WO 2011/138489 A1 [} 00 OO 00O 0

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA
DE PATENTES (PCT)

(19) Organizaciéon Mundial de la Propiedad

10 de noviembre de 2011 (10.11.2011)

Intelectual
Oficina internacional

(43) Fecha de publicacién internacional

OO0 0O 00
(10) Namero de Publicacion Internacional

WO 2011/138489 A1l

(51)

21

(22)

(25)
(26)
(30)

an

(72)
(75)

Clasificacion Internacional de Patentes:
AG61K 38/01 (2006.01) CO7K 14/47 (2006.01)
A6IK 38/17 (2006.01) A61P 31/14 (2006.01)

Numero de la solicitud internacional:
PCT/ES2011/070318

Fecha de presentacién internacional:

4 de mayo de 2011 (04.05.2011)
Idioma de presentacion: espailol
Idioma de publicacion: espafiol
Datos relativos a la prioridad:
P201030675 6 de mayo de 2010 (06.05.2010) ES

Solicitante (para todos los Estados designados salvo
Us): CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC) [ES/ES];
Serrano, 117, E-28006 Madrid (ES).

Inventores; e

Inventores/Solicitantes (para US solamente): RECIO
SANCHEZ, Isidra [ES/ES]; Instituto de Fermentaciones
Industriales, Juan de la Cierva, 3, E-28006 Madrid (ES).
RODRIGUEZ SAINT-JEAN, Sylvia [ES/ES]; Centro
de Investigaciones Bioldgicas, Ramiro de Maeztu, 9,

74

@1

E-28040 Madrid (ES). PEREZ PRIETO, Sara Isabel
[ES/ES]; Centro de Investigaciones Biologicas, Ramiro
de Maeztu, 9, E-28040 Madrid (ES). LOPEZ
EXPOSITO, Ivin [ES/ES]; Instituto de Fermentaciones
Industriales, Juan de la Cierva, 3, E-28006 Madrid (ES).
DE LAS HERAS SANCHEZ, Ana Isabel [ES/ES];
Centro de Investigaciones Bioldgicas, Ramiro de Maeztu,
9, E-28040 Madrid (ES). GOMEZ RUIZ, José Angel
[ES/ES]; Instituto de Fermentaciones Industriales, Juan
de la Cierva, 3, E-28006 Madrid (ES). RAMOS
GONZALEZ, Mercedes [ES/ES]; Instituto de
Fermentaciones Industriales, Juan de la Cierva, 3,
E-28006 Madrid (ES).

Mandatario: UNGRIA L()PEZ, Javier; Avenida
Ramon y Cajal, 78, E-28043 Madrid (ES).

Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,
AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR,
BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,
KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,
LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ,
NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS,

[Contintia en la pagina siguiente]

(54) Title: USE OF CASEIN HYDROLYSATES AS ANTIVIRAL AGENTS
(54) Titulo : USO DE HIDROLIZADOS DE CASEINAS COMO ANTIVIRALES

s

(4
[+ 53

3

[=
o

3

Reduccion del titulo infectivo

E (log 10)

2
Tiempo (horas) o

FIG. 1A

3 3 24

AA reduction of the infectious titre (log 10)

BB time (hours)

(57) Abstract: The invention relates to the use of hydrolysates of bovine milk caseins with pepsin, and compositions containing
said hydrolysates, as antiviral agents. Said hydrolysates and compositions are particularly suitable for use against salmonid virus,
and, specifically, against infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) and infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV).

(57) Resumen:

[Contintia en la pagina siguiente]



WO 2011/138489 A1 I H000 AT A V0P OO0

84)

RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ,
TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,

M, ZW.

Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,

para toda clase de proteccion regional admisible):

ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, SD,
SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE, BG,
CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU,
IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT,

RO, RS, SE, SL SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,
CL CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicada:

con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))

antes de la expiracion del plazo para modificar las
reivindicaciones y para ser republicada si se reciben
modificaciones (Regla 48.2(h))

con la parte de lista de secuencias de la descripcion
(Regla 5.2(a))
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Uso de hidrolizados de caseinas como antivirales.

La presente invencidon se encuentra dentro de la biologia y la medicina, y
en concreto se refiere al uso de hidrolizados enzimaticos de caseinas
lacteas como antivirales, y en particular frente a virus de salménidos, a las
composiciones que contienen dichos hidrolizados, y a su procedimiento
de obtencidn.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

En los ultimos afios, la fraccion proteica de los alimentos ha sido objeto de
numerosos estudios destinados a demostrar la actividad biolégica de
proteinas y péptidos alimentarios. La mayoria de las investigaciones
realizadas han estado encaminadas a la utilizacion de estos péptidos
como ingredientes en alimentos funcionales. Se ha demostrado que
determinadas proteinas lacteas y péptidos derivados de las mismas
ejercen diferentes actividades biolégicas como por ejemplo actividad
antimicrobiana frente a distintas bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y levaduras (Pellegrini 2003. Curr. Pharm. Design 9, 1225-1238;
Lépez-Expésito y Recio 2008, Adv. Exp. Med. Biol. 606, 271-293). La
utilizacidon de péptidos y proteinas alimentarias como agentes
antimicrobianos en otras aplicaciones ha suscitado un notable interés
dada la inocuidad de estos compuestos. Recientemente, se ha empezado
a explorar la posible actividad antiviral de distintos fragmentos derivados
de proteinas lacteas frente a algunos virus que afectan a mamiferos. Por
gjemplo, la proteina lactea lactoferrina y modificaciones quimicas de la
misma encaminadas a modificar la carga superficial de la proteina, han
demostrado una notable actividad frente al virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1(HIV),0 el citomegalovirus humano (HCMV) (Floris et al.,
Curr. Pharm. Design 9, 2003, 1257-1275; Pan et al., 2006. Int. Dairy J. 16,
1252-1261). Otras proteinas lacteas han demostrado actividad antiviral
solo tras la modificacion quimica de las mismas para darles una carga
marcadamente negativa o positiva. Asi, por ejemplo, proteinas lacteas y
de plasma quimicamente modificadas con anhidrido succinico o
acetiladas para aumentar la carga negativa, presentan potente actividad
frente al virus HIV (Groenink et al., 1997. AIDS Res Hum Retroviruses, 13,
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179-85 ; Swart et al, 1999. J. Pept. Sci. 5, 563-576). Por el contrario,
proteinas lacteas con modificaciones destinadas a aumentar la carga
positiva de las mismas han demostrado actividad frente al citomegalovirus
humano (Swart et al., 1999. J. Pept. Sci. 5, 563-576; Berkhout et al., 2004.
Biometals 17, 291-294; Groot et al., 2005. J. Virol. 79, 3009-3015). La
lactoferrina tiene actividad antiviral frente a Herpes simplex tipo 1 y 2
(Hasegawa et al., 1994. Jon. J .Med. Sci. Biol. 47, 73-85), adenovirus
(Arnold et al., 2002. Antiviral Res 53, 153-158) virus del VIH (Harmesen et
al. J. Infect.Dis 172, 1995, 380-388; Puddu et al., 1998. Int. J. Biochem.
Cell B. 30, 1055-1063; Van der Strate et al., 2000. Viral Inmunol 12, 197-
203) virus de la hepatitis C (Tanaka et al., 1999. Jpn J Cancer Research
90, 367-203). La mayoria de los estudios sugieren que la lactoferrina
inhibe la entrada del virus a la célula hospedadora mas que actuar sobre
su replicacion (Malazzeweska et al., 2006. Medycyne Weterynaryjna 62,
1104-1107).

Sin embargo, hay menos estudios sobre la actividad antiviral de péptidos,
es decir, fragmentos derivados de las proteinas lacteas. La mayoria de los
estudios se han llevado a cabo sobre la lactoferricina, péptido derivado de
la lactoferrina. Se ha demostrado que este péptido es activo frente a
infecciones por citomegalovirus, adenovirus, calcivirus felino y herpes
simplex, aunque la potencia antiviral era mas baja que la de la proteina
precursora (Andersen et al., 2001. Antiviral Res. 51, 141-149; Di Biase et
al, 2003. J. Med. Virol. 69:495-502; McCann et al, 2003. J. Appl
Microbiol. 95, 1026-1033).0tros péptidos derivados de la lactoferrina que
se corresponden con los fragmentos {(86-258) y {(324-329) son activos
contra rotavirus (Superti et al., 2001. Biochim. Biophys. Acta-Gen. Subj.
1528, 107-115), aunque estos fragmentos no contienen cargas positivas
en su secuencia. Asimismo, se ha evaluado la actividad antiviral de
peptidos cargados positivamente derivados de la x-caseina como los
fragmentos f(1-10), f (98-111), {(98-112) y otros cargados negativamente
como el glicomacropéptido {(106-169). Estos fragmentos no presentan
actividad frente al HIV (Berkhout et al., 1997. AIDS Res Hum Retroviruses
1, 1101-1107). El ¢licomacropéptido f (106-169) inhibe Ila
hemoaglutinacion del virus influenza (Kawasaki et al.,, 1993. Bios Biotech
& Biochem, 57, 1214-1215).
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Hasta ahora, la mayoria de los estudios con proteinas y péptidos
alimentarios se han hecho con virus humanos por 1o que no existen datos
sobre la actividad de estas proteinas ¢ sus modificaciones quimicas frente
a virus implicados en enfermedades de peces. Los virus que afectan a
peces teledsteos ofrecen gran interés ya que la acuicultura se ha
intensificado y diversificado en todo el mundo, y los movimientos de
animales vivos 0 sus productos, han acelerado la dispersién accidental de
enfermedades, que ocasionan graves pérdidas econdmicas en este
sector. Estos virus constituyen un modelo innovador para la determinacion
de la actividad bioldgica de péptidos y proteinas alimentarias, que pueden
presentar caracteristicas antiviricas 0 inmunoestimulantes y que podrian
constituir un recurso como farmaco o como coadyuvante de vacunas
DNA. Hasta ahora el planteamiento del uso de posibles antiviricos en
peces de consumo no se ha desarrollado por ser moléculas toxicas, o
poco activas o demasiado costosas.

Los virus que afectan a peces teledsteos como el Aquabirnavirus, virus de
la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) y el Novirhabbdovirus, virus de
la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) causan infecciones
sistémicas y producen alta mortalidad en truchas y otros salmonidos
siendo responsables de graves pérdidas econdmicas en el sector de la
acuicultura a nivel mundial. El IHNV puede causar perdidas mayores del
90% en granjas afectadas y es endémico en el Noreste del Pacifico de
Ameérica del Norte extendiéndose a otras areas y paises (La Patra et al.,
1996. Ann. Rev. Fish Dis. 6, 15-28.; Enzmann et al., 1992. Bull. Eur. Ass.
Fish. Pathol. 12, 185.; Bootland y Leong, Fish Diseases and Disorders.
Vol. 3, Viral, Bacterial and Fungal infections. 1999,. 57-121. El PNV fue
aislado por primera vez en Norte América en 1960 y se ha extendido a
Europa y Japoén. Este virus se ha aislado de otras especies de peces no
salménidos asi como en crustaceos y moluscos y es el de mayor
prevalencia en instalaciones espafnolas. (Wolf, Fish Viruses and Fish
Diseases., 1988, 115-157, Rodriguez et al, 1997, J Aquatic Animal
Health 9: 295-300. Rodriguez et al., 2003. Adv Virus Res 62, 113-165.
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Respecto a la utilizacién de los hidrolizados de caseina de la leche existe
un documento (WO/2006/131586 "Bioactive peptides identified in
enzymatic hydrolyzates of milk caseins and method of obtaining same")
donde se reivindica el empleo de determinados péptidos por su actividad
antimicrobiana, actividad inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA), actividad antihipertensiva y por su actividad como
antioxidantes. Sin embargo no se describe su actividad antiviral. Tampoco
se ha encontrado ningun documento sobre la posible utilizacién de los
hidrolizados de caseina o alguno se sus péptidos frente al virus de la
necrosis hematopoyética infecciosa, IHNV y frente al virus de la necrosis
pancreatica infecciosa, IPNV. Asimismo, también se ha recogido en otro
documento (WO 00/15655) la actividad antimicrobiana frente a bacterias
de algunos de los péptidos descritos en la presente invencion pero no se
ha considerado su posible actividad como antivirales.

Los hidrolizados de caseinas y péptidos derivados de la alfa s.-caseina
(0s2-caseina) podrian servir, ademas de formar parte de productos
alimenticios 0 productos farmacéuticos, para el tratamiento y la
prevencién de algunas enfermedades; particularmente podrian actuar
como antivirales de peces y ser usados en acuicultura. La invencidon
amplia las aplicaciones de las proteinas lacteas contribuyendo a su
aprovechamiento y revalorizacion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una serie de hidrolizados de caseina,
que contienen una serie de péptidos con actividad antiviral, y en concreto,
con actividad frente al virus de la necrosis hematopoyética infecciosa,
IHNV y frente al virus de la necrosis pancredtica infecciosa, IPNV

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de un
hidrolizado de caseina en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, a un hidrolizado
de caseina para su uso en el tratamiento de una enfermedad viral.
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En una realizacion preferida, el hidrolizado de caseina comprende al
menos uno de los péptidos que se seleccionan de la lista que comprende:
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, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NQO: 19, SEQ ID NO: 20, o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, el
hidrolizado de caseina comprende al menos uno de los péptidos que se
seleccionan de la lista que comprende: SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidon, el
hidrolizado de caseina comprende al menos el péptido de secuencia SEQ
IDNO: 6

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral la padece un pez, mas preferiblemente perteneciente al
orden Salmoniformes, y dun mas preferiblemente al género Sa/lmo o al
género Oncorhynchus.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
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virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

En esta memoria se entiende por “enfermedad viral” una enfermedad que
se caracteriza por ser la manifestacion clinica consecuente a una
infeccidén provocada por un virus, y cuya accién invasiva y en su caso,
dafiina, ha perturbado la biologia del hospedador afectado. Métodos para
la deteccion del tipo de virus que actta como agente patégeno son
conocidos en el estado de la técnica, como por ejemplo, pero sin limitarse,
mediante todas las técnicas de identificacion molecular (sondas
geneticas, Hibridacidn in situ, sobre colonias (colony blotting) y sobre
membranas (Southern blotting), microarrays y microchips de DNA,
técnicas basadas en la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) como
por ejemplo, PCR aleatoria, PCR anidada y RT-PCR, reaccién en cadena
de la ligasa (LCR), reaccién de la Q-replicasa, técnica de la sonda ciclica
(CPT), ampilificacidbn basada en la transcripcidn: TAS y replicacién de
secuencia autosostenida (3SR), estudio del polimorfismo de acidos
nucleicos, mediante, por ejemplo, analisis de restriccion (RFLP y AFLP).,
analisis de DNA mitocondrial, electroforesis de campo pulsado (OFAGE,
CHEF, etc.), ribotipia, secuenciacion de DNA, analisis de proteinas de
origen microbiano (analisis electroforético, electroforesis
bidimensional,...), inmunodeteccidon de proteinas (Western blotting.
Inmunolocalizacién celular: inmunofluorescencia directa e indirecta.
Microscopia de fluorescencia y confocal), y citometria de flujo. Se
detectan también mediante aislamiento en Cultivos Celulares e
identificacién por seroneutralizacion.

Birnaviridae es una familia de virus que afecta a animales. Incluye los
siguientes géneros:

Género Aquabimavirus; especie tipo: Virus de la necrosis
pancreatica infecciosa.

Género Avibirnavirus; especie tipo: Virus de la enfermedad bursal
infecciosa.

Género Entomobirnavirus; especie tipo: Virus X de la Drosophila.
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Rhabdoviridae es una familia de virus infectivos para animales y plantas.
Entre los animales infectados estan insectos, peces y mamiferos,
incluidos los humanos. Rhabdoviridae es una familia de virus infectivos
para animales y plantas. Entre los animales infectados estan insectos,
peces y mamiferos, incluidos los humanos. La familia incluye los
siguientes géneros:

Género Cytorhabdovirus, especie tipo: Virus de la necrosis amarilla
de la lechuga.

Género Ephemerovirus; especie tipo: Virus de la fiebre efimera
bovina.

Género Lyssavirus; especie tipo: Virus de la rabia.

Género Novirhabdovirus; especie tipo: Virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa.

Género Nucleorhabdovirus;, especie tipo: Virus del enanismo
amarillo de la patata.

Género Vesiculovirus; especie tipo: Virus de la estomatitis
vesicular.
Adicionalmente se conoce un gran numero de virus que todavia no han
sido asignados a ningun genero.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una composicion, de
ahora en adelante composicion de la invencion, que comprende un
hidrolizado enzimatico de caseina, en la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, a una
composicién que comprende que comprende un hidrolizado enzimatico
de caseina para su uso en el tratamiento de una enfermedad viral. En una
realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicidén es
una composicidon farmacéutica.

En otra realizaciéon preferida, el hidrolizado enzimatico de caseina de la
composicién comprende al menos uno de los péptidos que se seleccionan
de la lista que comprende: 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, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:
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17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, o cualquiera de sus
combinaciones.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, el
hidrolizado de caseina comprende al menos uno de los péptidos que se
seleccionan de la lista que comprende: SEQ D NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO 11, o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidbn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizaciéon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

En otra realizacidon preferida, la composicion de la invencion ademas
comprende otro principic activo. En oftra realizacidon preferida, la
composicion de la invencibn ademas comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 1, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.
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En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacidon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En ofra realizacion més preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 2, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidon mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidén, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el



WO 2011/138489 PCT/ES2011/070318

10

virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 3, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 3 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidbn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizaciéon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del peptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 4, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 4 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacién ain mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
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virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 5, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 5 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 6, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
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secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 6 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion atn mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 7, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o aliernativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 7 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birmaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancredtica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecio de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
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En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 8, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ D NO: 8 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En oftra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al genero Novirhabdovirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del peptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 9, en la elaboracidén de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 9 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
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otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizaciéon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ D NO: 10, en la elaboracién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 10 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En ofra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyeética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).
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Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 11, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 11 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion adn mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 12, en la elaboracién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 12 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En ofra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al génerc Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).
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En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizaciéon atn mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 13, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 13 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 1HNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ D NO: 14, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 14 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.
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En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacidon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En ofra realizacion més preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 15, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 15 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidon mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidén, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
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virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ D NO: 16, en la elaboracién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, 0 alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 16 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidbn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizaciéon aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 17, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 17 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacién ain mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
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virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ D NO: 18, en la elaboracidon de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 18 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencién, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 19, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de



WO 2011/138489 PCT/ES2011/070318

20

secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 19 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion atn mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del péptido de secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 20, en la elaboracion de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad viral, o alternativamente, al péptido de
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 20 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad viral.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion atun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
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de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 IHNV).

Los péptidos del hidrolizado enzimatico de caseina de la invencion son
péptidos, y pueden actuar como ingredientes activos en composiciones,
preferiblemente en composiciones farmacéuticas.

” 8,

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “substancia activa”,
“substancia farmacéuticamente activa”, “ingrediente activo” ¢ “ingrediente
farmacéuticamente  activo” significa cualquier componente que
potencialmente proporcione una actividad farmacologica u otro efecto
diferente (actividad metabolica, inmunoldgica,...) en el diagndstico, cura,
mitigacion, tratamiento, o prevenciéon de una enfermedad o condicion
médica, 0 que afecta a la estructura o funcion del cuerpo del hombre u

otros animales.

Por tanto, otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de una
composicién que comprende un péptido que se selecciona de la lista que
comprende: 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, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:
18, SEQ ID NO: 19, y SEQ ID NO: 20, o cualquiera de sus
combinaciones, en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento
de una enfermedad viral, o alternativamente, a una composicion que
comprende un péptido que se selecciona de la lista que comprende: SEQ
D 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, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, y SEQ ID NO: 20, o cualquiera de sus combinaciones, para su
uso en el tratamiento de una enfermedad viral. En una realizacion
preferida, el péptido se selecciona de la lista que comprende: SEQ ID NO:
4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
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NO: 9, SEQ ID NO: 10. y SEQ ID NO: 11, o cualquiera de sus
combinaciones.

Por tanto, el péptido de la invencion puede formularse en una
composicién, Gtil para el tratamiento de una enfermedad viral. El uso de
peptidos como potenciales agentes terapéuticos presenta la ventaja de su
gran especificidad y su elevada actividad, presentando en general baja
toxicidad y pocos efectos secundarios. Ademas, no se acumulan en el
organismo, ya que poseen una vida media relativamente corta (Adresi y
Soto, 2002. Current Medicinal Chemistry 9: 963-978; Lien & Lowman
2003. TRENDS in Biotechnology 21:556-562). En una realizacidon
preferida de este aspecto de la invencion, la composicibn es una
composicion farmacéutica.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Birnaviridae. En
otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, el virus de
la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus. En otra
realizacion aun mas preferida, el virus del género Aquabirnavirus es el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (infectious pancreatic necrosis
virus 6 IPNV).

En otra realizacidn preferida de este aspecto de la invencion, la
enfermedad viral es provocada por un virus de la familia Rhabdoviridae.
En otra realizacion mas preferida de este aspecto de la invencidn, el virus
de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus. En otra
realizacion ain mas preferida, el virus del género Novirhabdovirus es el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (infectious hematopoietic
necrosis virus 6 1HNV).

La composicion de la presente invencidn puede, por tanto, formularse
para su administracion a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero,
incluyendo al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado
de la técnica. Preferiblemente puede formularse para su administracion a
un pez, mas preferiblemente perteneciente al orden Salmoniformes, y aun
mas preferiblemente al género Salmo o al género Oncorhynchus. Asi,
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pueden estar, sin limitarse, en disolucion acuosa estéril 0 en fluidos
biolégicos, tal como suero. Las disoluciones acuosas pueden estar
tamponadas o no tamponadas y tienen componentes activos o inactivos
adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para modular la
fuerza idnica, conservantes incluyendo, pero sin limitarse a, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes
incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales. Alternativamente, las
composiciones pueden prepararse para su administracion en forma
sélida. Las composiciones pueden combinarse con varios vehiculos o
excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a; aglutinantes tales
como celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes
tales como almiddn o lactosa; agentes dispersantes tales como acido
alginico o almidén de maiz; lubricantes tales como estearato de
magnesio, deslizantes tales como dioxido de silicio coloidal; agentes
edulcorantes tales como sacarosa 0 sacarina; o agentes aromatizantes
tales como menta o salicilato de metilo.

Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse a un
animal, incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad
de formas, incluyendo, pero sin limitarse a, intraperitoneal, intravenoso,
inframuscular, subcutaneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral,
parenteral, intranasal o dérmico. Preferiblemente, la administracién es
oral.

La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva
depende de una variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso,
sexo, tolerancia,... del animal, incluyendo al hombre. En el sentido
utilizado en esta descripcidn, la expresion "cantidad terapéuticamente
efectiva” se refiere a la cantidad de péptidos, o profarmacos, derivados o
analogos de dicho péptido que produzcan el efecto deseado y, en
general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas
propias de dichos profarmacos, derivados o analogos y el efecto
terapéutico a conseguir. Los “adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente
aceptables” que pueden ser utilizados en dichas composiciones son los
vehiculos conocidos por los técnicos en la materia.
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El término “medicamento”, hace referencia a cualquier sustancia usada
para prevencion, diagnastico, alivio, tratamiento o0 curaciéon de
enfermedades en el hombre y los animales, y atin mas preferiblemente en
peces, y aun mas preferiblemente en los organismos del orden
Salmoniformes. En el contexto de la presente invencién, por tanto, la
composicion farmacéutica de le invencién seria también un medicamento.

En esta memoria se entiende por “pez” animales vertebrados acuéticos,
generalmente ectotérmicos, recubiertos en su mayoria por escamas y
dotados de aletas, que permiten su desplazamiento en el medio acuatico.
Taxondmicamente pertenecen a tres grupos: agnatos o peces sin
mandibulas, condrictios 0 peces cartilaginosos y osteictios 0 peces 6seos.

En esta memoria los organismos del orden Salmoniformes son
organismos celulares, del Supereino Eukaryota, reinc Metazoa, phylum
Chordata, superclase Gnathostomata, clase Actinopterygii. El orden
Salmoniformes incluye las familias Galaxiidae, Retropinnidae, Osmeridae,
y Salmonidae. Dentro de la familia Salmonidae se encuentran los géneros
Coregonus, Prosopium, Stenodus, Brachymystax, Hucho, Oncorhynchus,
Parahucho, Salmo, Salvelinus, Salvethymusy Thymallus.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende”
y sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas,
aditivos, componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros
objetos, ventajas y caracteristicas de fa invencién se desprenderdn en
parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no
se pretende que sean limitativos de la presente invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: Reduccion del titulo infectivo frente al virus IHNV con hidrolizados
de proteinas obtenidos tras diferentes tiempos de hidrdlisis usando dosis
de 100 ug /ml de cada hidrolizado. (A) Hidrolizado de caseinas (B)
Hidrolizado de B —caseina (C) Hidrolizado de agp-caseina (D) Hidrolizado
de ags-caseina.
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Fig. 2: Rendimiento viral en el tiempo tras infectar con IHNV las células
en presencia y ausencia de los hidrolizados de caseina total y aso-caseina
a dosis de 100 pg/mi.

Fig. 3: Porcentaje de células infectadas con IHNV mediante la deteccion
de antigenos antivirales a las 48 horas post-infeccion mediante citometria
de flujo, en el control de células no infectadas (A), en control de células
infectadas (B) y en las células infectadas tratadas con los hidrolizados de
caseina total y de og-caseina.

Fig. 4: Titulo infectivo frente a IHNV incorporando los hidrolizados al
ensayo 30 minutos antes de la infeccidn, al mismo tiempo que la
infeccion, o 60 minutos tras la infeccion.

Fig. 5: Analisis por FPLC del hidrolizado de a»-CN

Fig. 6: Porcentaje de inhibicidon del virus IHNV y reduccién del titulo
infectivo utilizando distintas concentraciones de las fracciones C, Dy E
obtenidas mediante intercambio catidnico (segun nomenclatura usada en
tabla 2). ( A) % Inhibicién virus IHNV. (B) Reduccion titulo infectivo
virus IHNV.

Fig. 7: Porcentaje de inhibicion y reduccion del titulo infectivo frente al
virus IHNV con diferentes concentraciones del péptido oso-caseina f(183-
207), sintetizado quimicamente, y el hidrolizado péptico de aso-caseina
del que procede dicho péptido.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados
por los inventores, que ponen de manifiesto la especificidad y efectividad
del hidrolizado de caseinas y de los péptidos que contienen sobre virus
de peces.
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Materiales y Métodos

Obtencion de caseina bovina

La caseina isoeléctrica se prepard por precipitacion a pH 4,6 de leche
entera por adicion de 2 M HCI hasta pH, 4,6 seguido de centrifugacion a
4500 g durante 15 min. El precipitado de caseina se lavod tres veces con
agua acidulada y posteriormente se liofiliza. Las fracciones de us-caseina,
B-caseina y x-caseina procedian de diferentes casas comerciales

Obtencion de as2-CN bovina

La ose-CN se preparo siguiendo el método de Vreeman y Van Riel, 1990
(Neth Milk Dairy Journal 44,43-48) con algunas modificaciones. A partir de
la caseina liofilizada se preparé una disolucién en agua milli-Q® (Millipore,
Billerica, USA) a una concentracion del 8% (p/v). Con la ayuda de NaOH
se incremento el pH a 7, se afadié DTT (1.2 %, p/p) y se agitdé a 5 °C para
conseguir la completa disolucion de las caseinas. Posteriormente se
calentd a 80°C para inactivar la plasmina y al llegar a esa temperatura se
interrumpi6 el calentamiento dejando que la temperatura bajara por si
misma a 60 °C, momento en el que la solucion se transfirid a un bafio con
hielo para alcanzar una temperatura de 20 °C. Una vez alcanzada esta
temperatura se ajusto el pH a 6,5 y se anadid lentamente y en frio, con
continua agitacion, 1-propanol hasta alcanzar una concentracion del 40 %
(v/v). La solucion resultante se dejé toda la noche en un bafio en hielo en
cémara fria a 2 °C. Al dia siguiente la solucidén se centrifugd a 17000 g
durante 30 minutos a 5 °C. El precipitado conteniendo la ag-CN se lavd
con 1-propanol al 40 % y se centrifugé en las condiciones descritas
anteriormente. Por ultimo, el precipitado se congelo y se liofilizo.

Hidrdlisis de caseina con pepsina

Para llevar a cabo la hidrélisis se prepard una disolucién acuosa al 0,5 %
(p/v) de caseina isoeléctrica, de os-caseina, de agp-caseina, de B-caseina,
0 de x-caseina, ajustandose el pH a 3 con HCl 1 M. Posteriormente, se
afadidé pepsina porcina (EC 3.4.23.1, 570 U/mg) a una concentracion final
del 3.7% (p/p). La hidrolisis se realiz6 a 37 °C durante 24 horas, con
agitacion, tomando alicuotas a las 0,5, 1, 2, 3, 5, 7 y 24 horas. Para
terminar la reaccion se calenté a 80 °C durante 20 minutos y se ajusto el
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pH a 7 con NaOH 1 M. El hidrolizado se centrifugd a 16000 g durante 15
minutos, recogiéndose el sobrenadante para la posterior evaluacion de la
actividad antiviral.

Aislamiento de fracciones peptidicas de la as2-CN bovina mediante
cromatografia de intercambio ionico (FPLC)

El aislamiento de fracciones peptidicas se llevé a cabo usando un equipo
de FPLC, y una columna de intercambio catiénico HiLoad™ 26/10 SP
Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Uppsala, Suecia). Las fases A y B
estaban constituidas por NH/HCOs 10 mM (ajustado a pH 7,0 con
HCOOH) y NH;5 1,5 M, respectivamente. Las muestras se prepararon en la
fase A a una concentracién de 5 mg/mL, inyectandose un volumen de 5
mL mediante un Superloop™ (Pharmacia) de 50 mL. Se utilizdé un flujo de
5 mbU/min. Tras 20 minutos con 100% de solvente A, se aplicd un
gradiente del 0 al 50% del solvente B en 60 minutos, seguido de 20
minutos con el 50% del solvente B. La deteccién se llevé a cabo a una
absorbancia de 214 nm. La temperatura de la columna y de las fases
moviles fue de 9°C. Se recogieron las fracciones de varios analisis
cromatograficos.

Andlisis mediante RP-HPLC acoplado on-line a espectrometria de
masas en tandem (RP-HPLC-MS/MS)

Las diferentes fracciones recogidas del FPLC se analizaron por RP-
HPLC-MS/MS. Se emple6 un equipo Esquire-LC (Bruker Daltonik GMBH,
Bremen, Alemania). El equipo de HPLC (serie 1100) estaba formado por
una bomba cuaternaria, un inyector automatico, un sistema de
desgasificacion de eluyentes y un detector ultravioleta de longitud de
onda variable (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) acoplado en
linea a un espectrometro de masas de trampa idnica Esquire 3000
{Bruker Daltonik). La columna fue una columna Hi-Pore C18 {250 x 4,6
mm d.i., 5 ym de tamafio de particula) (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA, EEUU). El disolvente A fue una mezcla de agua y &cido
trifluoroacetico (1000:0.37) y el disolvente B una mezcla de acetonitrilo y
acido trifluoroacético (1000:0.27). Se inyectaron 50 ul de muestra
preparada a una concentracion de 4,5 mg/ml. Se empled un flujo de 0.8
mi/min, con un gradiente lineal del 0% al 50% de disclvente B en 60
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minutos. El eluyente se monitorizé a 214 nm y el flujo de la muestra hacia
el nebulizador del espectrémetro de masas fue de 275 pl/min. La
fonizacion por ESI utilizd Nz como agente nebulizador (8 L/min), presion
de nebulizacién de 60 psi, temperatura de secado de 350 °C y un voltaje
del capilar de 4 KV. Los espectros de masa se adquirieron en el rango de
100-2500 m/z y se empled un rampa de fragmentacion comprendida entre
0.3 y 2 V. Como sistema de adquisicién de datos se utilizd el programa
Esquire ControlTM 5.0 y para identificar la secuencia de los diferentes
peptidos se utilizaron los programas informaticos Data AnalysisTM 3.0,
Sequence EditorTM 2.1 y BiotoolsTM 2.1 todos ellos de Bruker Daltonik
(Bruker DaltoniK, Alemania).

Actividad biologica:

Células y Cultivo de Virus.

Se eligio la linea celular BF-2 por su susceptibilidad a diversos virus.
Rodriguez Saint-Jean & Pérez Prieto, 2006 {Veterinary Immunology and
Immunopathology 110: 1-10). Esta linea celular procede de alevines del
pez sol, Lepomis macrochirus y se adquiridé en la American Type Culture
Collection (ATCC CRL 1681). Las células se cultivaron en medio de
crecimiento Leiboviz (L15, Gibco, Invitrogen, Barcelona) a 25°C,
suplementada con 100 unidades/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y 10% de suero fetal bovino (FBS,
Gibco). Para el mantenimiento de la monocapa celular, se utilizé el mismo
medio pero disminuyendo el porcentaje de suero fetal al 2%.

Para el cultivo y propagacién de los virus a ensayar, las células a las 24
horas de su siembra y con una monocapa subconfluente, fueron
infectadas con 1000 TCIDso/mi de virus y se incubaron a 15 o 20°C
(segun los virus) hasta que los efectos citopaticos (CPE) producidos por el
virus afectaban a toda la monocapa celular. En ese momento se
recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron a baja velocidad (300 g)
durante 5 minutos para retirar los restos celulares y se repartieron
alicuotas de la suspensidn de virus en tubos eppendorff que se
conservaron a -80°C hasta su utilizacion. El titulo infectivo del pase de
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virus se determiné calculando la dosis infectiva 50% (TCIDso/mL) que se
detalla mas adelante.

Los virus utilizados proceden de la ATCC y fueron el virus de la necrosis
pancredtica infecciosa (IPNV, ATCC VR1318) y el virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa (IHNV, ATCC VR714). La cantidad de virus
que se utiliza en la infeccion debe ser la suficiente para que a los 3 dias
post-infeccion (IPNV) y 7 dias (IHNV) se observe lisis total en las células
sin tratar con compuesto (control virus).

Citoxicidad de los compuestos:

Para determinar la toxicidad de los hidrolizados y sus fracciones en
cultivos celulares se utilizé un ensayo de viabilidad celular de los cultivos
tratados y sin tratar, segun el método de Renault et al., 1991 (Diseases of
Aquatic Organisms 10, 23-29) de valoracidn colorimétrica. A monocapas
confluentes de células BF-2 creciendo en placas de plastico desechable
de 96 pocillos, se les retird el medio de crecimiento y se reemplaz6 por
diferentes concentraciones de los hidrolizados o péptidos a ensayar,
diluidos en medio de mantenimiento. A los controles de células se les
afiadio el mismo volumen de medio de mantenimiento sin compuesto. Las
placas se incubaron a 15 °C durante 3-7 dias y tras la retirada del medio,
se tifleron las monocapas con una solucién de cristal violeta al 1% (w/v)
en etanol al 20 % durante 10 min. Tras lavado y secado al aire se midio la
absorbancia en un lector de microplacas (Bio-Rad ®) a 590 nm. Los
resultados se presentan como porcentajes de células supervivientes,
donde el 100% representa la absorbancia de las células control. A la
concentracion citotoxica del compuesto que ocasiona un 50% de
inhibicion del crecimiento celular se le denomina CTsp,

Inhibicion de efectos citopaticos de los virus y determinacion de
dosis inhibitoria 50.

La actividad antiviral se determina por la capacidad de los compuestos
para inhibir los efectos citopaticos (lisis) del virus y proteger la monocapa
celular y se calcula mediante el porcentaje de células viables tras la
infeccion. Brevemente, se infectaron células BF-2 (aproximadamente 10°
ml") cultivadas en placas de 48 pocillos con 1000 TCIDsy/ml de virus y
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diferentes concentraciones del hidrolizado o sus fracciones o péptidos
diluidos en medio de mantenimiento. Los cultivos se incubaron a las
temperaturas éptimas para cada virus 20°C para IPNV y 15°C para HNV.
Se observaron diariamente al microscopio y cuando los efectos
citopaticos (CPE) en las células infectadas y no tratadas fueron totales (4
+ o un 100 % de afectacion de la monocapa celular) se tineron las
monocapas con una solucién de cristal violeta al 1% (w/v) en etanol al 20
% durante 10 min. Los CPE totales suelen ser de 3 dias para IPNV y 7
dias para IHNV. Los resultados se presentan como porcentajes de células
supervivientes, el 100% representa la absorbancia de las células control
no infectadas y tratadas del mismo modo que las células infectadas
(control células) y 0 son las celulas infectadas con virus y sin tratar con los
extractos (control Virus).

Reduccion de titulo infectivo de los virus tratados con los
compuestos.

Se determina el titulo infectivo de los virus que se han multiplicado en
presencia de diferentes dosis de hidrolizados © sus derivados.
Brevemente, se infectaron células BF-2 (aproximadamente 10° mL™)
cultivadas en placas de 48 pocillos con 1000 TCiDsy/ml de virus en
presencia de diferentes concentraciones de los compuestos, diluidos en
medio de mantenimiento. Como controles se mantuvieron células no
tratadas pero infectadas (control virus) y células no tratadas y no
infectadas (control células). Los cultivos se incubaron a las temperaturas
6ptimas para cada virus.

Tras la aparicion de efectos citopaticos en los controles de virus, se
recogieron todos los cultivos celulares con sus sobrenadantes, tanto
tratados como los controles de virus y se sometieron a sonicacion para
liberar el virus intracelular, se centrifugaron a muy baja velocidad durante
5 minutos y se titularon en placas de 96 pocillos de células BF2. Se
determinan asi los rendimientos de virus infectivo en las células tratadas
y no tratadas. La estimacion del nimero de virus o unidades infecciosas
por unidad de volumen se conoce con el nombre de titulacion. El virus
tratado con compuesto y el virus sin tratar se titula por el método de
TCIDso/mi (Dosis infectiva 50 % en cultivos celulares). Las monocapas se
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inocularon con diluciones seriadas (decimales) de la suspensién viral (sin
compuesto y con compuesto). Despues de un periodo de incubacion de 3
dias para IPNV y 7 para IHNV se tiferon las monocapas y se calcula el
titulo infectivo. El titulo infectivo se calcula mediante la dilucion del punto
final, que es la dilucidn (decimal) mas alta en la que el virus infecta al 50%
de los pocillos inoculados El titulo se expresa como el reciproco de esta
dilucién, en unidades infectivas (TCIDso) (Tissue culture infective dose
50%) por mL.

Ejemplo 1: Actividad antiviral frente a virus de salmoénidos (IPNV y
IHNV) de hidrolizados de caseina total y de hidrolizados de
diferentes fracciones caseinicas.

La tabla 1 presenta los resultados obtenidos sobre la evaluacion de la
actividad antiviral frente a virus de salmédnidos (IPNV y IHNV) de
hidrolizados de caseina total y de hidrolizados de diferentes fracciones
caseinicas con tiempos de hidrdlisis comprendidos entre 0.5 a 24 horas.
Estos resultados muestran que la hidrolisis con pepsina de la fraccion
caseinica genera péptidos con actividad frente al virus IHNV. El indice
terapéutico mas alto con un valor de 30 se alcanzd en el hidrolizado de
caseina total obtenido tras 3 horas de hidrdlisis, seguido por el hidrolizado
de caseina total con un tiempo de hidrdlisis mas corto (indice terapeutico
de 6) {productos 1 a 5, de la Tabla 1). El hidrolizado obtenido de la ogp-
caseina purificada alcanzé un indice terapéutico de 30 después de 3
horas de hidrdlisis, pero no a tiempos de hidrolisis superiores o inferiores.
Ninguno de los hidrolizados obtenidos de otras fracciones caseinicas as-,
K- or B-caseina alcanzé este indice terapéutico, siendo el rango de
valores de 2.8 a 6. Estos resultados pueden indicar que la actividad
puede ser debida principalmente a péptidos derivados de la og-caseina
aunque no se puede excluir que otros péptidos puedan contribuir a la
actividad.
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Tabla 1: Citotoxicidad y actividad antiviral de hidrolizados de caseina
bovina frente virus que afectan a salménidos.

Compuesto® Tiempo CTsT  Virus Testados MiCsg
hidr (h)  (ug/mi) IPNV (TH)  IHNV(TH

1 Caseina Total 0 2800 NA 500 (6)
2 Hidrolizado de caseinatotal 0,5 3000 NA 500 (6)
3 Hidrolizado de caseina total 1 3000 NA 500 (6)
4  Hidrolizado de caseina total 2 3000 NA 500 (6)
5 Hidrolizado de caseina total 3 3000 1000 (3) 100 (30)
6  Hidrolizado de caseina total 5 3000 NA NA
7  Hidrolizado de caseinatotal 7 3000 NA NA
8 Hidrolizado de caseina total 24 3000 NA NA
9 ag-caseina 0 3000 NA 1000 (3)
10 Hidrolizado de agp-caseina 0,5 3000 NA 1000 (3)
11 Hidrolizado de age-caseina 1 3000 NA 1000 (3)
12 Hidrolizado de asp-caseina 2 3000 NA 1000 (3)
13 Hidrolizado de asp-caseina 3 3000 1000 (3) 100 (30)
14 Hidrolizado de ags-caseina 5 3000 NA NA
15 Hidrolizado de ase-caseina 7 3200 NA NA
16 Hidrolizado de agp-caseina 24 3200 NA NA
17 B-caseina 0 3000 1000 (3) 1000 (3)
18 Hidrolizado de B-caseina 0,5 3000 1000 (3) 1000 (3)
19 Hidrolizado de B-caseina 1 3000 1000 (3) 1000 (3)
20 Hidrolizado de B-caseina 2 2800 1000 (2,8) 1000 (2,8)
21 Hidrolizado de B-caseina 3 2800 1000 (2,8) 1000 (2,8)
22 Hidrolizado de p-caseina 5 2800 NA NA
23 Hidrolizado de B-caseina 7 3000 NA NA
24 Hidrolizado de B-caseina 24 3000 NA NA
25 «k-caseina 0 >1000 NA NA
26 Hidrolizado de k-caseina 3 >1000 NA NA
27 os-caseina 0 3000 NA 500 (6)
28 Hidrolizado de og-caseina 1 3000 NA 500 (6)
29 Hidrolizado de as-caseina 2 3000 NA 500 (6)
30 Hidrolizado de os-caseina 3 3000 NA 1000 (3)
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31 Hidrolizado de os-caseina 5 3000 NA NA

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en células BF-2

CTg es la dosis 0 concentracion del compuesto que presenta el 50 % de toxicidad en
cultivos celulares.

MICsq es la concentracion del compuesto que inhibe el 50 % los efectos citopaticos del
Virus

Tt es el indice terapetitico=CTsy/ MICs.

La Fig. 1 muestra la reduccidn del titulo infectivo del virus IHNV
determinado con una dosis de 100 ug/mi de los hidrolizados. Los mejores
resultados se obtuvieron con los hidrolizados de caseinas totales y con
los hidrolizados obtenidos a partir de la fraccion de agp-caseina. Se
observa una reduccion de 1,5-2,5 logie del titulo infectivo para los
hidrolizados de caseina obtenidos durante las primeras tres horas de
hidrolisis. Para los hidrolizados obtenidos a partir de la og-caseina se
observé actividad hasta 7 horas de hidrélisis, siendo el hidrolizado mas
activo el obtenido tras 3 horas (2,5 10g10).

Utilizando los dos hidrolizados mas activos, caseina total 3h y ass-caseina
3h, se realizaron experimentos multiciclo donde se determind el titulo
infectivo tras infectar las celulas en presencia y ausencia de los
hidrolizados a distintos tiempos post-infeccion: 1, 2, 3, 5 y 7 dias. Los
resultados se muestran en la Fig. 2. Con ambos hidrolizados se reduce
significativamente el titulo infectivo con respecto a las células infectadas
control a todos los tiempos hasta 7 dias tras la infeccion. Cabe destacar
que con el hidrolizado de og-caseina no se detecta el virus en las
primeras 48 h tras la infeccion. Estos resultados también se confirmaron
mediante la deteccidén de los antigenos virales a las 48 horas mediante
citometria de flujo. En la figura 3 se muestra el porcentaje de células
infectadas en el control de células infectadas, en el control de células no
infectadas y en las células infectadas tratadas con los hidrolizados. A las
48 horas, el porcentaje de células infectadas en las muestras tratadas con
el hidrolizado de ag-caseina fue similar al encontrado en las células sin
infectar.

Con el objetivo de evaluar si los hidrolizados eran activos en los primeros
estadios del ciclo del virus o durante la replicacion viral, se realizaron
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ensayos de tiempo de adicién, en los que el hidrolizado se incorporaba al
ensayo 30 minutos antes de la infeccion, al mismo tiempo que la
infeccién, o 60 minutos tras la infeccion. Se observé que la mayor
reduccién del titulo infectivo frente a IHNV se obtuvo cuando se incorpora
el hidrolizado al mismo tiempo que se produce la infecciéon y que por
tanto, los hidrolizados deben actuar durante la adsorcion de los virus a las
células (Figura 4).

Ejemplo 2: Actividad antiviral frente al virus de salmoénido IHNV de
diferentes fracciones del hidrolizado de as>-caseina.

Con el fin de identificar los péptidos responsables de la actividad antiviral
en el hidrolizado péptico de og-caseina, éste se fracciond mediante
cromatografia de intercambio catidnico (figura 5) y los fragmentos
contenidos en cada fraccion se identificaron mediante HPLC acoplado on
line a espectrometria de masas en tandem. Los resultados de la
identificacién se muestran en la tabla 2. También se evalué la actividad
antiviral frente al virus IHNV (figura 6). Las fracciones A y B no tienen
actividad frente al virus IHNV, mientras que las fracciones C, D y E,
exhibieron actividad antiviral en distinto grado, siendo las fracciones Cy D
las mas activas. En concreto, es la fraccion C la que consiguié una mayor
reduccién del titulo infectivo (2 unidades logaritmicas) a una
concentracion mas baja (750 pg/mi).

El péptido mayoritario en esta fraccion es el fragmento 183-207 de la o,p-
caseina, un péptido con marcado caracter catidonico y que habia sido
previamente descrito por su actividad antibacteriana frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas (Recio y Visser, Biochim Biophys Acla
1428, 1999, 314-326; WO 00/15655). Sin embargo, no se habia descrito
la actividad antiviral de este fragmento. Ademas, no se puede descartar la
actividad de otros fragmentos ya que la fraccion D también exhibe notable
actividad antiviral y no contiene este fragmento.

Se evalud la actividad del péptido frente al virus IHNV tanto mediante la
determinacién del porcentaje de inhibicion como la reduccion del titulo
infectivo. En las gréficas de la figura 7 se muestran estos valores de
actividad para el péptido puro obtenido por sintesis quimica, en
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comparacion con los valores de actividad obtenidos para el hidrolizado de
Oso-caseina del que procede el péptido. Se observa que el péptido 183-
207 es activo frente al virus IHNV y de la determinacion del titulo infectivo
se puede concluir que es uno de los péptidos responsables de la actividad
el hidrolizado aunque no se puede descartar la actividad aditiva o
sinérgica de otros peptidos presentes en el hidrolizado

Tabla 2. Identificacidn de los diferentes péptidos presentes en las
fracciones obtenidas mediante cromatografia de intercambio catiénico.
Identificacién realizada por HPLC-MS/MS. En negrita se muestra el
peptido mayoritario en cada fraccidon y en paréntesis la carga del i6n

fragmentado.
lon SEQID
Masa Masa
seleccionado Secuencia Aminodcidos NO:
observada calculada
para MS/MS

accion
A 1058.4 1059.0 1059.4 43-51 VVRNANEEE 1

accion
B 9725 973.0 973.5 89-95 YQKFPQY 0
21258 2126.4 1063.9 147-163 FTKKTKLTEEEKNRLNF 3

accion
c 1124.6 1125.3 1125.6 191-199  KPWIQPKTK 4
30015 3002.5 1001.5 (3} 183-206  VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRY 5
31155 3115.7 1039.5 (3) 183-207  VYQHQKAMKPWIQPKTKVIPYVRYL 6

accion
5 864.6 865.0 865.6 147-153  FTKKTKL 7
2011 2011.3 1006.5 (2} 164-1738 LKKISQRYQKFALPQY 8
2353.2 2353.8 1177.6 (2) 164-182  LKKISQRYQKFALPQYLKT 9
2125 21255 1063.5(2) 164-180 LKKISQRYQKFALPQYL 10

—~ 2

22722 2272.6 1137.1(2) 162-179  NFLKKISQRYQKFALPQY

11
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accioén
£ 9215 922.0 9225 167-173  ISQRYQK 12
793.2 793.8 794.3 187-172  ISQRYQ 13
1290.7 1291.5 1201.7 164-173  LKKISQRYQK 14
864.6 864.9 865.6 147-153  FTKKTKL 15
1034.6 1035.2 1035.6 164-171  LKKISQRY 16
1437.8 1438.7 1438.8 164-174  LKKISQRYQKF 17
1068.5 1069.2 1069.5 167-174  ISQRYQKF 18
1621.8 1622.9 8119 (2) 164-176  LKKISQRYQKFAL 19
2353.2 2353.8 1177.6 (2) 164-182  LKKISQRYQKFALPQYLKT 20
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un hidrolizado de caseina en la elaboracion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad viral.

2. Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacion anterior,
donde el hidrolizado de caseina comprende uno de los péptidos que
se selecciona de la lista que comprende: 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, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, o cualquiera de sus combinaciones.

3. Uso de un hidrolizado de caseina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, donde el hidrolizado de caseina comprende uno
de los péptidos que se selecciona de la lista que comprende: SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 11, o cualquiera de sus
combinaciones.

4. Uso de un hidrolizado de caseina segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, donde el hidrolizado de caseina comprende al
menos el péptido de secuencia SEQ ID NO: 6.

5. Uso de un hidrolizado de caseina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, donde la enfermedad viral la padece un pez.

6. Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacion 5, donde el
pez pertenece al orden Salmoniformes.

7. Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacion 6, donde el
pez del orden Salmoniformes perienece al género Salmo o al género
Oncorhynchus.
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8. Uso de un hidrolizado de caseina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, donde el virus pertenece a la familia Birnaviridae.

9. Uso de un hidrolizado de caseina segdn la reivindicacion 8, donde el
virus de la familia Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus.

10.Uso de un hidrolizado de caseina segln la reivindicacion 9, donde el
virus del género Aquabirnavirus es el virus de la necrosis pancreatica
infecciosa.

11.Uso de un hidrolizado de caseina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, donde el virus pertenece a la familia
Rhabdoviridae.

12.Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacién 11, donde el
virus de la familia Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus.

13.Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacién 12, donde el
virus del género Novirhabdovirus es el virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa.

14.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la
elaboraciébn de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad viral.

15.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun la reivindicacion anterior, donde la composicién es una
composicion farmacéutica.

16.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 14-15, donde la
composicién ademas comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable
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17.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 14-16, donde la
composicion ademas comprende otro principio activo.

18.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 14-17, donde la
enfermedad viral la padece un pez.

19.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun la reivindicacion 18, donde el pez pertenece al orden
Salmoniformes.

20.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segin la reivindicacion 19, donde el pez del orden
Salmoniformes pertenece al género Salmo o al género Oncorhynchus.

21.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 14-20, donde el virus
pertenece a la familia Birnaviridae.

22.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun la reivindicacion 21, donde el virus de la familia
Birnaviridae pertenece al género Aquabirnavirus.

23.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun la reivindicacidon 22, donde el virus del género
Aquabirnavirus es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa.

24.Uso de una composicién que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun cualquiera de las reivindicaciones 14-20, donde el virus
de RNA pertenece a la familia Rhabdoviridae.

25.Uso de una composicion que comprende un hidrolizado enzimatico de
caseina segun la reivindicacion 24, donde el virus de la familia
Rhabdoviridae pertenece al género Novirhabdovirus.
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26.Uso de un hidrolizado de caseina segun la reivindicacién 25, donde el
virus del género Novirhabdovirus es el virus de la necrosis
hematopoyética infecciosa.
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30/09/2011 10 de octubre de 2011  (10/10/2011)
Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
bisqueda internacional E. Relafio Reyes

OFICINA ESPANOILA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espaiia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3498504
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Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtn el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n™:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la bisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n®: 1, 2, 11, 12, 14, 24, 25 (parcialmente); 8-10, 21-23 (en su totalidad)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una buisqueda provechosa, concretamente:

(Ver hoja adicional)

3. [ Las reivindicaciones n*:
son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. D Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. [ Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de btisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. D Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n*:

Indicacion en cuanto a la protesta D Se acompaiid a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaii$ a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

Or pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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HOJA ADICIONAL- RECUADRO 11

Las reivindicaciones 1, 2, de la 8 ala 12, 14, y de la 21 a la 25, no estdn fundadas adecuadamente en la
descripcién (Art. 6 PCT).

e Reivindicaciones 1 y 14. De la descripcion no se deduce que tenga actividad antiviral cualquier
hidrolizado de caseina, ni que éste sea efectivo frente a cualquier virus. En consecuencia, se ha
buscado el uso de un hidrolizado de caseina bovina con pepsina, en la elaboracién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad producida por el VNHL

e Reivindicacién 2. En la solicitud se afirma que las fracciones A y B no tienen actividad frente al
virus VNHI (pagina 34, lineas 17 y 18). Por lo tanto, no se han buscado las secuencias SEQ. ID.
NO. 1,2y 3.

e Reivindicaciones de la 8 a la 10 y de la 21 a la 23. En la descripcién no se muestra que el
hidrolizado de la invencién presente actividad frente al virus de la necrosis pancredtica infecciosa
(ver tabla 1). En consecuencia, no se realizado la bisqueda de estas reivindicaciones.

e Reivindicaciones 11, 12, 24 y 25. De la descripcién no se deduce que el hidrolizado sea efectivo
frente a otro virus que no sea el VNHI, por lo tanto, en la bisqueda sélo se ha tenido en cuenta
este virus.
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
US 20040167073 Al 26.08.2004 W02003/018606 A2  06.03.2003
AU 2002324323 A1 10.03.2003
NO 20040880 A 20.04.2004
MXPA04001890 A 18.06.2004
EP 1556074 A2 27.07.2005
CN 1694719 A 09.11.2005
ZA 200401574 28.02.2007
HU 0500995 A2 02.05.2007
BR 0212625 A 19.06.2007
US 7666996 B2 23.02.2010
US 2010317601 A1 16.12.2010
WO 2006/118459 Al 09.11.2006 EP 1874327 Al 09.01.2008
JP 2008539229 A 13.11.2008
US 2009074893 A1  19.03.2009
WO1995/032727 Al 07.12.1995 CA 2190609 A 07.12.1995
AU 2192095 A 21.12.1995
US 5506209 A 09.04.1996
US 5538952 A 23.07.1996
EP 0760674 Al 12.03.1997
JP 10500100 T 06.01.1998
NZ 283578 A 27.05.1998
MX 9605830 Al 28.06.1998
AU 697616 B 15.10.1998
N7 329311 A 28.07.2000
BR 1101102 A3 09.07.2002
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CLASIFICACIONES DE INVENCION

A61K38/01 (2006.01)
A61K38/17 (2006.01)

CO7K14/47 (2006.01)
AG61P31/14 (2006.01)
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