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Fraccién de bajo peso molecular de un hidrolizado de lactoferrina para el

tratamiento de la hipertensién

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la biotecnologia y la
biomedicina. Especificamente, se refiere a un método para obtener la fraccion
de peso molecular inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina, que
comprende diversos péptidos. También se refiere a la fraccion obtenible por
este método, asi como a algunos de los péptidos contenidos en dicha fraccién
y al uso de esta fraccidbn o de los péptidos para la elaboracién de
medicamentos para la prevenciéon y/o el tratamiento de la hipertension,

alimentos o suplementos alimenticios.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La hipertensién consiste en un aumento de la presion sanguinea por encima de
unos niveles deseables, ya que este aumento conlleva riesgos para la salud.
Esta hipertension lleva asociado un aumento de la mortalidad de forma
prematura en los individuos que la padecen (Giles 2009. J Clin Hypertens
11(11):611-614).

Uno de los mayores problemas generados por la hipertensiéon son los
accidentes cerebrovasculares. Dentro de estos, el accidente cerebrovascular
agudo (o ictus) es el mas importante, ya que supone la tercera causa de
mortalidad (tfras el cancer y las enfermedades isquémicas cardiacas) y la
primera de incapacidad permanente en las sociedades avanzadas. Este ictus
puede ser producido fundamentalmente por un trombo (trombosis) o por un
émbolo (embolia) en una arteria cerebral, o que produce un descenso de la
frrigacion sanguinea (isquemia) y por tanto la necrotizacion y muerte del tejido
(infarto) que se queda sin irrigacion. También puede ser producido por la rotura
de un vaso sanguineo en el parénquima cerebral (hemorragia intracerebral) o

en la superficie cerebral (hemorragia subaracnoidea).
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Otras posibles complicaciones producidas por la hipertensidén son por ejemplo
hipertrofia ventricular, fibrosis miocardica, disfuncion sistolica ventricular,
disfuncion diastélica ventricular, isquemia renal, fibrosis tdbulo-intersticial del

parénquima renal, glomeruloesclerosis focal, o aterosclerosis.

El tratamiento prolongado de disminucion de la presion sanguinea mediante
cambios en el estilo de vida o mediante tratamientos farmacologicos esta
asociado con reduccion en el riesgo de padecer infarto (30-40%) y sucesos
coronarios (20%) y parece que también reduce la incidencia de otras

complicaciones.

Dado que se han relacionado alteraciones en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRA) con la hipertension, se han desarrollado medicamentos
antihipertensivos que utilizan como diana diferentes componentes de este
sistema, como por ejemplo inhibidores de renina, inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina (ECA), bloqueantes de los receptores de
angiotensina o antagonistas del receptor de aldosterona (Williams B 2009. J
Hypertens 27(3):S19-26). Ejemplos de estos farmacos serian por ejemplo el
captopril o el enalapril, los cuales son inhibidores de ECA. Estos farmacos
pueden presentar efectos secundarios como tos seca, angioedema, cefaleas,

sensacion de inestabilidad, fatiga, hipotensién o astenia.

Debido a la necesidad en muchos de los casos no solo de administrar un
farmaco, sino de cambiar los habitos de vida de los pacientes, se ha tratado de
buscar nuevos compuestos que sirvan para el tratamiento de la hipertension
que tengan un mayor numero de aplicaciones, como por ejemplo que se
encuentren incluidos en alimentos funcionales, a parte de su aplicacién directa
como farmacos. En este sentido se han utilizado tanto péptidos
antihipertensivos derivados de proteinas de plantas y animales tales como
leche, soja 0 pescado, como péptidos sintéticos que mimetizan estos péptidos
naturales o péptidos disefiados de novo. Dichos péptidos pueden ser
producidos, por ejemplo, mediante la hidrolisis enzimatica de las proteinas
precursoras duranie el procesamiento de los alimentos y la digestion. Estos

péptidos pueden ser incorporados en alimentos para el desarrollo de productos
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funcionales beneficiosos para la salud. En la actualidad, existen en el mercado
o en desarrollo diversos productos que contienen estos péptidos bioactivos. Sin
embargo, a pesar de estos desarrollos, los ensayos clinicos realizados hasta el
momento con varios péptidos no han indicado un claro efecto beneficioso en
todos los pacientes hipertensos (Engberink MF et af 2008. Hypertension
51(2):399-405; De Leo et af 2009. Curr Pharm Des 15(31):3622-3643).

Dado que los farmacos utilizados en la actualidad pueden producir efectos
secundarios y los ensayos clinicos realizados con péptidos hasta la fecha no
demuestran un claro efecto antihipertensivo, se hace necesaria una mejora en

los medicamentos para controlar la hipertension.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de obtencion de la fraccién de
peso molecular inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina bovina (LF),
asi como a la propia fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da de un
hidrolizado de lactoferrina obtenible por dicho método. La presente invencion
también se refiere a algunos de los péptidos contenidos en dicha fraccion. Esta
fraccion, al igual que los péptidos que comprende, puede ser utilizada para la
elaboracion de medicamentos, preferiblemente para la prevencién y/o el
tratamiento de la hipertension, asi como para la elaboracion de alimentos
funcionales o suplementos alimenticios. La presente invencion también se
refiere a alimentos 0 composiciones que comprenden la fraccidn de peso
molecular inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina bovina (LF) o

algunos de los péptidos que comprende.

En la presente invencidn se demuestra que la fraccidn de peso molecular
inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina bovina producido mediante
hidrolisis con pepsina, presenta actividad antihipertensiva “in vivo’. Como se
observa en los ejemplos de la presente invencion, este efecto antihipertensivo
no se produce en caso de utilizar un hidrolizado de lactoferrina completo, sin

seleccionar ninguna de sus fracciones. Este efecto puede ser debido
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fundamentalmente a la eliminacion de compuestos que interfieren o presentan
un efecto antagdnico a la capacidad hipotensora de péptidos de pequefio
tamafio, 0 a la mayor concentracion de estos péptidos de pequefio tamafio con
efecto antihipertensivo en la fraccion seleccionada. Por otro lado, en la
presente invencion también se demuestra que dentro de esta fraccidn de
lactoferrina bovina producida mediante hidrolisis con pepsina, existen 3
péptidos (de secuencias SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11) los
cuales también presentan capacidad antihipertensiva por si mismos.

Un hidrolizado puede ser obtenido mediante hidrélisis enzimatica o hidrdlisis
quimica (hidrdlisis acida o hidrolisis alcalina). No obstante, el meétodo
seleccionado para la realizacion de la hidrolisis confiere al producto unas
caracteristicas concretas que no pueden ser obtenidas por otro método ya que,
por ejemplo, los distintos métodos utilizados darian lugar a una hidrolisis en
diferentes enlaces peptidicos de la proteina, dando por tanto diferentes
caracteristicas estructurales y funcionales al producto resultante. La hidrodlisis
enzimatica se produce en unas condiciones mas controladas y los hidrolizados
producidos son mas reproducibles, por lo que el producto resultante presenta
unas mejores caracteristicas que los hidrolizados obtenidos mediante métodos
quimicos. Ademas, este hidrolizado enzimatico no presenta compuestos
quimicos residuales en su composicion lo que presenta ventajas a la hora de
su uso frente a los hidrolizados quimicos. En la presente invencién la hidrélisis

ha de ser controlada por lo que se produce mediante métodos enzimaticos.

La hidrélisis enzimatica de las proteinas puede llevarse a cabo mediante
diversas enzimas activas en diferentes condiciones. Dentro de las enzimas
proteoliticas existen diversas opciones como las proteasas especificas de
residuo o aquellas que degradan las proteinas inespecificamente. Entre estas
enzimas, una de las mas utilizadas es la pepsina, enzima digestiva que
degrada las proteinas en el estdbmago y que actia rompiendo de forma

preferencial los enlaces peptidicos de aminoacidos hidrofobicos y aromaticos.

Posteriormente a la hidroélisis es necesario seleccionar la fraccidn que presenta

la actividad antihipertensiva para eliminar los posibles elementos que presenten
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accion contraria a la deseada o bien que interfieren con dicha accion. Esta
seleccion se puede realizar por diversos métodos conocidos en el estado de la
técnica, como por ejemplo mediante ultrafiltracion a través de una membrana

que presenta como tamano de seleccion 3000 Da.

Por todo ello, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método de
obtencidn de una fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da de un
hidrolizado de lactoferrina bovina (de ahora en adelante “método de la
invencion”) que comprende:

a) hidrolizar la lactoferrina bovina mediante hidrolisis con pepsina, y

b) seleccionar la fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da del

hidrolizado del paso (a).

Se entiende por “fraccién de peso molecular inferior a 3000 Da” en la presente
invencion aquella fraccion del hidrolizado que comprende péptidos que no
superan los 3000 Da de peso molecular, y que por tanto excluye diversos
polipéptidos o bien fragmentos de la proteina original que no son digeridos por

la hidroélisis de la invencion.

Se entiende por “pepsina” en la presente invencion aquellas enzimas con
nameros EC (nimero de la Comisibn de Enzimas o Enzyme Commision
number) 3.4.23.1 (pepsina A), 3.4.23.2 (pepsina B o parapepsina 1) 6 3.4.23.3
(pepsina C o gastricsina), o cualquiera de sus homoélogas. Estas enzimas
homologas se pueden encontrar por ejemplo, aunque sin limitarse, tanto en
animales como en plantas, hongos, protozoos o procariotas. Todas estas
enzimas se encuentran incluidas en el grupo EC 3.4.23 (endopeptidasas
asparticas) por lo que los puntos de corte sobre las proteinas son similares y
por tanto, a partir del mismo sustrato dan lugar a hidrolizados semejantes. Se
entiende por “enzima homodloga” en este contexto aquellas enzimas que
presentan la misma actividad que las enzimas descritas, es decir, aquellas
enzimas que presentan cierta similitud estructural e igual funcionalidad con las

enzimas descritas.

De estas enzimas la mas comun y ampliamente utilizada es la pepsina A. Esta
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pepsina es la utilizada en los ejemplos de la invencién para la realizacion de la
hidrolisis. Por ello, en una realizacion preferida del método de la invencion, la

pepsina del paso (a) es pepsina A.

La hidrdlisis ha de ser llevada a cabo en unas condiciones controladas, con el
fin de evitar un exceso de hidrélisis de la lactoferrina producido por unas
condiciones agresivas. Las condiciones no controladas podrian provocar la
degradacion de la lactoferrina bovina no Unicamente mediante pepsina, 0
incluso la degradacion de los péptidos activos. Por tanto, estas condiciones
fuera de un rango establecido, pueden provocar la obtencion de un producto
final diferente. Ademas estas condiciones de reaccién también pueden afectar
a la actividad de la enzima utilizada y no solo a la proteina de origen, por lo que
también podrian afectar a la composicion final del hidrolizado. Dentro de estas
condiciones de reaccion una de las mas importantes a tener en cuenta es el
tiempo de hidrolisis, ya que este influye en el grado de degradacioén de la
proteina original o de los productos (péptidos) intermedios y por tanto el
porcentaje de diversos elementos en el hidrolizado final, o bien la presencia o
ausencia de algunos de los mismos, puede variar dando diferente funcion al
producto obtenido. En la presente invencion, la situacion optima se da cuando
la pepsina hidroliza el 100% de la lactoferrina inicial. A pesar de ello, aunque la
digestion no sea total, la digestion parcial consigue que el hidrolizado presente
actividad, ya que la posterior filtracion elimina los elementos no digeridos
permitiendo el mantenimiento de los péptidos producidos por la digestion
parcial, algunos de los cuales son los que presentan actividad. Por todo ello, en
otra realizacion preferida del método de la invencion, la hidrélisis del paso (a)
se realiza durante al menos 1 hora. En una realizacion mas preferida del
método de la invencion, la hidrdlisis se realiza durante un tiempo de entre 3y 5
horas. En una realizacion aun mas preferida del método de la invencion, la

hidrolisis del paso (a) se realiza durante 4 horas.

Otra de las condiciones a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo la hidroélisis
es el pH al que se lleva a cabo la reaccidn. Este pH influye en la estabilidad de
la lactoferrina bovina, asi como en la actividad enzimatica. La pepsina, para

presentar actividad, necesita encontrarse en un entorno acido (pH inferior a 7),
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y presenta un maximo de actividad a un pH en torno a 3. Por todo ello, en otra
realizacion preferida del método de la invencion, la hidrolisis del paso (a) se
realiza a un pH inferior a 7. En una realizacidn mas preferida del método de la
invencion, la hidrolisis se realiza a un pH de entre 2 y 4. En una realizacion aun
mas preferida del método de la invencion, la hidrélisis del paso (a) se realiza a
un pH de 3.

Otra de las condiciones esenciales para mantener la estabilidad de la
lactoferrina bovina, y para la actividad enzimatica es la temperatura. Ambas
proteinas presentan estabilidad en torno a los 37°C. Por tanto en otra
realizacion preferida del método de la invencion, la hidrélisis del paso (a) se
lleva a cabo a una temperatura de entre 25°C y 45°C. En una realizacion mas
preferida del método de la invencion, la hidrélisis del paso (a) se realiza a una
temperatura de entre 30°C y 40°C. En una realizacion aun mas preferida del
método de la invencion, la hidrélisis del paso (a) se realiza a una temperatura
de 37°C.

Para llevar a cabo la seleccion de la fraccion de peso molecular inferior a 3000
Da del hidrolizado, la cual presenta la actividad antihiperiensiva, existen
diversos métodos utiles conocidos en el estado de la técnica, como por
ejemplo, aunque sin limitarse, cromatografia por filtracion en gel, o
ultrafiltracion. De los posibles métodos de seleccién dtiles en la presente
invencion el mas practico por sencillez y coste del mismo, y que ofrece
mayores garantias para seleccionar correctamente la fraccién deseada, sin
elementos que puedan contaminarla, es la ultrafiltracion. Por todo ello, en otra
realizacion preferida del método de la invencidn, la seleccidn de la fraccion de
peso molecular inferior a 3000 Da del paso (b) se realiza mediante
ultrafiltracion.

En la presente invencion se demuestra que la fraccidon de peso molecular
inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina, obtenida por el método de
la invencion, presenta un claro efecto antihipertensivo, el cual no se observa en
caso de utilizar el hidrolizado completo sin llevar a cabo la seleccion de esta

fraccion. Por todo ello, otro aspecto de la invencion se refiere a una fraccion de
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peso molecular inferior a 3000 Da de un hidrolizado de lactoferrina obtenible

por el método de la invencidn, de ahora en adelante “fraccion de la invencion”.

En la presente invencion, se demuestra que incluidos dentro de esta fraccion
de la invencién se encuentran 3 péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11, los cuales, al igual que en el caso de la fraccion de la
invencion, también presentan un efecto antihipertensivo en experimentos “in
vivo”. Por todo ello, una realizacion preferida de este aspecto de la invencion se
refiere a la fraccion de la invencion, donde la fraccion comprende al menos uno
de los peéptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11.
En una realizacion mas preferida la fraccion de la invencidn comprende los
péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID NO:11.

En la presente invencion se demuestra la presencia de diversos péptidos
dentro de la fraccion de la invencién. Estos péptidos identificados son
analizados para determinar su capacidad antihipertensiva. De todos los
péptidos identificados, los péptidos SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID
NO:11 son los que presentan mejores caracteristicas antihipertensivas. Estos
péptidos pueden ser aislados de la fraccion de la invencién o bien pueden ser
sintetizados de novo mediante sintesis quimica. En la presente invencion se
observa que los péptidos sintetizados de novo presentan la actividad
antihipertensiva. Por todo ello, otro aspecto de la invencién se refiere a un
péptido de secuencia SEQ ID NQO:9. Otro aspecto de la invencion se refiere a
un péptido de secuencia SEQ ID NO:10. Otro aspecto de la invencion se refiere
a un péptido de secuencia SEQ ID NO:11.

Los péptidos de la presente invencion y sus variantes o derivados pueden ser
producidos mediante distintos procedimientos. Pueden ser obtenidos, por
ejemplo mediante su aislamiento de un hidrolizado de lactoferrina. También
pueden ser obtenidos mediante otro métodos conocidos en el estado de la
técnica, como por ejemplo, aunque sin limitarse, sintesis quimica o sintesis
biotecnolégica en fase soélida o mediante aproximaciones de ADN
recombinante. Los péptidos de la invencion pueden producirse mediante ADN

recombinante, no sblo directamente sino como polipéptidos de fusion unidos a
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un polipéptido heterdlogo, el cual puede contener, por ejemplo aunque sin
fimitarnos, una secuencia sefial u otro polipéptido que tenga un sitio de corte
por una proteasa, por ejemplo, aunque sin limitarnos, en el extremo N-terminal

de la proteina madura o del polipéptido.

En el sentido utilizado en la descripcion, el término “variante” se refiere a un
péptido que presenta una elevada identidad con los descritos y que presenta
por ejemplo, aunque sin limitarse, adiciones, deleciones o sustituciones. Estas
variantes presentan un grado de identidad con respecto a los péptidos
descritos de, al menos, un 75%, preferentemente de, al menos, un 85%, mas
preferentemente de, al menos, un 90% y aun mas preferentemente, un 95%.

Los términos “péptido”, “polipéptido”, “proteina” o “secuencia aminoacidica” se
usan de forma intercambiable en la presente invencion, y se refieren a una
forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que pueden estar o no,

quimica o bioquimicamente modificados.

El término “lactoferrina bovina” tal y como se utiliza en la presente invencion, se
refiere a la proteina de 689 residuos de aminoacidos (nimero de acceso del
Protein Data Bank (PDB). 1BLF; SEQ ID NO:13), derivada de la proteina
traducida de 708 aminoacidos (nimero de acceso al GenBank: AAA30610;
SEQ ID NO:14) codificada por el cDNA de numero de acceso al GenBank:
L19981.1 (SEQ ID NO:15). También se incluyen dentro de esta definicion
aquellos péptidos que presentan una identidad de al menos un 95% vy
preferiblemente un 99% con respecto a SEQ ID NO:13, que dan lugar a la
fraccion de la invencion y/o a los péptidos de la invencidon. Estos péptidos
pueden ser producidos, por ejemplo mediante sustituciones, deleciones o

adiciones de aminoacidos respecto a la secuencia SEQ ID NO:13.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la fracciéon de la invencion,
preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de secuencia
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, o SEQ ID NO:11, y mas preferiblemente que
comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID
NO:11, en la elaboracién de un medicamento, o alternativamente, a la fracciéon
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de la invencidn, preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos
de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, o SEQ ID NO:11, y mas
preferiblemente que comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10, y SEQ ID NO:11, para su uso en medicina.

Oftro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:9 en la elaboracion de un medicamento, o alternativamente, al péptido de
secuencia SEQ ID NO:9 para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:10 en la elaboraciéon de un medicamento, o alternativamente, al péptido de

secuencia SEQ ID NO:10 para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:11 en la elaboracion de un medicamento, o alternativamente, al péptido de
secuencia SEQ ID NO:11 para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de la fraccidn de la invencidn,
preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de secuencia
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, o SEQ ID NO:11, y mas preferiblemente que
comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID
NO:11, en la elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el
tratamiento de la hipertension, o alternativamente, a la fraccion de la invencion,
preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de secuencia
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, o SEQ ID NO:11, y mas preferiblemente que
comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID
NO:11, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la hipertensién.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:9 en la elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el
tratamiento de la hipertensién, o alternativamente, al péptido de secuencia SEQ

ID NO:9 para su uso en la prevencidn y/o el tratamiento de la hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
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NO:10 en la elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el
tratamiento de la hipertension, o alternativamente, al péptido de secuencia SEQ
ID NO:10 para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:11 en la elaboracion de un medicamento para la prevencién y/o el
tratamiento de la hipertensién, o alternativamente, al péptido de secuencia SEQ

ID NO:11 para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la hipertension.

El término “medicamento”, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacion de enfermedades en el
ser humano y los animales. El medicamento al que se refiere la presente
invencion puede ser de uso humano o veterinario. El “medicamento de uso
humano” es toda sustancia o combinacion de sustancias que se presente como
poseedora de propiedades para el tratamiento o prevencion de enfermedades
en seres humanos o que pueda usarse en seres humanos o administrarse a
seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar las funciones
fisiologicas ejerciendo una accion farmacologica, inmunologica o metabdlica, o
de establecer un diagnéstico médico. El “medicamento de uso veterinario” es
toda sustancia o combinacion de sustancias que se presente como poseedora
de propiedades curativas o preventivas con respecto a las enfermedades
animales o que pueda administrarse al animal con el fin de restablecer, corregir
o modificar sus funciones fisiologicas ejerciendo una accion farmacoldgica,

inmunolodgica o metabdlica, o de establecer un diagnodstico veterinario.

El término “tratamiento” tal como se entiende en la presente invencién se
refiere a combatir los efectos causados como consecuencia de la enfermedad o
condicion patolégica de interés en un sujeto (preferiblemente mamifero, y mas
preferiblemente un humano) que incluye:
(i) inhibir la enfermedad o condicién patoldgica, es decir, detener su
desarrollo;
(i) aliviar la enfermedad o la condicibn patoldgica, es decir, causar la
regresion de la enfermedad o la condicion patoldgica o su sintomatologia;

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicién patologica.
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El término “prevencion” tal como se entiende en la presente invencion consiste
en evitar la aparicion de la enfermedad, es decir, evitar que se produzca la
enfermedad o la condicion patolégica en un sujeto (preferiblemente mamifero, y
mas preferiblemente un humano), en particular, cuando dicho sujeto tiene
predisposicion por la condicion patoldgica, pero aun no se ha diagnosticado

que la tenga.

Se entiende por “hipertension” en la presente invencion, una presion arterial
sistémica igual o superior a unos valores control conocidos en el estado de la
técnica, que preferiblemente son de 140 mm de mercurio de presion arterial
sistélica y/o 90 mm de mercurio de presidn arterial diastélica. Esta hipertension
se presenta fundamentalmente como hipertonia arterial. Existen 2 formas
basicas de hipertension: la hipertensién sanguinea esencial o primaria, y la
hipertension sanguinea secundaria. La hipertension sanguinea esencial es
debida, por norma general, a una resistencia elevada a la circulacion como
consecuencia, por ejemplo, del estrechamiento, al comienzo puramente
funcional y posteriormente organico, de la via sanguinea arterial. La
hipertension sanguinea secundaria o también sintomatica es, por el contrario,
una hipertensidn sanguinea vinculada con un érgano, es decir provocada por la
enfermedad de un 6rgano, que puede exteriorizarse, por ejemplo, aunque sin

limitarse, como una hipertonia endocrina, renal, pulmonar o cardiovascular.

Otro aspecto de la invencidon se refiere al uso de la fraccion de la invencion,
preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de secuencia
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11, y mas preferiblemente que
comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID
NO:11, en la elaboracién de un alimento, o alternativamente, a la fraccion de la
invencion, preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de
secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11, y mas
preferiblemente que comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10, y SEQ ID NO:11, para su uso como alimento. Una realizacion
preferida de este aspecto de la invencién se refiere al uso de dicha fraccidén en

la elaboracién de un alimento funcional, o alternativamente, a dicha fraccion
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para su uso como alimento funcional. Una realizacion mas preferida de este
aspecto de la invencion se refiere al uso de dicha fraccion en la elaboracion de
un alimento funcional para la prevencion de la hipertension, o alternativamente,
a dicha fraccion para su uso como alimento funcional para la prevencién de la

hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:9 en la elaboracion de un alimento, o alternativamente, al péptido de
secuencia SEQ ID NO:9 para su uso como alimento. Una realizacidon preferida
de este aspecto de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la
elaboracién de un alimento funcional, o alternativamente, a dicho péptido para
su uso como alimento funcional. Una realizacion mas preferida de este aspecto
de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la elaboraciéon de un
alimento funcional para la prevencion de la hipertension, o alternativamente, a
dicho péptido para su uso como alimento funcional para la prevencion de la

hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:10 en la elaboracién de un alimento, o alternativamente, al péptido de
secuencia SEQ ID NO:10 para su uso como alimento. Una realizacion preferida
de este aspecto de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la
elaboracién de un alimento funcional, o alternativamente, a dicho péptido para
su uso como alimento funcional. Una realizacion mas preferida de este aspecto
de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la elaboracion de un
alimento funcional para la prevencion de la hipertension, o alternativamente, a
dicho péptido para su uso como alimento funcional para la prevenciéon de la
hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID
NO:11 en la elaboracién de un alimento, o alternativamente, al péptido de
secuencia SEQ ID NO:11 para su uso como alimento. Una realizacion preferida
de este aspecto de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la
elaboraciéon de un alimento funcional, o alternativamente, a dicho péptido para

su uso como alimento funcional. Una realizacion mas preferida de este aspecto
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de la invencion se refiere al uso de dicho péptido en la elaboracion de un
alimento funcional para la prevencion de la hipertension, o alternativamente, a
dicho péptido para su uso como alimento funcional para la prevencién de la
hipertension.

Se entiende por “alimento funcional” en la presente invencién aquel alimento
que se demuestra que afecta de forma beneficiosa a una o mas funciones del
organismo, mas alla de los efectos nutricionales, en el sentido de ser relevante
para un Optimo estado de salud o para la reduccion del riesgo de padecer una
enfermedad o condicion patologica. En el contexto de la presente invencién se
refiere, preferiblemente, a la reduccién del riesgo de padecer hipertension. Esta
expresion por tanto incluye también alimentos importantes en el mantenimiento
a medio o largo plazo de la salud asi como en su mejora. En este contexto, se
prefieren usos no terapéuticos. Las expresiones “nutracéuticos”,

“alimentocéuticos” y “alimentos de disefio” se usan como sindnimos.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la fracciéon de la invencion,
preferiblemente que comprenda al menos uno de los péptidos de secuencia
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11, y mas preferiblemente que
comprenda los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID
NO:11, para la elaboracion de un suplemento alimenticio, o alternativamente a
dicha fraccidén para su uso como suplemento alimenticio. Otro aspecto de la
invencidon se refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID NO:9 para la
elaboracion de un suplemento alimenticio, o alternativamente a dicho péptido
para su uso como suplemento alimenticio. Otro aspecto de la invencioén se
refiere al uso del péptido de secuencia SEQ ID NO:10 para la elaboraciéon de
un suplemento alimenticio, o alternativamente a dicho péptido para su uso
como suplemento alimenticio. Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del
péptido de secuencia SEQ ID NO:11 para la elaboracién de un suplemento
alimenticio, o alternativamente a dicho péptido para su uso como suplemento

alimenticio.

Se entiende por “suplemento alimenticio” en la presente invencion productos

alimenticios que contienen uno o mas nutrientes en forma concentrada. Suelen
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encontrarse en forma alimenticia atipica, preferiblemente en capsulas, pastillas,
comprimidos o liquidos. Formas tipicas adicionales de administracion de estos
suplementos alimenticios son, por ejemplo, aunque sin limitarnos, sobres con
polvos, ampollas con liquidos, frascos con inserfos de goteo y formas de
administracion similares de liquidos y polvos para la captacion en pequefias
cantidades medidas que son utiles para suplementar la nutricion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion, de ahora en
adelante primera composicidn de la invencién, que comprende la fraccion de la
invencion, que preferiblemente comprende al menos uno de los péptidos de
secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11, y mas
preferiblemente comprende los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, y SEQ ID NO:11. En una realizacion preferida de este aspecto de la

invencion la composicion es una composicion farmacéutica.

Otro aspecto se refiere a una composicion, de ahora en adelante segunda
composicion de la invencién, que comprende el péptido de secuencia SEQ ID
NO:9. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion la

composicién es una composicion farmacéutica.

Otro aspecto se refiere a una composicidon, de ahora en adelante tercera
composicion de la invencion, que comprende el péptido de secuencia SEQ 1D
NO:10. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion la

composicidon es una composicion farmacéutica.

Otro aspecto se refiere a una composicion, de ahora en adelante cuarta
composicion de la invencion, que comprende el péptido de secuencia SEQ 1D
NO:11. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion la

composicion es una composicion farmacéutica.

Otro aspecto se refiere a una composicion, de ahora en adelante quinta
composicion de la invencion, que comprende los péptidos de secuencia SEQ
ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11, o cualquiera de sus combinaciones.
En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion la composicion es
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una composicion farmacéutica.

Las composiciones de la presente invencidbn pueden formularse para su
administracién a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo
al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado de la técnica.
Asi, pueden estar, sin limitarse, en soluciones acuosas 0 no acuosas, en
emulsiones o en suspensiones. Ejemplos de soluciones no acuosas son, por
ejemplo, pero sin limitarse, propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales,
tales como aceite de oliva, o ésteres organicos inyectables, tales como oleato
de etilo. Ejemplos de soluciones acuosas, son por ejemplo, pero sin limitarse,
agua, soluciones alcohdlicas en agua, o medios salinos. Las soluciones
acuosas pueden estar tamponadas o no, y pueden tener componentes activos
0 inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para
modular la fuerza idnica, conservantes incluyendo, pero sin limitarse a, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, o similares, o nutrientes, incluyendo
glucosa, dextrosa, vitaminas o minerales. Alternativamente, las composiciones
pueden prepararse para su administracion en forma sélida. Las composiciones
pueden combinarse con varios vehiculos 0 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 almiddn de maiz; lubricantes, tales
como estearato de magnesio, deslizantes tales como didxido de silicio coloidal;
agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina; o0 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 oral, nasal, Otica, ocular, parenteral,
intraperitoneal, intravenosa, intradérmica, epidural, intraespinal, intraestromal,
intraarticular, intrasinovial, intratecal, intralesional, intraarterial, intracardiaca,
intramuscular, intranasal, intracraneal, subcutanea, intraorbital, intracapsular,
topica, mediante parches transdérmicos, via rectal, via vaginal o uretral,
mediante la administracion de un supositorio, percutanea, spray nasal, implante

quirargico, pintura quirdGrgica interna, bomba de infusion o via catéter.
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Las composiciones de la presente invencion son aptas para su aplicacion
mediante dispositivos médicos que permitan su liberaciéon en concentraciones
adecuadas para el tratamiento. Estos dispositivos deben ser adecuados para la
administracion del farmaco de forma local que permita que el tratamiento no se
disperse y actie en la zona afectada. Los dispositivos pueden, por ejemplo,
pero sin limitarse, llevar los farmacos en su interior o ir recubiertos de los
mismos. Dentro de estos dispositivos se pueden encontrar, por ejemplo,
dispositivos de asistencia circulatoria, de procedimientos endovasculares y
cirugia cardiovascular, y dentro de estos, por ejemplo, pero sin limitarse, stents,

valvulas, anillos, suturas, parches o injertos vasculares.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender ademas
uno o0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables y/u otro/s principio/s
activo/s, y pueden ser administradas solas o en combinacidon con ofras
composiciones farmacéuticas 0 medicamentos destinados al tratamiento y/o

prevencion de la hipertension.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un alimento que comprende la
fraccion de la invencidn, que preferiblemente comprende al menos uno de los
péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:11, y mas
preferiblemente que comprende los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ
ID NO:10 y SEQ ID NO:11. En una realizacion preferida de este aspecto de la

invencion, el alimento es un alimento funcional.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un alimento que comprende el péptido
de secuencia SEQ ID NO:9. En una realizacion preferida de este aspecto de la

invencion, el alimento es un alimento funcional.
Otro aspecto de la invencion se refiere a un alimento que comprende el péptido
de secuencia SEQ ID NO:10. En una realizacion preferida de este aspecto de

la invencion, el alimento es un alimento funcional.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un alimento que comprende el péptido
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de secuencia SEQ ID NO:11. En una realizacion preferida de este aspecto de

fa invencion, el alimento es un alimento funcional.

Otro aspecto de la invencidén se refiere a un alimento que comprende los
péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11, o
cualquiera de sus combinaciones. En una realizacion preferida de este aspecto

de la invencion, el alimento es un alimento funcional.

A lo largo de la descripcion 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 la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Disminucidn de la presidn arterial sistélica (PAS), obtenida en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), tras la administracion oral de 1mi de
suero salino (O), 50 mg/kg captopril (@), 200 mg/kg hidrolizado de lactoferrina
obtenido con pepsina (l) y 200 mg/kg fraccion del hidrolizado de lactoferrina
obtenido con pepsina menor de 3000 Da ([I). *significativamente diferente con
respecto al control (P<0,05) y **significativamente diferente con respecto al
control (P<0,01). Los datos representan la media + EMS para un minimo de 5

animales.

Figura 2. A: Cromatograma obtenido utilizando cromatografia liquida de alta
eficacia en fase inversa (RP-HPLC) de la fraccién menor de 3000 Da producida
mediante la hidrolisis de lactoferrina con pepsina, en el que se seleccionan 13
subfracciones (F1-F13). B: Actividad inhibidora de ECA, expresada como la
concentracion proteica necesaria para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica

(ICs0), correspondiente a cada una de las 13 fracciones recogidas mediante
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RP-HPLC.

Figura 3. Disminucidn de la presidn arterial sistolica (PAS), obtenida en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), tras la administracion oral de 1ml de
suero salino (O), 50 mg/kg captopril (@), 10 mg/kg SEQ ID NO:9 (A), 10 mg/kg
SEQ ID NO:10 (l) y 10 mg/kg SEQ ID NO:11 (L1). *significativamente diferente
con respecto al control (P<0,05) y **significativamente diferente con respecto al
control (P<0,01). Los datos representan la media + EMS para un minimo de 5

animales.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencidn que aqui se reivindica. Por tanto,
los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de

aplicacion de la misma.

EJEMPLO 1. Obtencion de péptidos con efecto antihipertensivo a partir de
LF.

Lactoferrina bovina (USB Corporation, Cleveland OH USA) se disuelve en agua
a una concentracion de 50 mg/ml. La solucion se ajusta a pH 3 con HCI 1 My
se le adiciona pepsina (3% en peso). La hidrolisis se realiza a 37°C durante 4 h
con agitacién suave. La hidrolisis se detiene mediante calentamiento a 80°C
durante 15 min, se ajusta el pH a 7 (NaOH 1 M) y se centrifuga (4000 rpm 30
min). La fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da del hidrolizado de
lactoferrina obtenido mediante la hidrolisis con pepsina durante 4 h, se obtuvo
mediante ultrafiltracion a través de una membrana de 3000 Da (membrana de
polietersulfona VivaFlowb0 3000 Da, Vivascience, Sartorius Stedim Biotech,

Aubagne, Francia). Se midi6 la actividad inhibidora de ECA en la fraccion de
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peso molecular inferior a 3000 Da utilizando un método fluorimétrico descrito en
la bibliografia (Sentandreu & Toldra, Food Chemistry, 97 (3), 546-554) basado
en la  hidrélisis del sustrato fluorescente o-aminobenzoilglicil-p-
nitrophenilalanilprolina. El valor de {Csq calculado a partir de las curvas dosis

respuesta fue de 14,3 + 3,3 ug/ml.

Se evalud el efecto hipotensor del hidrolizado de LF con pepsina y de la
fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da a una dosis de 200 mg/kg
empleando ratas espontaneamente hipertensas (SHR). La Figura 1 muestra los
cambios de la presion arterial sistélica (PAS) en SHR a distintos tiempos tras la
administracion oral de la dosis correspondiente. Asi mismo se incluye la
variacion de la PAS observada tras la administracion de captopril {control

positivo, dosis de 50 mg/kg) o salino (control negativo).

La fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da mostrd un efecto
antihipertensivo significativo a la hora y a las dos horas de su administracion
oral (P<0,01 y P<0,05 respectivamente), mientras que dicho efecto no se
observé en el caso del hidrolizado completo de LF. El efecto antihipertensivo de
la fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da volvid a ser significativo a las 4
horas de la ingesta y se mantuvo hasta las 24 h, observandose un
comportamiento similar al del control positivo captopril.

Con objeto de identificar los péptidos responsables de la actividad
antihipertensiva, la fraccién de peso molecular inferior a 3000 Da se fraccion6
mediante RP-HPLC a escala semipreparativa. Tal y como se muestra en la
Figura 2A se recogieron 13 fracciones, en cantidad suficiente para su posterior
analisis. Como se muestra en la Figura 2B las sub-fracciones mas activas
fueron las fracciones nimero 1, 3, 6 y 12, que se analizaron por espectrometria
de masas en tandem para determinar sus peéptidos constituyentes. Los

péptidos identificados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Péptidos identificados en las subfracciones 1, 3, 8 y 12 de la fraccion menor de 3000

Da del hidrolizado de lactoferrina con pepsina durante cuatro horas.

Fracciéon | Masa Masa L L. .
o teérica | experimental Posicion | Aminoacidos | Secuencia n®
1 531.,3 531,3 52-56 KKADA SEQ ID NO:1
1 730.4 730,3 97-103 VVKKGSN SEQ ID NO:2
3 595,3 595,2 612-616 LHQQA SEQ ID NO:3
3 410,2 410,0 400-403 YTAG SEQ ID NO:4
6 802,5 802,4 25-31 RMKKLGA SEQ ID NO:5
6 708,4 708,3 612-617 LHQQAL SEQ ID NO:6
6 534,3 534,3 148-152 AVAKF SEQ ID NO:7
6 7574 757,3 319-324 YLGSRY SEQ ID NO:8
6 547.3 547,2 133-136 RPYL SEQ ID NO:9
12 7704 770,3 232-238 LNNSRAP [SEQ ID NO:10
12 671,4 671,4 266-270 LIWKL SEQ ID NO:11
12 7374 7373 315-321 DSALYLG SEQ ID NO:12

EJEMPLO 2. Péptidos con efecto antihipertensivo obtenidos mediante

sintesis quimica.

Se sintetizaron quimicamente todos los péptidos identificados, mencionados en

la Tabla 1 del ejemplo 1, mediante el método Fmoc en fase solida (GenScript

Corporation, Piscataway, NJ, pureza >90%). Los ensayos de inhibicion in vitro

a una concentracién de 20 uM mostraron que sélo tres de ellos (SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11) presentaban actividad inhibitoria de ECA. Los

valores de ICsy correspondientes a estas tres secuencias se muestran en la

Tabla 2. Destaca por su actividad SEQ ID NO:11, con un valor de ICs inferior a

1 pM.
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Tabla 2. Actividad inhibidora de ECA de las secuencias SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 y SEQ

ID NO: 11 identificadas en las subfracciones 6 y 12 de la fraccion menor de 3000 Da del

hidrolizado de lactoferrina con pepsina durante cuatro horas.

Secuencia n® Aminoacidos ICsp (UM)
SEQ D NO:9 RPYL 56,6+1.9
SEQ ID NO:10 LNNSRAP 105,0 £+ 6,4
SEQ ID NO:11 LIWKL 0,47 £ 0,01

*ICs es la media + EMS de al menos tres experimentos independientes.

Se midioé la capacidad de inhibicion de la vasoconstriccion dependiente de ECA
de los péptidos SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11 en ensayos
funcionales ex vivo con arterias aisladas Los resultados se resumen en la Tabla
3 e indican la contraccion en respuesta a angiotensina-l (1 yM), en % respecto
a una respuesta previa en el mismo segmento arterial, y se expresan como la

media + EMS de los experimentos realizados en (n) segmentos arteriales.

Tabla 3. Efecto inhibidor de las secuencias SEQ 1D NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11
{concentracion 20 uM) identificadas en las subfracciones 6 y 12 de la fraccién menor de
3000Da del hidrolizado de lactoferrina con pepsina durante cuatro horas, sobre la contraccion
ECA-dependiente en arterias aistadas de conejo.

Secuencia n° Aminoacidos Contraccion (%)
Control 804 (17)
SEQ ID NO:9 RPYL 69 +3 (11)*
SEQ ID NO:10 LNNSRAP 72 £ 4 (5)
SEQ ID NO:11 LIWKL 62 + 3 (8)*

* Significativamente menor respecto a su contro} (P<0,05).
** Significativamente menor respecto a su control (P<0,01).

Los péptidos de secuencia SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:11 produjeron
inhibiciones significativas de la contraccion dependiente de ECA en
comparacion con el control sin péptido. Aunque las contracciones inducidas por
angiotensina | en los segmentos preincubados con SEQ ID NO:10 fueron

menores que el control, la reduccidn no fue estadisticamente significativa.

Por ultimo, se evalud el efecto antihipertensivo de los tres péptidos (SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11) administrandolos por via oral a una
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dosis de 10 mg/kg a ratas SHR. La Figura 3 muestra los cambios de la PAS a
distintos tiempos tras su administracion oral. También se incluyen los
resultados obtenidos tras la administracion de salino y de 50 mg/kg de

captopril.

Los tres péptidos evaluados mostraron efecto antihipertensivo significativo
transcurrida 1 hora desde su administracion oral (P<0,01). Mientras que SEQ
ID NO:9 y SEQ ID NO:10, perdieron su efecto una vez transcurridas 2 horas
tras su administracion, el péptido de secuencia SEQ ID NO:11 mantuvo su
efecto antihipertensivo a lo largo de las 24 h de duracién del experimento, con

un comportamiento similar al del control positivo captopril.

Los resultados presentados demuestran que el péplido identificado por la
secuencia SEQ ID NO:11 tiene un claro y pronunciado efecto antihipertensivo,
que ftras su administracidon aguda por via oral sigue un curso temporal
semejante al efecto antihipertensivo que se aprecia cuando se administra la
fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da (<3000 Da) del hidrolizado de LF

con pepsina (Figura 1 y Figura 3).
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtencién de una fraccion de peso molecular inferior a 3000
Da de un hidrolizado de lactoferrina bovina que comprende:

a) hidrolizar la lactoferrina bovina mediante hidrdlisis con pepsina, y

b) seleccionar la fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da del

hidrolizado del paso (a).

2. Método segun la reivindicacion 1 donde la pepsina del paso (a) es

pepsina A.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde la hidrélisis

del paso (a) se realiza durante al menos 1 hora.

4. Método segun la reivindicacion 3 donde la hidrdlisis se realiza durante
entre 3y 5 horas.

5. Método segun la reivindicacion 4 donde la hidrdlisis se realiza durante 4
horas.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde la hidrélisis

del paso (a) se realiza a un pH inferiora 7.

7. Método segun la reivindicacion 6 donde la hidrélisis del paso (a) se

realiza aun pHdeentre 2y 4.

8. Método segin la reivindicacién 7 donde la hidrolisis del paso (a) se

realiza a un pH de 3.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde la hidrélisis

del paso (a) se realiza a una temperatura de entre 25 y 45 °C.

10.Método segun la reivindicacion 9 donde la hidrélisis del paso (a) se

realiza a una temperatura de entre 30 y 40 °C.
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11.Método segun la reivindicacion 10 donde la hidrolisis del paso (a) se
realiza a una temperatura de 37 °C.

12.Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 donde la
seleccion de la fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da del paso (b)

se realiza mediante ultrafiltracion.

13.Fraccion de peso molecular inferior a 3000 Da de un hidrolizado de
lactoferrina  obtenible por un método segun cualquiera de Ilas

reivindicaciones 1 a 12.

14.Fraccion segun la reivindicacion 13 que comprende al menos uno de los
péptidos de secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 0 SEQ ID NO:11.

15.Fraccion segun la reivindicacion 14 que comprende los péptidos de
secuencia SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID NO:11.

16.Péptido de secuencia SEQ ID NO:9.

17.Péptido de secuencia SEQ ID NO:10.

18.Péptido de secuencia SEQ ID NO:11.

19.Uso de una fraccion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 0
de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 en la
elaboraciéon de un medicamento.

20.Uso de una fraccion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 150
de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 en la

elaboracion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la

hipertension.
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21.Uso de una fraccion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 0
de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 para la

elaboracion de un alimento.

22.Uso segun la reivindicacion 21 donde el alimento es un alimento

funcional.

23.Uso de una fraccion segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 150
de un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 para la

elaboracion de un suplemento alimenticio.

24.Composicion que comprende una fraccidn segun cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15 o al menos un péptido segun cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 18.

25.Composicion segun la reivindicacion 24 donde la composicion es una

composicién farmacéutica.

26.Alimento que comprende una fraccibn segun cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15 o al menos un péptido segun cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 18.

27.Alimento segun la reivindicacion 26 donde el alimento es un alimento

funcional.
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