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DESCRIPCION

Uso de productos bioactivos multifuncionales derivados de la hidrélisis enzimatica de
proteinas de clara de huevo para el tratamiento del sindrome metabdlico.

SECTOR DE LAINVENCION

La invencién se sitla en los campos de la industria farmacéutica y alimentaria, ya que
especificamente se refiere al nuevo uso de productos bioactivos multifuncionales derivados
de la hidrélisis enzimatica de proteinas de clara de huevo, en la elaboracién de
composiciones farmacéuticas y/o alimentarias funcionales que los comprenden y que son

utiles en el tratamiento y/o prevenciéon del sindrome metabdlico.

ESTADO DE LA TECNICA

Durante las ultimas décadas el cambio en los habitos de alimentacién y el aumento del
sedentarismo han ocasionado un rapido incremento del sobrepeso y la obesidad a edades
cada vez mas tempranas, lo que ha derivado en un alarmante incremento de la prevalencia
del denominado sindrome metabdélico (SM) (Groop L, Orho-Melander M. The dysmetabolic
syndrome. Journal of Internal Medicine 2001, 250: 105-120). Los pacientes que padecen SM
presentan, ademas de obesidad, distintas alteraciones frecuentes en nuestro entorno, tales
como dislipidemia, hiperglucemia e hipertensién arterial (HTA).

La fisiopatologia del SM es extremadamente compleja y s6lo se ha dilucidado una parte de
ella. Los individuos obesos y, especialmente, aquellos que acumulan grasa a nivel visceral
(central) tienen mayor riesgo de padecer SM (Despres JP. Health consequences of visceral
obesity. Annals of Medicine 2001, 3: 534-541). El nimero y tamafio de las células que
componen principalmente el tejido adiposo, los adipocitos, aumenta a medida que el individuo
gana peso. Los adipocitos de los individuos con SM tienen ademas una actividad lipolitica muy
elevada y el exceso de &cidos grasos libres circulantes contribuye de forma adversa al SMy a
sus complicaciones. El efecto lipotéxico a largo plazo de los acidos grasos sobre las células -
pancredticas colabora en la apariciéon de insulinorresistencia (IR) y en el desarrollo de DM2. La
IR provoca, ademas, una menor retencién de los acidos grasos libres en los adipocitos, lo que
ocasiona un incremento del flujo de acidos grasos libres de vuelta al higado. Todos estos
procesos contribuyen al desarrollo de complicaciones cardiovasculares (McBride P.
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Triglycerides and risk for coronary artery disease. Current Atherosclerosis Reports 2008, 10:
386-390) y de dislipemia, caracterizada por un aumento de las concentraciones de colesterol
total asociado a las lipoproteinas de muy baja (VLDL) y de baja densidad (LDL), valores
elevados de la apoproteina B-100, hipertrigliceridemia moderada y disminucién del colesterol
asociado a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ebbert JO, Jensen M. Fat depots, free
fatty acids, and dyslipidemia. Nutrients 2013, 5: 498-508).

Los adipocitos segregan, ademas, moléculas biolégicamente activas que reciben el nombre de
adipocitoquinas. Estas moléculas actian sobre mudltiples sistemas, regulando diversos
procesos metabdlicos, y provocando en los pacientes con SM un estado de inflamacién
crénica leve. Entre ellas el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) ha cobrado especial interés,
ya que es capaz de inhibir la actividad y la expresiéon de la lipoproteinlipasa (LPL), lo que
promueve la hipertrigliceridemia que caracteriza al SM. El TNF-a esta implicado, ademas, en
el desarrollo de IR y es capaz de reducir la expresién y secreciéon de la adiponectina, molécula
que aumenta la sensibilidad a la insulina (Arita Y, Kihara S, Ouchi N, Takahashi M, Maeda K,
Miyagawa J, Hotta K, Shimomura |, Nakamura T, Miyaoka K, Kuriyama H, Nishida M,
Yamashita S, Okubo K, Matsubara K, Muraguchi M, Ohmoto Y, Funahashi T, Matsuzawa Y.
Paradoxical decrease of an adipose-specific protein, adiponectin, in obesity. Biochemical and
Biophysical Research Communications 1999, 257: 79-83).

Se ha demostrado también que hay una fuerte asociacién entre la IR y un excesivo acumulo
de lipidos fuera del tejido adiposo, particularmente en el higado (Noto A, Zahradka P,
Yurkova N, Xie X, Nitschmann E, Ogborn M, Taylor CG. Conjugated linoleic acid reduces
hepatic steatosis, improves liver function, and favorably modifies lipid metabolism in obese
insulin-resistant rats. Lipids 2006, 41: 179-188). Esto conduce al desarrollo de esteatosis
hepatica, enfermedad caracterizada por el acimulo de depésitos de lipidos en el citoplasma
de los hepatocitos y de las células de Kupffer, que es una de las mayores causas de morbi-
mortalidad relacionada con patologias hepaticas (Barba EJR. Esteatosis hepatica,
esteatohepatitis y marcadores de lesién hepatica. Revista Mexicana Patologia Clinica 2008,
55: 216-232). El SM se asocia, asimismo, con un aumento del estrés oxidativo en el
organismo a diferentes niveles. Hay que tener en cuenta que la IR y posterior hiperglucemia
aumenta la produccién de radicales libres, y esto se relaciona positivamente con la aparicién
de enfermedades cardiovasculares.
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Uno de los primeros enfoques en el tratamiento del SM debe pasar por una modificaciéon
drastica del estilo de vida, orientada principalmente a provocar una reduccién del
sedentarismo y del peso corporal, mediante un aumento de la actividad fisica y una
disminucién en la ingesta calérica, algo dificil de conseguir en la sociedad actual. Esto hace
que el tratamiento del SM vaya inevitablemente acomparado de un tratamiento farmacolégico.
Sin embargo, en la actualidad no existen tratamientos de alta efectividad, por lo que se intenta
tratar por separado cada una de las alteraciones que caracterizan el SM, lo que dificulta los
tratamientos y hace inevitable tener que instaurar una polimedicacién, que exige la
coordinacién de varios especialistas (internistas, cardidélogos, endocrinos...etc.) y no siempre
consigue el objetivo global. Por ello, existe un gran interés en hallar un tratamiento que
permita combatir de forma global todas y cada una de sus complicaciones: que incluya
principios activos para reducir la obesidad, las cifras de presién arterial, la glucemia y los
lipidos plasmaticos y que, idealmente, evite también procesos de agregacién plaquetaria. Una
posible herramienta relacionada con la intervencién en las pautas alimentarias puede basarse
en la administracién de alimentos funcionales que posean mdltiples actividades bioldgicas, de
modo que permitan mejorar las alteraciones funcionales y metabdlicas caracteristicas del SM.

En este sentido, las proteinas se han convertido en una de las fuentes principales para la
obtencién de alimentos funcionales, puesto que son la materia prima para la obtenciéon de
péptidos bioactivos. Estos péptidos funcionales o bioactivos se definen como secuencias
especificas de aminoacidos inactivos en el interior de la proteina precursora, que ejercen
determinadas actividades biolégicas tras su liberacibn mediante hidrélisis quimica o
enzimatica (Korhonen H. Milk-derived bioactive peptides: From science to
applications. Journal of Functional Foods 2009, 1: 177-187).

Dentro de la literatura patente se encuentran documentos que se refieren al uso de
hidrolizados de proteinas para tratamiento individual de alguna de las alteraciones que
caracterizan el SM, asi por ejemplo, el documento FR2981544A1 se refiere a la utilizacién
de un hidrolizado de proteinas de suero de leche para la prevencién del riesgo
cardiometabdlico, especialmente indicado para reducir la grasa subcutanea y visceral; el
documento EP2173199A1 se refiere a la utilizaciéon de hidrolizados de colageno para
disminuir la ingesta calérica, que serian por lo tanto Utiles para la prevencién y tratamiento
del sobrepeso y la obesidad; el documento JP2001061445 se refiere a un hidrolizado
proteico que contiene proteinas de clara de huevo que han sido tratadas con proteasas
alcalinas y koji para mejorar el metabolismo lipidico, inmune y la unién a minerales; el
4
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documento WQ02009128713 se refiere a hidrolizados enzimaticos de ovomucina,
ovotransferrina o lisozima con actividad inhibidora de la DPP IV in vitro para el tratamiento
y/o prevencion de la DM2; y el documento JP2008253217 se refiere a la preparacion de
alimentos y bebidas a base de péptidos derivados de proteinas de huevo para mejorar la

circulacién sanguinea.

Especificamente, y dentro de la literatura cientifica, la estructura y funcionalidad de las
proteinas de la clara del huevo, consideradas de alto valor biolégico, ha sido ampliamente
estudiada, y es probablemente la originalidad de este alimento y la diversidad de proteinas
que contiene, con muy diferentes propiedades fisicoquimicas (masas moleculares y puntos
isoleléctricos), lo que las hace especialmente atractivas para la blusqueda de nuevas
moléculas biolégicamente activas. Por ejemplo, se han descrito péptidos derivados de
proteinas de huevo con actividad antihipertensiva, debida, principalmente, a un mecanismo
vasodilatador endotelio-dependiente (Garcia-Redondo AB, Roque FR, Miguel M, Lépez-
Fandifio R, Salaices M. Vascular effects of egg white-derived peptides in resistance arteries
from rats. Structure-activity relationships Journal of the Science of Food and Agriculture
2010, 90: 1988-1993), y/0 a su capacidad para inhibir la enzima conversora de angiotensina
(ECA) in vitro o in vivo (Miguel M, Recio |, Gémez-Ruiz JA, Ramos M, Lépez-Fandifio R.
Angiotensin |-converting enzyme inhibitory activity of peptides derived from egg white
proteins by enzymatic hydrolysis. Journal of Food Protection 2004, 67: 1914-1920; Miguel M,
Manso MA, Martin-Alvarez PJ, Aleixandre A, Lépez-Fandifio R. Angiotensin-converting
enzyme activity in plasma and tissues of spontaneously hypertensive rats after the short and
long-term intake of hydrolysed egg white. Molecular Nutrition and Food Research 2007,
51:555-563), y con propiedades antioxidantes, bien por su capacidad neutralizadora de
radicales libres (Jung WK, Nam KS, Shaidi F, Kim SK. Purification and characterization of
antioxidative peptides from protein hydrolysate of lecithin-free egg. JAOCS 2001, 78: 651-
656), por su capacidad de inhibir la oxidacién de las LDLs vy producir por ello efectos
beneficiosos sobre el perfil lipidico (Manso MA, Miguel M, Even J, Hernandez R, Aleixandre
A, Lopez-Fandifio R. Effect of the long-term intake of an egg white hydrolysate on the
oxidative status and blood lipid profile of spontaneously hypertensive rats. Food Chemistry
2008, 109: 361-367), o bien por disminuir el estrés oxidativo asociado a la inflamacién
(Huang W, Majumder K, Wu J. Oxygen radical absorbance capacity of peptides from egg
white protein ovotransferrin and their interaction with phytochemicals. Food Chemistry 2010,
123: 635-641). Recientemente, también se han descrito péptidos derivados de ovoproteinas
con actividad hipoglucémica in vitro capaces de inhibir la enzima a-glucosidasa (Yu Z, Yin Y,
5
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Zhao W, Yu Y, Liu B, Liu J, Chen F. Novel peptides derived from egg white protein inhibiting
alpha-glucosidase. Food Chemistry 2011, 129: 1376-1382). Sin embargo, la mayoria de los
estudios llevados a cabo en esta linea estan realizados in vitro y no refieren mas de dos
propiedades bioldgicas de forma simultanea, principalmente su capacidad para inhibir la
ECA vy su capacidad vasodilatadora o antioxidante (Miguel M, Alvarez Y, Lépez-Fandifio R,
Alonso MJ, Salaices M. Vasodilator effects of peptides derived from egg white proteins.
Regulatory Peptides 2007, 140: 131-135; Yamada Y, Iwasaki M, Usui H, Ohinata K, Marczak
ED, Lipkowski AW, Yoshikawa M Rapakinin. An anti-hypertensive peptide derived from
rapeseed protein, dilates mesenteric artery of spontaneously hypertensive rats via the
prostaglandin IP receptor followed by CCK1 receptor. Peptides 2010, 31: 909-914).

Finalmente, el documento de patente WO 2005/012355 publicado con fecha 10/02/2005
(que tiene su origen en la solicitud de prioridad ES200301829 de fecha 31/07/2003)
reivindica un producto bioactivo, identificado preferentemente a partir de la hidrélisis
enzimatica de proteinas clara de huevo, que se caracteriza por:
a. poseer actividad IECA in vitro y/o actividad antihipertensiva in vivo y/o actividad
antioxidante;
b. tener un peso molecular comprendido entre 365,2 y 1152,58; y
c. ser péptido identificado con las secuencias de aminodacidos del grupo siguiente: SEQ
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6,
SEQ ID NO 7 YSEQ ID NO 8.

Tabla 1. Secuencias de los péptidos bioactivos

YQIGL SEQIDNO 1
IVF SEQIDNO 2
RADHPFL SEQIDNO 3
FSL SEQID NO 4
FRADHPFL SEQIDNO5
YAEERYPIL SEQIDNO 6
RDILNQ SEQIDNO7
SALAM SEQ ID NO 8
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En el ambito de la anteriormente referida patente se incluyen, tanto los hidrolizados
completos, como las fracciones de los mismos de bajo peso molecular, 0 uno 0 mas de sus
péptidos bioactivos constituyentes (incluyendo sus derivados, sus sales farmacéuticamente
aceptables y sus mezclas). Del mismo modo, se incluye cualquier composiciéon farmacéutica
que los contenga y su uso en la elaboraciéon de un medicamento para el tratamiento de la
hipertensién y con actividad IECA y antioxidante; y/o de un aditivo, ingrediente o
suplemento alimentario funcional y su uso en la elaboracién de un producto alimentario

funcional favorable para reducir la hipertensién y con actividad IECA y antioxidante.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Constituye un aspecto de la invencién el uso de un producto bioactivo multifuncional, que
preferentemente es un hidrolizado enzimatico de proteina de clara de huevo, una fraccién de
bajo peso molecular del mismo, al menos uno de los péptidos que comprende, sus
derivados o sales farmacéuticamente aceptables y/o sus mezclas, en la elaboracién de una
composiciéon farmacéutica y/o una composicién alimentaria funcional eficaz para el

tratamiento y/o prevencién de las alteraciones que caracterizan el sindrome metabdlico.

El producto bioactivo multifuncional es efectivo en el tratamiento y/o prevencién simultanea
de las alteraciones que caracterizan el SM como la obesidad, la dislipidemia, la resistencia a
la insulina, el estrés oxidativo y el estado pro-inflamatorio.

El producto bioactivo es igualmente efectivo en el tratamiento y/o prevencién simultanea de
los parametros que se utilizan para el diagnéstico de las alteraciones mas frecuentes que
caracterizan el SM, elevados niveles plasmaticos de acidos grasos libres, aumento del tejido
adiposo epididimal, presencia de esteatosis hepatica, elevados niveles plasmaticos del
factor de necrosis tumoral alfa, alto nivel de estrés oxidativo, elevados niveles de insulina en
el plasma, aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-ir), aumento del indice de
funcionalidad de las células B-pancreaticas (HOMA- B) y disminuciéon del indice de
sensibilidad a la insulina (QUICKI).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
El problema técnico que resuelve la presente invencién es el tratamiento y/o prevencién de

un desorden multifactorial como el sindrome metabdlico, a través de la utilizacién de un
7
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producto bioactivo multifuncional obtenido a partir de la hidrélisis enzimatica de las proteinas
de clara de huevo, reivindicado segun la patente W02005/012355, publicada con fecha
10/02/2005 (con origen en la solicitud de prioridad ES 200301829 de fecha 31/07/2003), en
adelante producto bioactivo multifuncional, y de la que la presente solicitud reivindica

materia inventiva.

Se ha observado por primera vez, que el consumo durante 12 semanas de este producto
bioactivo multifuncional, preferentemente en forma de hidrolizado de huevo con pepsina,
produce resultados beneficiosos simultdneamente sobre las alteraciones mas frecuentes
que caracterizan el SM en un modelo murino de este sindrome, las ratas Zucker obesas. De
este modo, reduce significativamente los niveles plasmaticos de acidos grasos libres (ver
Ejemplo 2); reduce de manera significativa el peso del tejido adiposo epididimal y la
esteatosis hepatica (ver Ejemplos 3 y 4); disminuye el estado pro-inflamatorio dando lugar a
niveles plasmaticos del factor de necrosis tumoral alfa significativamente mas bajos (ver
Ejemplo 5); produce una mejora considerable del estrés oxidativo, puesto que disminuye de
forma significativa los niveles de peroxidacién lipidica y aumenta la capacidad antioxidante y
los niveles de glutatiéon reducido en el higado (ver Ejemplos 6 a 8); y disminuye los niveles
de insulina en el plasma y causa, ademas, una clara mejora de los indices de resistencia a
la insulina (HOMA-ir), de funcionalidad de las células B-pancreaticas (HOMA-B) y de
sensibilidad a la insulina (QUICKI) en los animales con SM (ver Ejemplos 9y 10).

La principal ventaja técnica del la presente invencién es la multiactividad bioldgica in vivo del
producto bioactivo multifuncional, lo que permite el tratamiento global de un desorden
multifactorial como el SM, que actualmente presenta como alternativa el tratamiento

diferenciado de cada una de las alteraciones que lo caracterizan.

En el estado de la técnica se recogen productos bioactivos basados en hidrolizados de
proteinas con efectos beneficiosos sobre alguna de las alteraciones que pueden confluir en
el SM y que, ademas, mayoritariamente se refieren a resultados in vitro. El experto en el
estado de la técnica sabra que el hecho de que un producto funcional presente actividad in
vitro no asegura su reproducibilidad en ensayos in vivo. Asimismo, la efectividad contra
alguna de las alteraciones asociadas al SM, no implica que vayan a ser efectivos contra
todas las que se recogen en este documento. De hecho, y como ya se ha explicado, el SM
supone una constelacién de distintas afecciones que, aunque relacionadas por la activacién
de rutas inflamatorias en el tejido adiposo, son muy heterogéneas en su etiopatogenia y en
8
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los factores hereditarios y ambientales que las desencadenan e influyen en su desarrollo. La
efectividad del producto bioactivo multifuncional objeto de la presente invencién radica en la
confluencia de mas de una propiedad fisiol6gicamente relevante, lo que se debe, por una
parte, a la estructura y composiciéon de aminoacidos de sus péptidos constituyentes y, por
otra, a la combinacién precisa de dichos péptidosAmbas caracteristicas, que dependen de la
proteina usada como sustrato, del grado de hidrélisis y de la especificidad de la enzima, y no
son extrapolables a cualquier hidrolizado proteico, posibilitan que se afecten algunas

funciones fisiolégicas de una manera determinada.

Otra ventaja adicional de la presente invencién, la constituye el hecho de que la ingesta del
producto bioactivo multifuncional permite incorporar otras funciones nutricionales basicas,

utiles en el mantenimiento de la salud.

Por todo ello constituye un aspecto de la invencién, el uso de un producto bioactivo
multifuncional en la elaboracién de una composicién farmacéutica y/o una composicion
alimentaria funcional eficaz para el tratamiento y/o prevencién de las alteraciones que

caracterizan el sindrome metabélico, en adelante uso de la invencioén.

A lo largo del presente documento por “producto bioactivo multifuncional” se entiende el
mismo producto que se reivindica en el documento de patente W02005/012355 y que
indistintamente es:

a) un producto identificado a partir de la hidrélisis enzimatica de proteinas de la clara de
huevo, obtenido por un procedimiento de sintesis quimica o enzimatica o mediante métodos
recombinantes, que se caracteriza por presentar actividad IECA in vitro y/o actividad
antihipertensiva in vivo y/o actividad antioxidante; un peso molecular comprendido entre
365,2 y 1152,58; y que comprende alguna de las secuencias de aminoacidos del grupo
siguiente: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID
NO 6, SEQ ID NO 7 YSEQ ID NO 8; y también,

b) un producto con idénticas caracteristicas a las que se indican en el apartado a) y
que se obtiene por un procedimiento de hidrélisis de un material de partida que contenga
una o mas proteinas o péptidos, de origen animal, vegetal o procedentes de
microorganismos, preferiblemente ovoalbumina o clara de huevo cuya secuencia de
aminoacidos comprendiese la secuencia de aminoacidos de alguno de los péptidos
bioactivos de interés indicados con anterioridad y que comprende los siguientes pasos:
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i) disolver o dispersar el material de partida, a una concentracién apropiada, en agua o
en una disolucién tampén, a un pH adecuado para la actuacién de la enzima
proteolitica, y

i) emplear cualquier enzima proteolitica capaz de romper la proteina presente en el
material de partida y proporcionar los péptidos de interés, pero preferiblemente
pepsina a un pH entre 2.0 y 3.0; o microorganismos proteoliticos que llevaran a cabo
una fermentacién del sustrato; todo ello con un tiempo de reaccién comprendido
entre 10 min y 24 horas, pero, preferiblemente durante un tiempo inferior a 3 horas.

i) opcionalmente emplear altas presiones hidrostaticas entre 100 y 1000 MPa, para
acelerar la hidrélisis del sustrato sin inhibir la enzima proteolitica y/o modificar el perfil

de los péptidos obtenidos.

En un aspecto del uso de la invencién, se utiliza un producto bioactivo multifuncional que es
el hidrolizado enzimatico de proteina de clara de huevo y/o una fraccién de bajo peso
molecular del mismo y/o al menos uno de los péptidos que comprende y/o sus derivados o
sales farmacéuticamente aceptables y/o sus mezclas.

En otro aspecto del uso de la invencion, se utiliza un producto bioactivo multifuncional que
se obtiene de las proteinas de clara del huevo que provienen de ovoalbimina pura, clara de
huevo, huevo entero, ovoproductos destinados a hosteleria y restauraciéon, complementos
dietéticos para deportistas, ovoproductos para alimentacién animal, cualquiera de sus

fracciones, o una purificaciéon de las mismas.

En una realizaciéon particular del uso de la invencidén, se utiliza un producto bioactivo
multifuncional que se obtiene por hidrélisis enzimatica con pepsina de las proteinas de clara

de huevo.

Por “sindrome metabdlico o SM” se entiende un desorden multifactorial en el que confluyen
varias alteraciones o problemas de salud que aumentan la probabilidad de padecer
determinadas patologias como enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus. Estos
problemas de salud pueden aparecer de forma simultanea o secuencial en un mismo

individuo y permiten identificar este sindrome.

10
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Ejemplos de alteraciones o problemas de salud que se incluyen dentro del ambito de esta
invencién son, obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, estrés oxidativo, estado pro-

inflamatorio, hiperglucemia o hipertensién arterial (HTA).

En otro aspecto de la invencién, el uso de la invencién es efectivo en el tratamiento y/o
prevencién de una cualquiera de las alteraciones mas frecuentes que caracterizan el SM,
que se eligen de entre las siguientes, obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, estrés
oxidativo y estado pro-inflamatorio.

En otro aspecto de la invencién, el uso de la invencién es efectivo, de forma simultanea, en
el tratamiento y/o prevencién de las alteraciones mas frecuentes que caracterizan el SM y
que son obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, estrés oxidativo y estado pro-

inflamatorio.

En otro aspecto de la invencién, el uso de la invencién es efectivo en el tratamiento y/o
prevencidon de alguno de los parametros que se utilizan para el diagnéstico de las
alteraciones mas frecuentes que caracterizan el SM, que se eligen de entre las siguientes,
elevados niveles plasmaticos de acidos grasos libres, aumento de tejido adiposo epididimal,
presencia de esteatosis hepatica, elevados niveles plasmaticos de factor de necrosis
tumoral alfa, alto nivel de estrés oxidativo, elevados niveles de insulina en el plasma,
aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-ir), aumento del indice de
funcionalidad de las células B-pancreaticas (HOMA- B) y disminucién del indice de
sensibilidad a la insulina (QUICKI).

En otro aspecto de la invencién, el uso de la invencién es efectivo, de forma simultanea, en
el tratamiento y/o prevenciéon de los parametros mas frecuentes que se utilizan para el
diagnéstico de las alteraciones mas frecuentes que caracterizan el SM y que son, elevados
niveles plasmaticos de acidos grasos libres, aumento de tejido adiposo epididimal, presencia
de esteatosis hepatica, elevados niveles plasmaticos de factor de necrosis tumoral alfa, alto
nivel de estrés oxidativo, elevados niveles de insulina en el plasma, aumento del indice de
resistencia a la insulina (HOMA-ir), aumento del indice de funcionalidad de las células B-
pancreaticas (HOMA- B) y disminucién del indice desensibilidad a la insulina (QUICKI).

El producto bioactivo multifuncional que se utiliza en la presente invencién puede ser
sometido a un tratamiento térmico, como la pasteurizacién, o bien someterse a secado o
11
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liofilizacién, lo que permite su utilizacién a través de productos farmacéuticos o productos
alimentarios funcionales, aditivos o ingredientes alimentarios, para el tratamiento y/o
prevencion de las patologias del SM, principalmente en seres humanos, aunque también en

animales.

Constituye otro aspecto de la invencién, una composicién farmacéutica, en adelante
composiciéon farmacéutica de la invencién, que comprende el producto bioactivo
multifuncional o una sal farmacéuticamente aceptable y que es eficaz para el tratamiento y/o

prevencion de las alteraciones que caracterizan el SM.

Dentro del alcance de esta invencién, se encuentran las sales, solvatos y pro-farmacos
farmacéuticamente aceptables del producto bioactivo multifuncional que cuando se
administran a un paciente son capaces de proporcionar (directamente o indirectamente) un
compuesto, segln se describe en el presente documento. Sin embargo, se apreciara que las
sales farmacéuticamente no aceptables también estan dentro del alcance de la invencién ya
que éstas pueden ser (tiles en la preparacién de sales farmacéuticamente aceptables. La
preparacion de sales, solvatos, pro-farmacos y derivados puede llevarse a cabo mediante

métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables de compuestos previstos en el presente
documento, se sintetizan mediante métodos quimicos convencionales a partir de un
compuesto original que contiene un resto basico o acido. Generalmente, tales sales se
preparan, por ejemplo, haciendo reaccionar las formas de &cido o base libre de los
compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en
un disolvente organico o en una mezcla de los dos. Generalmente, se prefieren medios no
acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Ejemplos de sales de
adiciéon de acidos incluyen sales de acido mineral tales como, por ejemplo, clorhidrato,
bromhidrato, yodhidrato, sulfato, nitrato, fosfato y sales de adicién de acido organico tales
como, por ejemplo, acetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato, succinato, tartrato, malato,
mandelato, metanosulfonato y p-toluensulfonato. Ejemplos de sales de adicién de bases
incluyen sales inorganicas tales como, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio, amonio,
magnesio, aluminio y litio, y sales de bases organicas tales como, por ejemplo,
etilenodiamina, etanolamina, N,N-dialquilenetanolamina, trietanolamina, glucamina y sales

de aminoacidos basicos.
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El término "pro-farmaco o pro-droga" se usa en su sentido mas amplio y abarca aquellos
derivados que se convierten in vivo en productos adecuados para el tratamiento del SM.

Los pro-farmacos particularmente favoritos son aquellos que aumentan la biodisponibilidad
de los productos bioactivos multifuncionales cuando se administran tales compuestos a un
paciente (por ejemplo, haciendo que un compuesto administrado por via oral se absorba
mas facilmente por la sangre), o que potencian la liberaciéon del compuesto original en un
compartimento biol6égico con relacién a la especie original. La preparacién de dicho pro-
farmaco puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales conocidos por los

expertos en la materia.

En otro aspecto de la invencién, la composicién farmacéutica de la invencién adicionalmente
utiliza al menos un excipiente, un adyuvante y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La composiciéon farmacéutica de la invencién se puede administrar por cualquier via de
administracién apropiada, por ejemplo, oral, parenteral (subcutanea, intraperitoneal,

intravenosa, intramuscular, etc.), rectal, etc.

La composicién farmacéutica de la invencién puede estar en una forma farmacéutica de
administraciéon por via oral, bien en forma sélida o liquida. Ejemplos ilustrativos de formas
farmacéuticas de administracién por via oral incluyen comprimidos, capsulas, granulados,
soluciones, suspensiones, etc., y pueden contener los excipientes convencionales, tales
como aglutinantes, diluyentes, desintegrantes, lubrificantes, humectantes, etc., y pueden ser
preparadas por métodos convencionales. Las composiciones farmacéuticas también pueden
ser adaptadas para su administracién parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones,
suspensiones o productos liofilizados, estériles, en la forma de dosificacién apropiada; en
este caso, dichas composiciones farmacéuticas incluirdn los excipientes adecuados, tales
como tampones, tensoactivos, etc. En cualquier caso, los excipientes se elegiran en funcién
de la forma farmacéutica de administracién seleccionada. Una revisiéon de las distintas
formas farmacéuticas de administraciéon de farmacos y de su preparaciéon puede encontrarse
en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 10 Edicion, 1993, Luzan 5,

S.A. de Ediciones, o en cualquier libro de similares caracteristicas que exista en cada pais.

En otro aspecto de la invencién, la composiciéon farmacéutica de la invencién comprende

otro principio activo.
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Constituye otro aspecto de la invencién, una composicién alimentaria funcional, en adelante
composicién alimentaria funcional de la invencién, que comprende el producto bioactivo
multifuncional eficaz para el tratamiento y/o la prevencién de las alteraciones que
caracterizan el SM.

Se entiende por “composicion alimentaria funcional” cualquier combinacion de ingredientes
constitutiva de un producto alimentario sélido o liquido, que adicionalmente a sus
caracteristicas nutricionales, comprende funciones especificas que ayudan a mejorar la

salud y a reducir el riesgo de contraer enfermedades.

En el ambito de la presente invencién se incluye el uso del producto bioactivo multifuncional
y/o de la composiciéon farmacéutica de la invencién y/o de la composiciéon alimentaria
funcional de la invencién para el tratamiento y/o prevencién de las alteraciones que
caracterizan el SM.

También se incluye dentro del ambito de la presente invencién cualquier método de
tratamiento y/o prevencién de las alteraciones que caracterizan el SM, que consiste en la
administracion de una dosis efectiva del producto bioactivo multifuncional y/o de la
composicién farmacéutica de la invencién y/o de la composicién alimentaria funcional de la

invencion.

La dosificaciéon del producto bioactivo multifuncional tal y como se define en el presente
documento, variara dependiendo de numerosos factores, como la edad, severidad de la
patologia, via de administracién y frecuencia de la dosis.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas. Para el experto en la materia, otros
aspectos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la
descripcidén y en parte de la practica de la invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente

invencion.
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Breve descripcion del contenido de las figuras

Figura 1. Concentracion plasmatica de acidos grasos libres de ratas tratadas con el
producto bioactivo multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: ( Q Ratas
Zucker delgadas que bebieron agua, ( @ ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ®) ratas
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con
pepsina. Los datos representan los valores medios en uM + EEM para un minimo de 9

animales.

Figura 2. Peso total y peso relativo de los 6érganos obtenidos de ratas tratadas con el
producto bioactivo multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: ( ¢ Ratas
Zucker delgadas que bebieron agua, ( @ ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( ®) ratas
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con
pepsina. Los datos representan los valores medios en g £+ EEM para un minimo de 9

animales.

Figura 3. Imagenes tomadas en el microscopio dptico (objetivo 40x) de cortes de
higado tefiidos con hematoxilina—eosina de ratas tratadas con el producto bioactivo
multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: Ratas Zucker delgadas que
bebieron agua (A), Ratas Zucker obesas que bebieron agua (B), Ratas Zucker obesas que
recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con pepsina (C).
Liposomas sefialados con flechas.

Figura 4. Concentracion plasmatica de factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) de
ratas tratadas con el producto bioactivo multifuncional vs ratas control. Grupos
experimentales: (O) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, (®) ratas Zucker obesas
que bebieron agua, (¢) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de
clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los valores medios en pg/ml

+ EEM para un minimo de 9 animales.

Figura 5. Concentracion plasmatica de malonildialdehido (MDA) de ratas tratadas con
el producto bioactivo multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: (O) Ratas
Zucker delgadas que bebieron agua, (®) ratas Zucker obesas que bebieron agua, (® ratas
Zucker obesas que recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con
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pepsina. Los datos representan los valores medios en nmol/ml plasma + EEM para un

minimo de 9 animales.

Figura 6. Capacidad antioxidante del plasma medida a través de los radicales libres de
oxigeno de ratas tratadas con el producto bioactivo multifuncional vs animales
control. Grupos experimentales: (O) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, (®) ratas
Zucker obesas que bebieron agua, ©) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750
mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los valores
medios en pmol eq Trolox/ul plasma + EEM para un minimo de 9 animales.

Figura 7. Concentracion de glutation reducido en el tejido hepatico de ratas tratadas
con el producto bioactivo multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: (O)
Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, (®) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ©)
ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 0.75 g/kg/dia de clara de huevo hidrolizada
con pepsina. Los datos representan los valores medios en pM/ g proteina + ESM para un

minimo de 9 animales.

Figura 8. Concentracion plasmatica de glucosa (A) y concentracion plasmatica de
insulina (B) de ratas tratadas con el producto bioactivo multifuncional vs ratas
control. Grupos experimentales: (O) Ratas Zucker delgadas que bebieron agua, (®) ratas
Zucker obesas que bebieron agua, ) ratas Zucker obesas que recibieron una dosis de 750
mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos representan los valores
medios en mg/dl para la glucosa y en ng/ml para la insulina + EEM para un minimo de 9

animales.

Figura 9. indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) (A), indice de secrecién de
insulina en las células B-pancreaticas (HOMA-B) (B) e indice cuantitativo de
sensibilidad a la insulina (QUICKI) (C) de ratas tratadas con el producto bioactivo
multifuncional vs ratas control. Grupos experimentales: (O) Ratas Zucker delgadas que
bebieron agua, (®) ratas Zucker obesas que bebieron agua, ( @) ratas Zucker obesas que
recibieron una dosis de 750 mg/kg/dia de clara de huevo hidrolizada con pepsina. Los datos

representan los valores medios + EEM para un minimo de 9 animales.
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MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Seleccion de animales, administracion del producto bioactivo multifuncional y
obtencion de muestras

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 20 ratas Zucker obesas macho de 8 semanas
de vida con un peso comprendido entre 265 y 275 g, y 10 ratas Zucker delgadas machos de
8 semanas de vida, con un peso comprendido entre 150 y 175 g. Todos los animales
procedian de Charles River Laboratories (Espana) y llegaron al animalario de la Universidad
Rey Juan Carlos con 7 semanas de vida. Después de un periodo de adaptacién, se
colocaron en grupos de 5 animales, en jaulas transparentes (40 cmx28cmx25 c¢cm) con un
lecho de viruta que fue reemplazado cada 4-5 dias y se mantuvieron en condiciones
controladas, con una temperatura ambiental estable de 23 °C, humedad del 60 % y ciclos de
luz-oscuridad de 12 horas. Los animales se alimentaron ad libitum durante todo el estudio,
con una dieta sélida estandar (Harlan Laboratories, Estados Unidos) y agua corriente filtrada
que fue renovada periédicamente. Para garantizar el mantenimiento del bienestar animal, a
medida que los animales fueron desarrollando obesidad fue necesario separarlos en grupos
mas pequefios (2 animales/jaula).

Al comienzo del estudio, las ratas Zucker obesas se dividieron en 2 grupos, de 10 animales
cada uno. Cada uno de los grupos ingirié como producto liquido, desde la semana 8 hasta la
semana 20 de vida, agua o 750 mg/kg/dia del producto bioactivo multifuncional que en este
caso fue el hidrolizado de clara de huevo con pepsina, disuelto en el agua de bebida. Esta
soluciéon se ajustdé semanalmente teniendo en cuenta el volumen de liquido ingerido la
semana anterior. Durante el periodo experimental se controlé semanalmente el peso
corporal, la ingesta sélida y la ingesta liquida de los animales. Al final del periodo
experimental, y después de un periodo de ayuno de 16 horas, las ratas se sacrificaron por
decapitacién con guillotina y se recogieron muestras de sangre en tubos que contenian
heparina de litio como anticoagulante (BD Vacutainer CPT, Reino Unido). El plasma obtenido
se congeld a -80 °C hasta su uso para efectuar las siguientes determinaciones bioquimicas:
glucosa, insulina, acidos grasos libres, TNF-a, malonildialdehido y capacidad antioxidante.

A continuacién, se abrié el térax y el abdomen de los animales sacrificados, y se extrajo el
higado y el tejido adiposo blanco epididimal. Todos los 6rganos se limpiaron, se pesaron y
se congelaron a -80°C. El peso relativo de cada uno de los 6rganos se calculé dividiendo el
peso de cada érgano por el peso total del animal correspondiente. Una muestra de higado
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se guardé en paraformaldehido al 10 % para realizar estudios histol6gicos, y otra muestra se
almacen6 congelada a -80 °C para determinar la concentracién de glutatién reducido en
este tejido.

Procedimientos analiticos

Determinacion de acidos grasos libres en plasma

Para determinar los acidos grasos libres del plasma se utiliz6 un kit colorimétrico comercial
(EnzyChrom Free Fatty Acid Assay Kit, BioAssay Systems, Estados Unidos) basado en la
reaccién enzimatica de los acidos grasos libres con la Acil-CoA que forman peréxido de
hidrégeno (H20O,). La intensidad de color se midié a 37 °C con un espectrofotémetro (Biotek
HT Sinergy), a una longitud de onda de 570 nm. La intensidad de color formada es
directamente proporcional a la concentracién de acidos grasos libres en la muestra. Como

patrén se realiz6 una curva estandar de acido palmitico (0-1000 pM).

La concentracién de acidos grasos libres presentes en cada muestra se calculé de la

siguiente forma:

Concentracién de ADS muestra — ADS blanco

- ~ X n(uM
acidos grasos libres n (uM)

Pendiente (uM ™)

Donde:
- Abs uestra Y ADS panco: Absorbancia de la muestra y absorbancia del blanco a 572

nm, respectivamente.

- Pendiente: Pendiente de la recta patron.

- n: Factor de dilucién de la muestra.

Estudio histologico del higado

Para llevar a cabo el estudio histopatol6gico del higado, una muestra de este tejido se fij6 en
solucién de formaldehido al 10 % en PBS durante un minimo de 48 horas y posteriormente
se procesd para su inclusiéon en parafina en un procesador automatico Thermo Shandon

(Thermo Fisher Scientist, Estados Unidos). Una vez embebido en parafina se corté con un
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micrétomo Microm (MICROM International GmbH, Alemania) en secciones de 5 um. A
continuacién, las preparaciones se tifieron con hematoxilina-eosina (H & E) para su estudio
general y con la tinciéon de Van Gieson para la determinacién de fibrosis. La observacién se
realizd6 con un microscopio Zeiss Axioskop 2 (Zeiss Microlmaging GmbH, Alemania)
equipado con el programa de andlisis de imagen AxioVision 4.6 (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Alemania).

Determinacion de los niveles de factor de necrosis tumoral en plasma

Para determinar las concentraciones plasmaticas de factor de necrosis tumoral (TNF-a) se
usaron los kit de ELISA directos, especificos para rata de TNF-a (Invitrogen). La
cuantificaciéon se llevé a cabo a una longitud de onda de 450 nm con un espectrofotémetro
(Biotek HT Sinergy). Los resultados de los niveles de TNF-a se expresan como pg de TNF-

a/ml de plasma.

Determinacion de malonildialdehido en plasma

Para determinar los niveles de malonildialdehido (MDA) en el plasma de las ratas se utiliz6
el ensayo modificado del acido tiobarbitirico (TBA). Para ello, el plasma se mezclé con
acido tricloroacético al 20 % en 0.6 M HCI (1:1 v/v), y los tubos se mantuvieron en hielo
durante 20 minutos para precipitar los componentes del plasma, evitando asi, posibles
interferencias. Las muestras se centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos. A continuacién,
se afadié el TBA (Sigma) (120 mM en Tris 260 mM y pH 7) al sobrenadante en una
proporcién 1:5 (v/v), y la mezcla se calenté a 97°C durante 30 minutos. La reaccién entre
MDA y TBA produce un pigmento estable de color rojo-rosaceo, con un coeficiente de
absorcién molar de 1.56 x 10° M cm™ en el espectro visible (535 nm). En este aducto, la
proporcion MDA:TBA es de 1:2. Para la medida de la absorbancia se utilizé un
espectrofotémetro (Biotek HT Sinergy, Estados Unidos), controlado por el software Gen 5
1.06. Las concentraciones de MDA en plasma se expresan como nmol de MDA/ml de

plasma.

Medida de la capacidad antioxidante del plasma

Para determinar la actividad antioxidante, se utilizé el ensayo ORAC (Oxigen Radical
Absorbance Capacity) y se utilizé fluoresceina como sustrato oxidable. Este ensayo mide la
capacidad que tienen los antioxidantes presentes en una muestra para neutralizar los

radicales peroxilo, que se originan a partir de la descomposicién térmica del 2,2"-azo-bis-(2-
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metilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH) y que causa la oxidacién de la fluoresceina que
actia como sustrato (FIG 5). Como antioxidante de referencia se utilizé el acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), analogo soluble de la vitamina E.

El AAPH, el trolox y las muestras de plasma se diluyeron en tampén fosfato (75 mM, pH
7.4). El trolox se diluyé para obtener diferentes concentraciones (0.2 - 2 nmol) con las que
se construyé una curva de calibrado de referencia. Las soluciones de AAPH y trolox se
prepararon diariamente. Se prepar6 también una solucién stock de fluoresceina (1.17 mM)
en el mismo tampén, que se almacené en oscuridad a 4 °C durante 4 semanas. La reaccién
se llevé a cabo en un volumen final de 200 pl (20 pl de la muestra correspondiente, 120 pl
de fluoresceina y 60 pl de AAPH).

La fluorescencia se midié usando un fluorimetro (FLUOstar OPTIMA), siendo la longitud de
onda de excitaciéon de 485 nm y la de emisiéon 520 nm. Se utilizaron placas multipocillo de
poliestireno negras (Nunc, Dinamarca), y la medida de fluorescencia se realizé a 40 °C cada
minuto, durante 135 minutos. Las medidas de fluorescencia se normalizaron con respecto al
blanco (no antioxidante). A partir de las curvas normalizadas se calcul6 el &rea bajo la curva
(AUC) de descenso de fluorescencia utilizando la siguiente férmula:

i=80

AUC= 1+ 2 f; f,

Donde fo es la lectura de la fluorescencia inicial a 0 minutos y fi es la lectura de

fluorescencia después de i minutos.

Todas las muestras se prepararon por triplicado y se llevaron a cabo al menos tres ensayos
independientes para cada muestra. Los valores de ORAC se expresan como umol de
equivalentes de trolox/ul de plasma, usando para ello la curva del patrén calculada para

cada ensayo.

Homogeneizacion y determinacion de glutation reducido en tejido hepatico.
Para llevar a cabo las determinaciones de glutatiéon reducido, las muestras de higado se
homogeneizaron en tampén fosfato a pH 7.4 (Sigma) a 4 °C utilizando un homogeneizador
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de vidrio. Posteriormente, los homogeneizados se centrifugaron a 5000 g y 4 °C durante 15
minutos, y se recogieron alicuotas los sobrenadantes, que se almacenaron a -80°C hasta su

utilizacion.

El contenido de glutation reducido en el higado se determiné por el método fluorimétrico
monoclorobimane. Para ello, 90 pl de sobrenadante de homogeneizado de higado se
depositaron en una placa multipocillo de poliestireno negra, y se afiadieron a la placa 10 pl
de una solucién que contenia glutatién S-transferasa (1U/ml) obtenida de higado de caballo
(Sigma) y monoclorobimane 1 mM (Fluka Biochemical, Suiza). La placa se incubé a
temperatura ambiente protegida de la luz durante 30 minutos. Durante este tiempo tiene
lugar una reaccién en la que el glutatién se une al monoclorobimane, generando un
complejo fluorescente. Esta reaccion esta catalizada por la glutation S-transferasa.
Transcurrido dicho tiempo, se procedié a cuantificar la concentracién del complejo, y por lo
tanto de glutation, mediante un fluorimetro (FLUOstar OPTIMA), a una longitud de onda de
excitacion de 390 nm y de emisién de 510 nm. Para determinar el contenido de proteinas en
las muestras de higado, se utiliz6 la técnica espectrofotométrica descrita en el apartado
3.2.5. Las concentraciones de glutatiéon reducido en el higado se expresan como umol de
glutatién reducido/g de proteina.

Determinacion de glucosa e insulina en plasma

Para obtener los valores de glucosa en plasma se utilizaron kits comerciales basados en
métodos enzimatico-colorimétricos (Spinreact S.A/S.A.U, Espafa). Para ello se pipetearon
10 ul de plasma y se afadié 1 ml de reactivo, la mezcla se incub6 durante 10 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se midié la absorbancia a 540 nm en un
espectrofotémetro (Biotek HT Sinergy). Los resultados se expresan como mg de glucosa/dl
de plasma.

Para determinar la concentracién de insulina plasmatica se utiliz6 un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de tipo directo con un kit comercial ultrasensible especifico para
rata (Mercodia AB, Suecia). La lectura se realiz6 a 450 nm con un espectrofotémetro (Biotek
HT Sinergy). Los niveles de insulina en el plasma se expresan en pg de insulina/L de
plasma.
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Calculo de indices HOMA-IR, HOMA-B y QUICKI

El valor de la concentracién plasmatica de insulina, junto con el valor de la concentracién
plasmatica de glucosa en los animales sacrificados, se utilizaron para calcular el indice de
resistencia a la insulina [*homeostasis model assessment” (HOMA)-IR] y el indice de
secrecion de insulina en las células  pancreaticas [HOMA-B]. También se calcul6 el indice
cuantitativo de sensibilidad a la insulina [*Quantitative Insulin Sensitivity Check Index’
(QUICKI)]. Las férmulas que proporcionan los valores de los indices mencionados figuran a

continuacion:
HOMA-IR = insulina en ayunas (uU/ml) x glucosa en ayunas (mm)/22.5
HOMA-B = 20 x insulina en ayunas (uU/ml)/[glucosa en ayunas (mm)-3.5]
QUICKI = 1/[log insulina en ayunas (pU/ml) + log glucosa en ayunas (mg/dl)].

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los animales se expresaron como la media + el error estandar
de la media (EEM) de, al menos, 7 animales. Para el analisis estadistico de los resultados
se utilizd el test de la “t de student” para datos no apareados. Se considera siempre
significativa la diferencia para valores de P < 0.05. Para llevar a cabo el analisis estadistico
se emple6 el programa estadistico Graph-Pad Prism versiéon 4.00 para Windows (Graph-Pad
Software, San Diego, CA). Se realizaron las siguientes comparaciones: *P < 0.05 ratas
delgadas vs ratas obesas que bebieron agua, # P < 0.05 ratas obesas que bebieron agua vs
ratas obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina.

Ejemplo 1. Obtencion de un producto bioactivo multifuncional que es un hidrolizado
de clara de huevo con pepsina

El hidrolizado se obtuvo empleando como sustrato clara de huevo de gallina, procedente de
clara de huevo pasteurizada comercial. Como enzima, se utilizd pepsina de grado
alimentario, procedente de estémago de cerdo. El pH de la clara se ajusté a 7.0 afiadiendo
HCI 37% de grado alimentario. Se afadié la pepsina (relacién enzima/sustrato 2:100, p/p).
La hidrélisis se realiz6 a una temperatura de 37 °C durante 8 horas, a presién atmosférica
(0.1 MPa) en un bafio termostatico con agitaciéon. La inactivaciéon de la pepsina se consigui6
elevando el pH con NaOH de grado alimentario 5 M. Posteriormente se centrifugaron las
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muestras durante 15 min a 4000 g para obtener el sobrenadante, que se utiliz6 en los

ensayos con ratas.

Ejemplo 2. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los niveles de
acidos grasos en el plasma de ratas Zucker obesas

Los resultados mostraron que la concentracién plasmatica de acidos grasos libres fue
significativamente superior en las ratas Zucker obesas respecto a sus controles, las ratas
Zucker delgadas. En las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo
con pepsina se observé una disminucién significativa en la concentraciéon plasmatica de

acidos grasos libres en comparacion con las ratas obesas que bebieron agua (FIG 1).

Ejemplo 3. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre el tamafo del

tejido adiposo en el plasma de ratas Zucker obesas

En lo que respecta al tejido adiposo epididimal, tanto su peso como su peso relativo fueron
significativamente superiores en los grupos de ratas Zucker obesas respecto a las delgadas.
Estos parametros fueron, ademas, significativamente menores en las ratas Zucker obesas
que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina en comparacién con las ratas
Zucker obesas que bebieron agua (FIG 2).

Ejemplo 4. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre el grado de
esteatosis hepatica en las ratas Zucker obesas

Los cortes histolégicos de tejido hepatico tefiidos con hematoxilina-eosina analizados al
microscopio éptico muestran una clara diferencia en la apariencia de los higados entre los
distintos grupos experimentales (FIG 3). El higado de las ratas Zucker delgadas no present6
signos de patologia hepatica, ni linfocitos T o B extravasculares (FIG 3A). Por el contrario,
en los higados de las ratas Zucker obesas que bebieron agua se observé una clara
esteatosis, con una distribucién heterogénea de vesiculas de grasa principalmente de tipo
microvesicular (FIG 3B). Aunque en todos los cortes de tejido hepatico correspondientes a
los animales obesos se observé una ligera infiltracién linfocitaria, no se detectaron signos de
fibrosis en ninguno de los grupos. Sin embargo, la gravedad de la esteatosis no fue la
misma en todos los grupos de ratas obesas, ya que las ratas Zucker obesas que recibieron
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el hidrolizado de clara de huevo con pepsina mostraron un sorprendente menor grado de
esteatosis, con menos vesiculas grasas y de menor tamario (FIG 3C).

Ejemplo 5. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los niveles de

factor de necrosis tumoral alfa en el plasma de ratas Zucker obesas

Los niveles de TNF-a en las ratas Zucker obesas fueron 3 veces superiores a los de las
ratas delgadas (FIG 4). El aumento del TNF-a caracteriza los principales modelos
experimentales de obesidad, entre los que se incluye el modelo de las ratas Zucker obesas
que hemos utilizado. Esto puede deberse a la hipertrofia que manifiestan los adipocitos en
estos animales, lo que favorece la produccién de citoquinas proinflamatorias como es el
TNF-a. Las ratas Zucker obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina

presentaron sin embargo una disminucién significativa de los niveles de TNF-a en el plasma.

Ejemplo 6. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los niveles de
malonildialdehido en el plasma de ratas Zucker obesas

Las ratas Zucker obesas que bebieron agua presentaron un aumento significativo en los
niveles plasmaticos de MDA respecto a las ratas Zucker delgadas (FIG 5). El consumo del
hidrolizado de clara de huevo con pepsina disminuyé significativamente los valores de MDA
en los animales obesos. Estos datos indican que el grado de peroxidacién lipidica es mayor
en los animales obesos que en los delgados, y que el aumento de los niveles de MDA en
individuos que padecen SM, se reduce con el consumo del hidrolizado de clara de huevo

con pepsina.

Ejemplo 7. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre la capacidad

antioxidante del plasma en ratas Zucker obesas

El valor del ORAC obtenido nos proporciona la capacidad del plasma para neutralizar
radicales peroxilo. Este valor fue similar en el plasma de las ratas Zucker delgadas y en de
las ratas Zucker obesas que bebieron agua (FIG 6). Sin embargo, las ratas Zucker obesas
que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina experimentaron un aumento en

la capacidad antioxidante plasmatica.
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Ejemplo 8. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los niveles de
glutatiéon reducido en el higado de ratas Zucker obesas

Las ratas Zucker obesas que bebieron agua presentaron una disminucién significativa de los
niveles de glutatiéon reducido (considerado el principal antioxidante celular) en el tejido
hepatico respecto a los niveles de esta molécula registrados en los animales delgados (FIG
7). Los niveles de glutatién reducido aumentaron significativamente en las ratas Zucker
obesas que recibieron el hidrolizado de clara de huevo con pepsina con respecto a las ratas
Zucker obesas que bebieron agua.

Ejemplo 9. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los niveles de
dglucosa e insulina en el plasma de ratas Zucker obesas

En lo que respecta a la glucemia, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de ratas Zucker obesas y ratas Zucker delgadas (FIG 8A). Las concentraciones
plasmaticas de insulina fueron, sin embargo, mayores en las ratas Zucker obesas que en las
ratas delgadas (FIG 8B). Estos datos se corresponden con lo descrito para este modelo
animal, que desarrolla hiperinsulinemia sin presentar niveles plasmaticos de glucosa
elevados, y en el que la IR aparece cuando las ratas Zucker obesas son j6évenes,
aproximadamente a las 7 semanas de vida. Tampoco se observaron cambios en los niveles
de glucosa en los animales obesos que recibian hidrolizado de clara de huevo con pepsina,
pero en el grupo de animales que consumieron el hidrolizado si se observé una reduccién

significativa en la concentracién de insulina plasmatica (FIG 8B).

Ejemplo 10. Efecto del hidrolizado de clara de huevo con pepsina sobre los indices
HOMA-ir, HOMA-B y QUICKI en ratas Zucker obesas

Las ratas Zucker obesas presentaron valores significativamente mas altos de HOMA-ir (FIG
9A) y HOMA-B (FIG 9B), asi como un valor mas bajo de QUICKI (FIG 9C) que las ratas
Zucker delgadas. Estos resultados resultan I6gicos ya que los animales obesos de esta raza
muestran IR e indican que existe ademas una disfunciéon de las células B-pancredticas en
las ratas Zucker obesas. Las ratas Zucker obesas que recibieron los hidrolizados de huevo
con pepsina presentaron valores significativamente mas bajos de HOMA-ir y HOMA-B, asi
como un valor mas alto de QUICKI que las ratas Zucker obesas que bebieron agua. Al
mostrar los tejidos menor resistencia a la insulina, pueden captarla mejor y los
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requerimientos de esta hormona disminuyen. Por este motivo, la capacidad secretora de las
células B-pancreaticas no necesita ser tan alta. Mas adn, el incremento en el valor del indice
QUICKI observado en las ratas Zucker obesas que consumieron el hidrolizado de pepsina
indica que este grupo de animales desarrollan ademas un mecanismo compensador para

aumentar la sensibilidad a la insulina.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de un producto bioactivo multifuncional identificado a partir de la hidrélisis enzimatica

de proteinas de la clara de huevo, obtenido por un procedimiento de sintesis quimica o

enzimatica o0 mediante métodos recombinantes y que se caracteriza por:

actividad IECA in vitro y/o actividad antihipertensiva in vivo y/o  actividad
antioxidante,

un peso molecular comprendido entre 365,2 y 1152,58, y

ser péptido identificado con las secuencias de aminoacidos del grupo siguiente: SEQ
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6,
SEQ IDNO 7 YSEQ ID NO 8;

en la elaboracién de una composiciéon farmacéutica y/o una composiciéon alimentaria

funcional eficaz para el tratamiento y/o prevencién de las alteraciones que caracterizan el

sindrome metabdlico.

2.- Uso de un producto bioactivo multifuncional que se obtiene por un procedimiento de

hidrdlisis de un material de partida que contenga una o0 mas proteinas o péptidos, de origen

animal, vegetal o procedentes de microorganismos, cuya secuencia de aminoacidos

comprende la secuencia de aminoacidos de alguno de los péptidos bioactivos segin la

reivindicacién 1 y que comprende los siguientes pasos:

i)

ii)

disolver o dispersar el material de partida, a una concentracién apropiada, en agua o
en una disolucién tampén, a un pH adecuado para la actuacién de la enzima
proteolitica,

emplear cualquier enzima proteolitica capaz de romper la proteina presente en el
material de partida y proporcionar los péptidos de interés o microorganismos
proteoliticos que llevaran a cabo una fermentaciéon del sustrato, todo ello con un
tiempo de reacciéon comprendido entre 10 min y 24 horas, y

opcionalmente emplear altas presiones hidrostaticas comprendidas entre 100 y 1000
MPa, para acelerar la hidrélisis del sustrato sin inhibir la enzima proteolitica y/o

modificar el perfil de los péptidos obtenidos;

en la elaboracion de una composicién farmacéutica y/o una composiciéon alimentaria

funcional eficaz para el tratamiento y/o prevenciéon de las alteraciones que caracterizan el

sindrome metabdlico.
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3.- Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por que el
producto bioactivo multifuncional es el hidrolizado enzimatico de proteina de clara de huevo
y/o una fraccién de bajo peso molecular del mismo y/o al menos uno de los péptidos que
comprende y/o sus derivados o sales farmacéuticamente aceptables y/o sus mezclas.

4.- Uso segun la reivindicacién 3, caracterizado por que el producto bioactivo multifuncional
se obtiene de las proteinas de clara del huevo que provienen de ovoalbimina pura, clara de
huevo, huevo entero, ovoproductos destinados a hosteleria y restauracién, complementos
dietéticos para deportistas, ovoproductos para alimentacién animal, cualquiera de sus

fracciones, o una purificacién de las mismas.

5.- Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el
producto bioactivo multifuncional se obtiene de la hidrélisis enzimatica con pepsina de las
proteinas de clara de huevo.

6.- Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que es efectivo
en el tratamiento y/o prevencién de una cualquiera de las alteraciones que caracterizan el
sindrome metabdlico y que se elige de entre, obesidad, dislipidemia, resistencia a la

insulina, estrés oxidativo y estado pro-inflamatorio.

7.- Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que es efectivo
de forma simultanea en el tratamiento y/o prevencién de las siguientes alteraciones que
caracterizan el sindrome metabdlico, obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, estrés

oxidativo y estado pro-inflamatorio.

8.- Uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que es efectivo
en el tratamiento y/o prevencién de uno cualquiera de los parametros que se utilizan para el
diagnéstico de las alteraciones mas frecuentes que caracterizan el sindrome metabdlico y
que se elige de entre, elevados niveles plasmaticos de acidos grasos libres, aumento del
tejido adiposo epididimal, presencia de esteatosis hepatica, elevados niveles plasmaticos del
factor de necrosis tumoral alfa, alto nivel de estrés oxidativo, elevados niveles de insulina en
el plasma, aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-ir), aumento del indice de
funcionalidad de las células B-pancreaticas (HOMA- B) y disminucién del indice de
sensibilidad a la insulina (QUICKI).
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9.- Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque es efectivo
de forma simultanea en el tratamiento y/o prevencioén de los siguientes parametros que se
utilizan para el diagnéstico de las alteraciones mas frecuentes que caracterizan el sindrome
metabdlico, elevados niveles plasmaticos de acidos grasos libres, aumento del tejido
adiposo epididimal, presencia de esteatosis hepatica, elevados niveles plasmaticos del
factor de necrosis tumoral alfa, alto nivel de estrés oxidativo, elevados niveles de insulina en
el plasma, aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-ir), aumento del indice de
funcionalidad de las células B-pancreaticas (HOMA-B) y disminucién del indice de
sensibilidad a la insulina (QUICKI).
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