la ingesta de acidos
grasos omega-3 en campos tan diversos como
cardiologia, neurologia, oncologia, patologias
inflamatorias croénicas, oftalmologia... Ademdas, es un
componente critico para el desarrollo y funcionalidad
del cerebro.



PHOTON ANTIOX PLUS

(BENEFICIOS NUTRICIONALES Y TERAPEUTICOS DE LOS OMEGA-3)

ESPECIALIDAD MEDICA

REDUCCION EN EL RIESGO O IMPACTO

CARDIOLOGIA

Toda causa de mortalidad, muerte subita cardiaca, isquemia, infarto cerebral, reduccién de triglicéridos
(especialmente con DHA), aumento de las HDL, pero generalmente no modifica los niveles de lipidos a dosis bajas,
presion arterial y reduccion de taquicardias.

DERMATOLOGIA

Soriasis, melanoma.

GASTROENTEROLOGIA

Cancer de Colon, enfermedad inflamatoria intestinal (Enfermedad de Cronhn, y colitis ulcerosa).

INMUNOLOGIAZENFERMEDADES
INFECCIOSAS/NEFROLOGIA

Asma, hepatitis, neuropatias.

NEUROLOGIA

Enfermedad de Alzheimer (especialmente DHA), demencia, autismo, desorden de falta de atencion.

OBSTETRICIAZGINECOLOGIA/
PEDIATRIA

Salud maternal e infantil (especialmente DHA), cognoscitiva (aumento del coeficiente intelectual) y la agudeza
visual en recién nacidos y adolescentes, mejora la duracion del embarazo y el peso del feto, y una gran variedad de
otros sintomas, como por ejemplo la depresién post-parto.

ONCOLOGIA

Cancer de mama, colorectal, de endometrio, leucemia, melanoma, de ovario, de pancreas, de prostata, renal...
Puede mejorar el indice terapéutico de los citostaticos (5-fluorouracilo, cilofosfamida) e inhibe la caquexia asociada
al tumor (reduce pérdida de peso)

OFTALMOLOGIA

Degeneracion Macular asociada a la edad, Retinitis Pigmentosa.

ORTOPEDIA

Osteoporosis/fracturas, inflamaciones de las articulaciones (artritis).

PSIQUIATRIA

Depresion, desorden bipolar, esquizofrenia, desorden de falta de atencion-hiperactividad.

REUMATOLOGIA

Artritis reumatoide, osteoartritis, osteoporosis.

CIRUGIA

Mejora la recuperacion en el post-operatorio, pero hay que tener precauciones en su administracion a altas dosis
(> 10g/g) conjuntamente con anticoagulantes.

UROLOGIA

Céancer de prostata, prostatitis, hiperplasia prostatica benigna.

Mas informacion: www.photonmundial.com - Teléfono Att. Usuario: 0034 902 903 882




DESVENTAJAS

Un reciente meta-analisis realizado por Hooper et al.
ha concluido que no se ha podido documentar, de
manera objetiva y estadisticamente significativa, un
efecto beneficioso en el consumo de PUFAs omega-3
en la mortalidad relacionada con eventos
cardiovasculares o cancer'.

Tampoco se ha documentado, de manera objetiva y
estadisticamente significativa, el efecto de los
omega-3 en la reduccidon del riesgo de desarrollar
cancer?.

SIN EMBARGO

Los estudios anteriormente citados presentaban
diferentes  deficiencias en su planteamiento
relacionadas con la no separacion de las
intervenciones realizadas con los diferentes acidos
omega-3 o mezclas de los mismos en forma de
aceite de pescado o suplementos alimenticios
enriquecidos.

También se ha observado una falta de homogeneidad
en cuanto a la duracion y las dosis en cada
tratamiento.

Asi como tampoco se ha valorado la importancia de
la estructura quimica en la que se ha administrado el
acido omega-3: triglicérido (TG), éster etilico (EE) o
acido graso libre (FA).

! Hooper L et al. Risks and benefits of omega 3 fats for mortality, cardiovascular disease and cancer: systematic review. BMJ 2006; 332:752-760; Balk E.M. et al. Effects of omega-3 fatty
acids on serum markers of cardiovascular disease risk: A systematic review. Artherosclerosis 2006; 189:19-30.
2 MacLean CH et al. Effects of omega-3 fatty acids on cancer risk: a systematic review. JAMA 2006; 295:403-15.



RECOMENDACIONES

e Teniendo en cuenta esta controversia, la opinién de
diferentes expertos es que deberian mantenerse las actuales
recomendaciones en el consumo de acidos grasos omega-3
pero teniendo en cuenta una serie de criterios que
deberian cumplir los acidos grasos omega-3 para su
aplicacion nutricional y terapéutica, como son:

. Manufacturar los PUFAs omega-3 siguiendo los
criterios similares a los estandares farmacéuticos que
incluyen controles de calidad en todas las etapas de
produccion para asegurar su pureza y calidad.

. Utilizar compuestos con un contenido minimo
de 60% en PUFA omega-3 de todos los acidos grasos.

. La relacion omega-3/omega-6 debe ser mayor
de 50:1.

e Estas recomendaciones estan de acuerdo con las
conclusiones de un workshop sobre acidos grasos omega-3
recientemente publicadas en la revista Journal American
Clinical Nutrition, que ademas destaca como punto importante
la necesidad de realizar mas ensayos clinicos que permitan
calibrar el potencial real de los acidos grasos omega-3 tanto a
nivel preventivo como terapéutico.



éQUE ACIDO GRASO OMEGA-3?
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. De acuerdo con estos criterios el primer punto a
resolver es la eleccion del PUFA omega-3 mas
adecuado para un determinado tratamiento. Los tres
acidos grasos de la serie 3 mas importantes,
fisioldgicamente hablando son:

. El alfa-linolénico (ALA)
. El eicosapentaenoico (EPA)
. El docosahexaenoico (DHA)

e EIl DHA es el acido graso omega-3 mas
abundante en las membranas y estd presente en
todos los Organos. Es particularmente el mas
abundante en el sistema nervioso central, en el
esperma y en la retina, ademas del mas variable
entre los drganos.

. Sdlo pequefias cantidades de ALA y de EPA
estan presentes en los tejidos, y el contenido en
DHA es habitualmente entre 5-30 veces superior al
de EPA en la mayoria de los érganos. Ademas, el
DHA es unas 100 veces mas abundante que el EPA
en el cerebro y la retina.



éQUE ACIDO GRASO OMEGA-3?
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Aunque los tres &cidos grasos estan relacionados
metabdlicamente, diversos estudios han demostrado
gue la administraciéon de ALA no genera las
cantidades fisioldgicas necesarias de DHA y de EPA,
las ultimas recomendaciones sugieren que la via mas
eficiente para el incremento de las concentraciones
de un acido omega-3 es la administracién de dicho
acido especificamente. De todas maneras en un
planteamiento mas general la administracion de
DHA garantiza una concentracion basica de
EPA, mientras que la administracion exclusiva
de este ultimo disminuye la concentracion de
DHA.

En humanos, la capacidad enddgena de convertir
ALA en DHA o EPA es muy baja o inexistente, por
esta razon, el consumo de DHA en la dieta pude ser
critico para mantener la concentracion adecuada de

DHA en las membranas celulares. BrJ Nutr2002; 88:355-
363.

Retroconversiéon de DHA-EPA: en el grupo de DHA,
su concentracién aumenté un 69% vy la del EPA un

mientras que el DHA decrecid6 un 15%. AmJ
ClinNutr1997; 66:649-59/ AmJ ClinNutr2000; 71:1085-94/ AmJ
ClinNutr2004; 79:765-73.



éQUE ACIDO GRASO OMEGA-3?

e EIlI DHA es el acido graso n-3 en el sistema nervioso
central.

e Por otra parte desde un punto de vista nutricional, cuyo
objetivo es el de recuperar los depdsitos de acidos grasos
omega-3, la administracion de DHA garantiza una
intervencion en el sistema nervioso central ya que la
concentraciéon de EPA en el tejido es puramente testimonial.

e Dietas que contienen un 9,5% de DHA, inhiben
completamente la degeneracién de la retina inducida por la N-
Metil-N-nitrosourea, en cambio las dietas que contienen un
4,75% de DHA (grupo EPA+DHA) o sdlo EPA no tuvieron un
efecto protector. Exp Eye Res 2003; 77:167-173.

e ElI DHA es el precursor de los docosatrienos y las
resolvinas de la serie D que regulan los procesos asociados a

la inflamacién y su resolucion final. J Biol Chem 2003; 278:14677-
14687.

e El DHA hidrolizado de los fosfolipidos de membrana es el
precursor enddégeno de la respuesta neuroprotectiva frente
repercusion isquémica. J Biol Chem 2003; 278:43807-43817.

e La sintesis del 10,17S-docosatrieno, neuroprotectina D1,
protege a las células de la retina de la apoptosis inducida por
estrés oxidativo, de una manera similar se sugiere que

protegera a las neuronas. Proc Natl Acad Sci USA 2004; 101:8491-
8496.



BIODISPONIBILIDAD

CONTENIDO EN

TIPO DE ACEITE PUFA N-3 (%) BIODISPONIBILIDAD*
Aceite de pescado 25-30% 74-100%
Esteres etilicos >85% 21-57%

Acidos grasos libres >65% 51%

En un estudio In vivo en 24 personas sanas comparando una sola
toma oral de PUFAs n-3 en el grupo tratado con aceite re-esterificado.

*Extraido de una publicacién de la empresa SIGMA-TAU.

Otro aspecto interesante que puede condicionar la
eficacia de un determinado tratamiento es la
biodisponibilidad de los acidos omega-3. Existen
numerosos estudios en animales que han
demostrado que los glicéridos son |los
transportadores mas eficaces para los acidos
grasos. Ademas los glicéridos se consideran Ila
forma quimica mas favorable desde un punto de
vista alimentario, superior a los ésteres etilicos de
acidos grasos insaturados los cuales presentan una
absorcién intestinal deteriorada de los acidos grasos
n-3 observados como se ha demostrado en animales
de laboratorio. También se ha demostrado que los
ésteres etilicos de acidos grasos no saturados
se hidrolizan a una velocidad mas lenta que los
glicéridos correspondientes.

Un estudio en humanos realizado por la empresa
farmacéutica SIGMA-TAU demostré que los
triglicéridos obtenidos por reesterificacion
presentan una biodisponibilidad similar al
aceite de pescado natural y muy superior a la
de los acidos grasos libres; que ademas generan
problemas digestivos; y también superior a la de los
ésteres etilicos, cuya unica ventaja es la pureza que
se puede alcanzar pero por el contrario generan
etanol que puede ser téxico a dosis elevadas.

10



DHA TG QUiIMICO

PH extremos

Temperaturas altas
(destilacion)

Reactivos quimicos

BIOACTIVIDAD - SEGURIDAD

PHOTON ANTIOX PLUS

PH fisiologico
Temperaturas bajas

Sin reactivos quimicos

Nivel bajo de triglicéridos

Productos de reaccidn
secundarios
Purificacion
cromatografica

Nivel alto de triglicéridos
Sin productos secundarios

No necesita mas
purificacion

Migracion e dobles
enlaces

Oxidacion de dobles
enlaces

Isomerizaciones
Cis/Trans

Preservacion de dobles
enlaces

No oxidacion de dobles
enlaces

No isomerizaciones
Cis/Trans

La sintesis de triglicéridos se puede realizar
quimicamente o por via enzimatica. Las
diferencias en las condiciones de reaccién entre un
proceso de sintesis quimico y uno enzimatico
determinaran las calidades finales para cada
producto. El uso de métodos tradicionales quimicos
(separaciéon cromatografica, destilacién molecular,
etc.) para producir concentrados de PUFAs omega-3
implican el uso de pHs extremos y de altas
temperaturas, que pueden destruir parcialmente la
estructura de los dobles enlaces todos cis del PUFA
omega-3 natural por oxidacién, ismorizacién o
migracién.

Por otra parte, las condiciones suaves
(temperatura menor de 50°C, pH 6-8, y menos
productos quimicos) usadas en la hidrolisis
enzimatica proporcionan una alternativa
prometedora que podria también ahorrar energia
y aumentar la selectividad del producto. La
preservacion de los enlaces dobles, conferird a la
molécula una mayor bioactividad.

11



PHOTON ANTIOX PLUS

ESPECIFICACION

LIMITES

Acidez Mg KOH/g 3.0 max.
Contenido antioxidante g/100g 1.0-1.1
Densidad a 20°C Kg/l 0.930 - 0.940
Acido graso DHA (C22: 6n3) %FA 70 min.
Acido graso DPA (C22: 5n3) %FA 8 max.
Acido graso EPA (C20: 5n3) %FA 10 max.
Acidos grasos Omega-3 %FA 85 min.
Indice de Peréxidos Meq O,/kg 5.0 max.
Residuo seco g/100g 0.10 max.

Muchos estudios demuestran que la bioactividad de
los aceites omega-3, y principalmente de DHA, esta
relacionada directamente con su contenido respecto
a los &cidos grasos totales, los cuales pueden
competir con los omega-3 en un metabolismo
concreto. Para obtener el maximo nivel de
bioactividad, Brudy ha dirigido sus esfuerzos en
dos objetivos basicos:

. Tener el maximo contenido de DHA en el
triglicérido.
. Reducir al maximo el contenido de EPA.

Ademads, este aceite cumple todos los requisitos
legales en cuanto a indice de peréxidos, acidez,
contenido antioxidante, nivel de metales pesados...

12
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Comparativa de diferentes aceites omega-3 en el mercado.

De todos los aceites que hay en el mercado,
Photon Antiox Plus (DHA 70e) es el aceite
enriquecido con un contenido en omega-3

global y en DHA mas alto.

== DPA

== EPA

== ANTIOX PLUS

== OMEGA-3
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PHOTON ANTIOX PLUS

A. PLUS ENZIMATICO
FISH 20 ATUN 4,7 n.d. 2,2 4,2 n.d. 88,9 n.d. 91,1
DHA 50 QuimIco 2,7 4,3 10,3 3,5 22,8 40,1 14,0 53,2
DHA 50 QuimIco- 2,1 n.d. 18,8 n.d. n.d. 66,4 5,2 85,2
PURIFICADO

Especificaciones del aceite omega-3 utilizado en estos estudios.

La biodisponibilidad del aceite es directamente
proporcional al tipo de moléculas que lo compongan,
concretamente a su composicion lipidica. Los aceites
naturales contienen mas del 90% de materia en
forma de glicérido, que proporciona una
biodisponibilidad maxima. Photon Antiox Plus es
muy similar a un aceite natural (la composicion
lipidica incluye un 90% de glicéridos totales, con

un 85% en forma de triglicéridos y sin
monoglicéridos). El DHA obtenido quimicamente
tiene un nivel bajo de triglicéridos (<50%), un
mayor nivel de ésteres etilicos y un alto contenido
d polimeros ((15-20), que no son absorbibles y que
se deben eliminar por cromatografia en columna
(QUfMICO—PURIFICADO).

14



LEGISLACION

100
90 ¢ Solamente los aceites de pescado o de algas
naturales que no se han reesterificado
80 satisfacen la legislaciéon alimentaria en cuanto a
su composiciéon y por lo tanto son un alimento. El
A DHA obtenido quimicamente no satisface los
60 requisitos de la farmacopea europea, sobre todo
relacionado con el nivel de triglicéridos, glicéridos
50 totales y en el contenido en compuestos poliméricos.
i Es necesaria una purificacién por cromatografia en
columna para que el producto cumpla los requisitos
30 de la legislacion europea. Photon Antiox Plus tiene
la misma composicion que los aceites naturales
20 y por lo tanto se considera un alimento.
10

Composicion estructural
™= Farmacopea

== DHA 50% QUIMICO

== DHA 50% QUIMICO-PURIFICADO

15



PHOTON ANTIOX PLUS

IC 50 (uM)

. RELACION
COMPOSICION ) CELULAS DE
CELULAS SANAS TUMORALES SEGURIDAD
ESTRUCTURA Hela
FA 70 123,1 +£9,0 n.d. 72,2 £5,8 1,7
EE 70 566,3 £ 53,9 72,6 £8,3 71,0+9,7 7,98 - 1,02
TG (Photon Antiox Plus) 70 716,7 £ 41,9 392,7 £ 37,5 58,6 £ 8,8 12,23 - 6,70
TG (Quimico) 50 1956,0 + 27,8 413,6 £ 25,6 564,0 + 69,6 3,47 - 0,73
TG (Pescado) 20 2267,6 £ 27,9 3116,0 £ 158,2 1379,4 £ 286,4 1,64 - 2,26

Efectos del contenido en DHA y de la estructura quimica. Toxicidad celular.

Para valorar la actividad de Photon Antiox Plus,
nuestro primer objetivo fue determinar su capacidad
citotdxica antitumoral. En este sentido realizamos un
estudio comparativo usando células tumorales
(HeLa) y células sanas como control (renales y de
piel). Hemos realizado estudios dosis-respuesta para
determinar el valor de ICso como criterio de toxicidad
(es la concentracién que mata al 50% de las
células). Hemos analizado dos variables, el efecto de
la estructura del lipido y del contenido en DHA. Para
un contenido en DHA del 70% de todos los acidos
grasos, se obtuvo la misma toxicidad en células
tumorales con el éster etilico (EE), el acido graso
libre (FA) o el triglicérido (TG). Pero, en células

renales sanas, el EE tiene la misma toxicidad que en
las células tumorales y en las células de piel, el FA
demuestran una gran toxicidad, siendo los TG, la
forma con un mejor cociente de seguridad. Para una
misma estructura quimica, el TG, una disminucion
del contenido en DHA a 50 ¢ al 20% (este ultimo es
la concentracion en el aceite de pescado), disminuye
de forma dramatica el efecto citotdxico en las células
del tumor. Estos resultados demuestran que la forma
optima es el triglicérido con un algo contenido en
DHA (Photon Antiox Plus).

16



ACTIVIDAD COMO ADYUVANTE ANTITUMORAL

CELULAR ADICION NTENID S L
PLUS EN DHA DHA (uM) CELULA CELULA
Control 0 295,3+31,6 (n=8) TUMORAL SANA
1 30,1+5,4 (n=8)
_Eniteli = Control 0 295,3+31,6 1158,6+369,9
I(-iDeIO_)::(J)EpltellaI Pre-incorporado 5 28,7£6,7 (n=8)
10 37,0+4,4 (n=6) DHA Photon 5 28,7+6,7 1046,6+230,4
Simultaneo 5 184,3+16,2 (n=4) Antiox Plus 10 37,0+4,4 1080,5+174,2
Control 0 23.30+3.68 (n=12)
+ +
oo ) 5.80£1.10 (n=7) DHA TG 50 5 130,9+15,6 1163,3+156,9
(5-FU) Pre-incorporado 5 2.38+1.01 (n=4) Quimico 10 106,3+20,7 980,1+270,9
10 3.80+1.42 (n=6)
+ +
Simultaneo 5 14.80+8.01 (n=6) DHA TG 20 > 257,4%29,6 1157,5+124,3
Pescado 10 236,5+15,7 1530,3+481,3

Efecto del DHA sobre la actividad antitumoral de la Doxorrubicina o del 5-

fluoroacilo. Toxicidad celular. . o .
Efecto del contenido en DHA sobre la actividad antitumoral de la

.. . doxorrubicina. Toxicidad celular.
e Otra actividad interesante de los PUFAs omega-3

en cancer, es su uso como adyuvantes en la e Este efecto potenciador depende del contenido en
quimioterapia convencional. En este sentido, DHA, ya que con el uso de un aceite quimico
determinados los efectos del Photon Antiox Plus a (50% en DHA) o de aceite de pescado (20% en
concentraciones subtdxicas sobre la toxicidad de la DHA), se pierde progresivamente dicho efecto
Doxorrubicina y del 5fluoroacilo. La exposicidn potenciador. También es significativo que este
simultdanea de las células tumorales al DHA y a la efecto no incrementa la toxicidad de los
droga aumenta la toxicidad de la misma dos veces citostaticos en células sanas.

(disminuye el valor de la IC50). Por otra parte,
Photon Antiox Plus se ha incorporado previamente a
la membrana celular, este efecto potenciador
aumenta hasta 10 veces.

17



BIOACTIVIDAD - SEGURIDAD

¢ACTIVIDAD PRO O ANTIOXIDANTE?

e En los sistemas quimicos puros, las moléculas mas
susceptibles al ataque de los radicales libres son los
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6 N - 3) y, en general, esta
susceptibilidad aumenta con el niamero de dobles
enlaces. In vivo, se supone el mismo comportamiento.

Entonces, ¢por qué el DHA, una diana molecular de los
radicales libres, es el acido graso mas abundante en
tejidos expuesto a un potencial estrés oxidativo como la
retina o en tejidos expuestos a un potencial estrés
oxidativo como la retina o en tejidos con un sistema
antioxidante celular deficiente como es sistema
nervioso central?




BIOACTIVIDAD - SEGURIDAD

e En este contexto, hemos estudiado la influencia de la
presencia del DHA enzimatico en la membrana celular, sobre
la generacion intracelular de radicales libres utilizando como
sistema experimental dos lineas celulares humanas sanas,
fibroblastos de piel (Foreskin, ATC CRL 2076) y células
epiteliales pigmentarias de la retina ( ARPE-19, ATCC CRL
2302).

e La cuantificacidon de los radicales libres generados se ha
realizado mediante metodologias fluorescentes usando
sondas moleculares como el H.DCF-DA, DHR y DHE.

e Como inductores exdgenos de estrés oxidativo se ha
utilizado el AAPH y el sistema xantina/xantin oxidasa, y
como inductores enddgenos, la rotenona y la antimicina A.

19



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

HZDCF-DA
Fluorescencia (UA)

DHR
Fluorescencia (UA)

CELULAS DE RETINA
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Fluorescencia (UA)

CELULAS DE PIEL

50 100 150 200
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—SO%I
50 100 150 200 250
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Como se muestra en la figura, la presencia de
Photon Antiox Plus en la membrana celular
disminuy6e la generacion intracelular de
radicales libre después de estar sometidas
las células a un estrés oxidativo. Este
comportamiento es independiente de la célula
en estudio (piel o retina) y del marcador utilizado
(H,DCR-DA o DHR), lo cual nos indica la
activacion de un mecanismo general. El nivel
de proteccién observado también es similar frente
al mismo estimulo oxidativo.

‘ —&— Control

—#— Photon Antiox Plus
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

Fluorescencia (UA)

CELULAS DE RETINA

0 50 100 150 200
Tiempo (min.)

250

Incremento% Proteccién 9% Proteccion

% Proteccion
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1:23
0,91
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0,31

601

INDEPENDIENTE DEL INDUCTOR

hn

AAPH ROT ANTA X/XO

EFECTO ADITIVO

Photon Antiox Plus
DEPENDENCIA DE LA DOSIS

1

0,5 S

0,5 5 50
Photon Antiox Plus

-

Para determinar que la proteccion antioxidante de
Photon Antiox Plus era un proceso general,
cambiamos el inductor de estrés oxidativo de un
producto quimico (el AAPH) a un sistema
enzimatico (sistema X/XO) o inductores
enddgenos (ROT y ANT A). Se ha observado el
mismo comportamiento en todos los casos.

El efecto antioxidante de Photon Antiox Plus
depende de Ila dosis, mostrando un
comportamiento dosis-dependiente a la
inversa. El mayor efecto se ha observado en una
concentracidon baja de DHA, mientras que a altas
concentraciones, el efecto antioxidante disminuye
independientemente de la potencia del estrés
oxidativo.

También, el efecto antioxidante de Photon Antiox
Plus presenta un efecto aditivo con Ila
frecuencia de la administracion. La
administracion de una dosis diaria incrementa el
efecto antioxidante respecto a una sola
administracion.

== Dosis diaria

== Una dosis J
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

CONTROL

PHOTON ANTIOX PLUS

CELULAS DE PIEL

La generacion intracelular de radicales libres se
confirmd mediante microscopia de fluorescencia
confocal. Las micrografias muestran una
acumulacion progresiva en el tiempo de
radicales libres en las células control sin
DHA, mientras que en las que han incorporado
Photon Antiox Plus en su membrana, el nivel
intracelular de radicales libres no ha
aumentado.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR
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DHA guimico vs. Photon Antiox Plus.

== (0,5 uM
== 5 uM

‘ == 50 uM

A nivel celular, la generacién de radicales libres
parece ser dependiente de la composicidon en
acidos grasos de la célula, pero la influencia
especifica de cada clase de acido graso no ha sido
estudiada.

Por otra parte, a nivel industrial, el método de
sintesis usado para obtener el aceite
enriquecido en DHA puede ser muy
importante en la calidad final del producto.
En este sentido hemos estudiado la importancia
del contenido de DHA y del origen sintético en el
efecto antioxidante.

Como se puede observar en la figura, una
disminucion del contenido en DHA al 50%¢origen
quimico) o al 20% (aceite de pescado) de los
acidos grasos totales, induce una disminucién del
efecto antioxidante en las células de retina,
aunque en ningun caso llega a ser pro-oxidante.
Sin embargo, en células de piel, esta reduccion es
tan acusada que sdélo Photon Antiox Plus es
antioxidante, siendo los otros dos pro-oxidantes.

Dado el caracter multifactorial de un tratamiento
nutricional, no es aconsejable administrar un
producto que presente actividades divergentes en
funcidn del tejido al que se incorpore.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

% PROTECCION

CELULAS DE RETINA

PHOTON ANTIOX DHA TG50 DHA TG50 QUIMICO
PLUS QuiMICO PURIFICADO
(DHA)

DHA quimico vs. Photon Antiox Plus.

Si la baja actividad del aceite de origen quimico
(50% en DHA), pudiera estar relacionado con la
presencia de estructuras poliméricas, su
eliminacion por cromatografia en columna deberia
permitir recuperar su actividad antioxidante.
Como se puede observar en la figura, una
manipulaciéon excesiva del producto original
para eliminar contaminantes o para mejorar
sus caracteristicas organolépticas se traduce
en una pérdida de bioactividad.

== (0,5 UM

w5 uM

= 50 uM
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

% PROTECCION

701

601

501

401

30

20

0,5 uM

Efecto de la estructura quimica Fa vs. EE vs. Tg

(DHA)

CELULAS DE RETINA

5uM

La actividad antioxidante del Photon Antiox Plus,
también estd relacionada con su mayor
biodisponibilidad ya que un éster etilico o un acido
graso libre con el mismo contenido en DHA,
presenta una actividad antioxidante como maximo
la mitad de la de Photon Antiox Plus.

FA-BSA FA: Acido graso libre
== Photon Antiox Plus | | EE: Ester etilico
== TG 50 CHEM TG: Triglicérido

== FE 70
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

CELULAS DE RETINA
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Fhoton Antiox Plus vs. antioxidantes
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE CELULAR

9% PROTECCION

60f

501

401

201
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Photon Antiox Plus vs. antioxidantes

CELULAS DE RETINA

Incluso si estos antioxidantes se combinan o se

incrementa su concentracién 10 6 g00 veces.
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BIOACTIVIDAD

e En este punto, la cuestion es: éCual es el mecanismo por
el cual Photon Antiox Plus ejerce este efecto
antioxidante tan potente?

Los Omega-3 pueden actuar a diferentes niveles en la
fisiologia celular. La defensa antioxidante celular se
basa en la actividad de un nimero de enzimas
antioxidantes, junto con otros antioxidantes quimicos;
conjuntamente previenen la peoxidacion lipidica, la
proteica y el dano en DNA. Hemos estudiado el efecto
de Photon Antiox Plus en diversos aspectos del sistema
antioxidante celular:

Generacion del anion superoxido (03-)

La actividad superoxido dismutasa (SOD) y de la
gutation peroxidasa (GPx)

La concentracion intracelular de glutation (GSH)

La peroxidacion lipidica.

Y el daino en DNA.




BIOACTIVIDAD

Cellular
1. ReSpiration

Oxidative ‘
Burst

.

HO+0, 3

5@
".0; /\ o
i GSSG

Environmental
Factors GRed

Protein /

Peroxidation

DNA Damage

Mecanismo de actividad antioxidante.

4.\
Lipid

Peroxidation

29



BIOACTIVIDAD
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BIOACTIVIDAD

e Hemos encontrado que la incorporacion de Photon Antiox
Plus en las células disminuye la generacién del anion
superéxido, la peroxidacién lipidica de una manera dosis-
dependiente inversa y el dafio en DNA.

e Los niveles inferiores del anidon superdxido bajo estrés
oxidativo en células tratadas con Photon Antiox Plus puede
ser debido a la actividad mas alta de la SOD respecto al
control.

e Por otra parte, la actividad de la GPx en las células
tratadas no era diferente de las células control con o sin
estrés oxidativo.

e El cambio mas significativo fue el incremento (300%) de
la concentracidén intracelular de GSH, relacionado con un
incremento de la sintesis de novo.

e Estos resultados nos indican que Photon Antiox Plus
ejerce su efecto antioxidante mediante un incremento
de la actividad del sistema antioxidante celular, sin una
participacion directa en el mismo que lo diferencia de
los antioxidantes quimicos convencionales.

o Esto sugiere que las células toleran cantidades pequefias
de DHA y que éste actiua a modo de estimulo para evitar
cualquier acumulacién de radicales libres, la incorporacion de
Photon Antiox Plus en las biomembranas provoca una
respuesta celular antioxidante adaptativa.
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ESTUDIOS IN VIVO

Para dar credibilidad a los resultados obtenidos in
vitro es necesaria una constataciéon de los mismos in
vivo. En este sentido se ha desarrollado un ensayo
clinico, controlado cruzado de 4 meses de duracidn
(N=40 deportistas), a una dosis de 2 g/dia de Photon
Antiox Plus.

Las variables a estudiar fueron el dafio en DNA y
parametros antioxidantes séricos.

Para valorar la accion del Photon Antiox Plus, se
utilizdé como modelo de estrés oxidativo el inducido
por el ejercicio fisico aerobio.

Se sometid a deportistas a un esfuerzo continuado al
75% de su consumo maximo de oxigeno durante 90
minutos, lo cual supone una produccién suficiente de
radicales libre y estrés oxidativo como para conocer
la capacidad antioxidante de cualquier manipulacidn
dietética.
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ESTUDIOS IN VIVO

H,0, (nmol/L min.)

1,80

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

1,601

1,501

BASAL 20 DIAS

Pardmetros antioxidantes in vivo.

4 MESES

e Se observd un aumento estadisticamente
significativo en la capacidad antioxidante total de
serum (p<0,05) antes y después de la realizacion
de las pruebas rectangulares en los deportistas
que habian ingerido Photon Antiox Plus durante
un periodo de tres semanas a cuatro meses.

t
l

== Photon Antiox Plus

== Control
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ESTUDIOS IN VIVO

MDA (nmol/L)
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PEROXIDACION LIPIDICA

BASAL 20 DIAS 4 MESES

Pardmetros antioxidantes in vivo.

El nivel plasmatico de MDA como indice de
peroxidacion lipidica fue aumentado durante la
realizacion de todas las pruebas de esfuerzo
(p<0,035). Después de la ingesta de Photon
Antiox Plus durante 3 semanas, el dano oxidativo
a nivel lipidico en las mismas condiciones
disminuye practicamente a nivel basal (p<0,05);
observandose a los 4 meses de tratamiento un
efecto protector en esta variable.



ESTUDIOS IN VIVO

8-ox0-dG (pmol/Kgx24h.)

DANO MOLECULAR EN EL DNA
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BASAL 20 DIAS

Pardmetros antioxidantes in vivo.

4 MESES

Hay un aumento en el dafo oxidativo del DNA
durante la realizacion de las  pruebas
rectangu8lares del esfuerzo medidas como el nivel
de 8-oxo-dG en la orina (p<0,01). La ingesta de
Photon Antiox Plus durante 3 semanas y hasta 4
meses protege el DNA del dafo oxidativo inducido
por el esfuerzo de una manera significativa
(p<0,035).
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mg/dL

ESTUDIOS IN VIVO

VARIACION EN LA CONCENTRACION DE GLUCOSA

BASAL 3 SEMANAS 4 MESES

Variables fisioldgicas de rendimiento deportivo.

Como efectos colaterales en el rendimiento
deportivo se ha observado que los niveles de
glicemia disminuyen durante la realizacién de la
prueba rectangular de esfuerzo (p<0,0009). Esta
reduccién en la glicemia era menor después de 3
semanas de ingesta de Photon Antiox Plus se
traducia en un aumento del nivel de glicemia a los
4 meses de tratamiento con Photon Antiox Plus.
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ESTUDIOS IN VIVO

mL/min.

CONSUMO DE OXIGENO

2900

2850-, .

2800_ e

2750

2700

2650

2600

2550

BASAL 3 SEMANAS

Variables fisiolégicas de rendimiento deportivo.

4 MESES

También se ha observado un aumento
significativo del consumo absoluto (p<0,019) y
relativo (p<0,036) de oxigeno determinado en el
umbral del esfuerzo triangular con la ingesta de
Photon Antiox Plus hasta 4 meses.

Estos resultados parecen indicar que la ingesta

de Photon Antiox Plus puede incrementar el
rendimiento deportivo.
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CONCLUSIONES

e Los acido grasos omega-3 son un concepto vigente tanto
desde un punto de vista nutricional como terapéutico con
un alto potencial de desarrollo.

e La aplicacion de los acidos grasos omega-3 en estos
campos requiere de productos manufacturados de
acuerdo con los estandares que se aplican a productos
farmacéuticos que incluyen controles de calidad para
asegurar su pureza y calidad estructural que condiciona

su bioactividad. Como estandar es exigible una riqueza
minima superior al 65% en una estructura quimica muy
biodisponible como un triglicérido.

e La incorporacion de Photon Antiox Plus en las membranas
celulares no sd6lo no promueve la peroxidacion lipidica
sino que actia como un activador del sistema
antioxidante celular probablemente como consecuencia
de una respuesta adaptativa de la célula.




INFORMACION LEGAL

e Photon Antiox Plus es una Marca propiedad de PHOTON
MUNDIAL.

e El uso de DHA de alta concentracion para el tratamiento
de enfermedades tumorales estd protegido por la Patente
Internacional n® 200501141.

e La comercializacidon y el uso de Omega-3 Antioxidantes
esta protegido por la Patente Internacional n©200503202.
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