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ES 2605171 T3

DESCRIPCION
Composiciones ansioliticas que comprenden péptidos derivados de la caseina ALFAg+

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas y a composiciones alimentarias que
comprenden péptidos derivados de la caseina ass que tienen una actividad ansiolitica.

La caseina da, por diversas técnicas de fraccionamiento, las principales fracciones que son
denominadas respectivamente: caseina K, caseina f3, caseina 0s1 y caseina asp. Las secuencias de
aminoacidos de estas caseinas son bien conocidas, en particular la de la caseina asi que fue
determinada por MERCIER et al. (1) y NAGAO et al. (2).

Se ha demostrado que ciertos fragmentos peptidicos de estas diferentes caseinas tienen actividades
bioldgicas diversas y en particular actividades opiaceas o anti-opiaceas y actividades inhibidoras de la
enzima convertidora de la angiotensina I. Por lo tanto, los péptidos 90-96 y 90-95 de la caseina as1
tienen una actividad opiacea demostrando in vitro [ZIOUDROU et al. (3) y LOUKAS et al. (4)]. El
residuo de arginina en la posicion 90 parece ser importante para esta actividad opiacea. Los péptidos
91-95 y 91-96 en los cuales el residuo de arginina esta suprimido son practicamente inactivos y por lo
tanto tienen una actividad opiacea muy inferior a la de los péptidos 90-96. Los péptidos 23-34 y 194-
199, por su parte, son inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina | [MARUYAMA vy
SUZUKI (5) y MARUYAMA et al. (6)].

Un péptido que presentaba una actividad original de tipo ansiolitico se puso de manifiesto en un
hidrolizado de caseina a1 tripsico [EP 0714910 (7)] Il que correspondia al fragmento 91-100 y que se
denominé a-casozepina [MICLO et al. (8)]. Guesdon et al. (18) igualmente demostraron que este
mismo hidrolizado tripsico de la caseina, que comprende 91-100 péptidos, mejora el suefio en ratas
sometidas a un estrés cronico. La estructura de este decapéptido ha sido estudiado mediante RMN H
bidimensional. La secuencia comprendida entre los residuos de glicina 93 y de leucina 99 adopta, en
medio micelar, una estructura helicoidal 3+¢ iniciada y terminada por un giro de hélice a. Las cadenas
laterales de los residuos hidréfobos se sitian sobre la misma cara de la hélice, mientras que las
cadenas laterales de los residuos hidréfilos se sitiuan sobre la otra cara, lo que confiere al péptido un
caracter anfifilico y le puede permitir unas interacciones con las membranas. Las interacciones idnicas
entre el grupo de guanidinio del resto de arginina 100 y los grupos carboxilicos de los residuos de
acido glutdmico 96 y de arginina 100 muestran el papel fundamental del residuo de arginina carboxi-
terminal en la estabilizacién de la estructura helicoidal. En una estructura de este tipo, los anillos
aromaticos de los dos residuos de tirosina en las posiciones 91 y 94 estan orientados de un modo tal
que la distancia entre su centro (0,56 nm de media) es comparable a la distancia observada entre los
centros de los anillos aromaticos del nitrazepam, benzodiazepina conocida por sus propiedades
ansioliticas [LECOUVEY et al. (9)]. La sustitucion del residuo de arginina 100 por un residuo de
alanina disminuye en gran medida la helicidad del decapéptido y el resultado es una disminucién de la
afinidad de este péptido con respecto al sitio de benzodiazepina del receptor GABAA de un factor
300.000 [Tesis de Céline Frochot, (10)]. Este decapéptido, después de absorcion oral, puede
experimentar unos ataques proteoliticos por las enzimas del tracto digestivo lo que puede disminuir su
biodisponibilidad y en consecuencia impedir que alcance su diana bioldgica. Sin embargo, es bien
conocido que, para los péptidos pequefios, la absorcidn de los enterocitos es mas eficaz que la de los
fragmentos mas grandes y que su resistencia con respecto a las proteasas digestivas aumenta. Por lo
tanto, entre los fragmentos generados durante la digestion del decapéptido, algunos de ellos podrian
ser mas absorbibles y mas resistentes, pero a la vista los datos estructurales procedentes del
decapéptido, incapaces de mantener cualquier actividad de tipo ansiolitico.

La solicitud de patente pendiente PCT/EP2007/063863 muestra de manera sorprendente que los
péptidos 91-97, 91-98, 91-99 derivados del decapéptido y que no contienen el residuo fundamental de
arginina 100, muestran propiedades ansioliticas en los ensayos de comportamiento in vivo en ratas. A
la vista de su pequefo tamafo, estos péptidos se pueden absorber mas facilmente y se pueden
degradar menos facilmente.

La presente solicitud se refiere ahora a composiciones farmacéuticas y a productos alimentarios que
tienen unas propiedades ansioliticas que comprenden los 91-95 y 91-96 péptidos derivados de la
caseina as1. Las propiedades ansioliticas de estos péptidos se han de podido demostrar en ensayos
de comportamiento in vivo en ratas.

Listado de secuencias

SEQ ID NO. 1: Pentapéptido que corresponde a las posiciones 91-95 de la caseina as1
SEQ ID NO. 2: Hexapéptido que corresponde a las posiciones 91-96 de la caseina as1.

Descripcion de la invencién

La invencién tiene como objeto composiciones farmacéuticas que comprenden, a modo de principio
activo, una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 en combinacién con un
vehiculo farmacéutico apropiado.
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Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion tienen una actividad de tipo
benzodiazepina y de forma mas particular son convenientes para el tratamiento de la ansiedad, de los
trastornos del suefio y de la epilepsia.

En un modo de realizacion en particular, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden un hidrolizado o una fraccion de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1,
conteniendo una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1

La invencién también se refiere a un producto alimentario para las personas propensas en particular a
la ansiedad, a los trastornos del suefio y/o a la epilepsia que comprende una cantidad eficaz de al
menos un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1.

En un modo de realizacién ventajosa de la invencion, el producto alimentario comprende un
hidrolizado o una fraccidon de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1, que contiene una
cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1.

La invencion también tiene como objeto los polinucledtidos aislados que codifican un péptido de
acuerdo con la SEQ ID No. 1.

La invencion se refiere igualmente a vectores de expresién que comprenden un polinucleétido de
acuerdo con la invencion.

Otro objeto de la invencion es un organismo huesped, excluyendo al ser humano, transformado con un
polinucledtido de acuerdo con la invencion y/o con un vector de expresion de acuerdo con la
invencion.

La invencién tiene igualmente como objeto un organismo huesped transformado, excluyendo al ser
humano, que expresa un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1.

La invencién también se refiere a la utilizacion de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1, un
péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2, un polinucleétido de acuerdo con la invencion, un vector de
expresion de acuerdo con la invencion y/o un organismo huesped de acuerdo con la invencion para la
fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, los trastornos del suefio y la
epilepsia.

Preferentemente, la invencion se refiere a la utilizacién de un hidrolizado de la caseina o de caseina
as1 y/o de una fraccion de un hidrolizado de caseina o de caseina as1 que contiene una cantidad
eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 y/o un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del suefio
y de la epilepsia.

Preferentemente el medicamento tiene una actividad de tipo benzodiazepina.

Otro objeto de la invencion es la utilizacion de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1, de un
péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2, de un polinucleétido de acuerdo con la invencién, de un
vector de expresidon de acuerdo con la invencion y/o de un organismo huesped de acuerdo con la
invencion para la fabricacion de un producto alimentario para las personas propensas en particular a la
ansiedad, a los trastornos del suefio y/o la epilepsia.

De manera preferente, la invencion tiene como objeto la utilizaciéon de un hidrolizado de la caseina o
de la caseina as1 y/o de una fraccién de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1 que contiene
una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 y/o de un péptido de acuerdo con
la SEQ ID No. 2 para la fabricacion de un producto alimentario para las personas propensas en
particular a la ansiedad, a los trastornos del suefio y/o la epilepsia.

Por lo tanto, la presente invencion tiene como objeto composiciones farmacéuticas y productos
alimentarios que comprenden los péptidos derivados de la caseina as1 cuya secuencia se representa
en la SEQ ID NO. 1. Por lo tanto, la invencion se refiere pues a composiciones farmacéuticas y
productos alimentarios que contienen péptidos cuya secuencia de aminoacidos se escoge entre: Tyr-
Leu-Gly-Tyr-Leu.

La invencion se refiere igualmente a composiciones farmacéuticas y a los productos alimentarios que
comprenden péptidos modificados que tienen la SEQ ID NO. 1 y que conservan sus propiedades
ansioliticas. La invencion igualmente se refiere a composiciones farmacéuticas y a los productos
alimentarios que comprenden proteinas de fusidn o proteinas recombinantes que comprenden el
péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a los polinucledtidos que codifican los péptidos de
acuerdo con la SEQ ID No. 1. Debido a la degeneracion del cédigo genético, diferentes polinucleétidos
pueden codificar un mismo péptido. De acuerdo con la presente invenciéon, se entiende por
"polinucledtido" a una cadena nucleétidica de una sola hebra o su complementaria que puede ser de
tipo ADN o ARN, o una cadena de nucledtidica de doble hebra que puede ser de tipo ADNc
(complementario) o genémica. Preferentemente, los polinucleétidos de la invencion son de tipo ADN,
en particular de ADN de doble hebra. El término "polinucledtido" designa igualmente a los
polinucledtidos modificados. Preferentemente, los polinucleétidos de la presente invencion pueden ser
preparados con las técnicas clasicas de biologia molecular tal como se han descrito por Sambrook et
al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989) o por sintesis quimica.

Otro objeto de la invencion es un organismo huésped que expresa un péptido de acuerdo con la SEQ
ID NO. 1. Los péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 id la SEQ ID No. 2 se pueden expresar y
producir en diferentes organismos huespedes de acuerdo con técnicas bien conocidas por el experto
en la materia. Normalmente, el organismo huesped se transforma con un casete de expresiéon que
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comprende un polinucleétido que codifica un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No.
2. Este polinucleétido puede ser integrado en el genoma del organismo huesped o se puede replicar
de manera estable en el organismo huesped. Por organismo huesped se entiende en particular de
acuerdo con la invencién a cualquier organismo mono o pluricelular, inferior o superior, elegido en
particular entre las bacterias, las levaduras, los hongos y los mamiferos. Por organismo huesped se
entiende a un organismo no humano. Los péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No. 2
por tanto, pueden ser producidos aislados o purificados a partir de organismos huespedes
transformados que los expresan.

Preferentemente, los péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No. 2 son obtenidos a
partir de la caseina de la leche y mas preferentemente a partir de la caseina as1. La caseina usada es
de preferencia la caseina de la leche de bovinos y de manera mas preferente de vacas lecheras (Bos
taurus). En la base de datos de Swiss Prot se hace referencia a la secuencia de la caseina as1 con el
numero P02662. Después del fraccionamiento de las proteinas de la leche, la caseina se «digiere» o
hidroliza con unas enzimas apropiadas para obtener los péptidos de acuerdo con la invencion. En un
primer modo de realizacion, la caseina de la leche se hidroliza directamente con enzimas para obtener
los péptidos deseados. En este modo de realizacién, puede ser necesario purificar parcial o totalmente
los péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No. 2 después de la hidrélisis. En un
segundo modo de realizacion de acuerdo con la invencién, la hidrdlisis enzimatica se efectua
directamente sobre la caseina as1. En este modo de realizacién, el hidrolizado obtenido sera ya
enriquecido con péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1 y a menudo no son necesarias etapas de
purificacion complementarias. El experto en la materia escogera las enzimas apropiadas para obtener
los péptidos deseados. Estas técnicas son bien conocidas por el experto en la materia y se describen
en la bibliografia. La solicitud descrita tiene igualmente como objeto un hidrolizado de caseina que
comprende un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 o la SEQ ID No. 2. Preferentemente, se trata
de un hidrolizado de caseina as1.

Las composiciones farmacéuticas y los productos alimentarios de acuerdo con la presente invencion
tienen una actividad de tipo benzodiazepina y en particular un efecto ansiolitico.

La invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que tienen una actividad de tipo
benzodiazepina en particular para el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del suefio, de la
epilepsia.

La invencién se refiere también a composiciones farmacéuticas que contienen, a modo de principio
activo, una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 en combinacién con un
vehiculo farmacéutico apropiado.

Estas composiciones pueden ser formuladas para la administracién a los mamiferos, incluyendo al ser
humano. La posologia varia de acuerdo con el tratamiento y de acuerdo con la afectacion en cuestion.
Estas composiciones se realizan de modo que se puedan administrar por via digestiva o parenteral.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para administracion oral, sublingual,
subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o rectal, el principio activo se puede
administrar en formas unitarias de administracién, en mezcla con soportes farmacéuticos clasicos, a
los animales o a seres humanos. Las formas unitarias de administracion apropiadas comprenden las
formas por via oral tales como comprimidos, capsulas, polvos, granulos y soluciones o suspensiones
orales, formas de administracion sublingual y bucal, formas de administracidon subcutanea,
intramuscular, intravenosa, intranasal o intraocular y formas de administracion rectal.

Cuando se prepara una composicion solida en forma de comprimidos, el principio activo principal se
mezcla con un vehiculo farmacéutico tal como la gelatina, el almiddn, la lactosa, el estearato de
magnesio, el talco, la goma arabiga o analogos. Los comprimidos se pueden revestir con sacarosa u
otros materiales apropiados o incluso se pueden tratar de tal modo que tengan una actividad
prolongada o retardada y para que liberen de una forma continua una cantidad predeterminada de
principio activo.

Se obtiene una preparacion en capsulas mezclando el principio activo con un diluyente y vertiendo la
mezcla obtenida en unas capsulas blandas o duras.

Una preparacion en forma de jarabe o de elixir puede contener el principio activo en conjunto con un
edulcorante, un antiséptico, asi como un agente que proporcione sabor y un colorante apropiado.

Los polvos o granulos dispersables en agua pueden contener el principio activo en mezcla con
agentes de dispersién o con agentes humectantes, o unos agentes de suspension, asi como con unos
correctores del sabor o edulcorantes.

Las composiciones de acuerdo con la invencion se pueden usar en terapias solas, 0 en combinacion
con al menos otro agente activo. Estos otros agentes activos son elegidos en particular entre los
agentes activos apropiados para el tratamiento de la ansiedad, los trastornos del suefio y la epilepsia.
Se puede tratar de adyuvantes que permitan mejorar la actividad de los compuestos de acuerdo con la
invencién, o incluso otros agentes activos conocidos por su uso en el tratamiento de dichas
afecciones. Los agentes activos de este tipo son bien conocidos por el experto en la materia, estando
disponibles en el mercado o incluso descritos en obras de referencia tales como el Diccionario Vidal,
editado con actualizaciones cada afio.

La presente invencion se refiere igualmente pues a una composiciéon farmacéutica que comprende un
péptido de acuerdo con la SEQ :ID No. 1 asi como otro agente activo como producto de combinacién
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para una utilizacion simultanea, separada o escalonada en el tiempo en terapia, y en particular en el
tratamiento de la ansiedad y los trastornos del suefio. Estos otros agentes activos se eligen en
particular entre los agentes activos apropiados para el tratamiento de la ansiedad como por ejemplo
los compuestos de la clase de las benzodiazepinas o los inhibidores de la recaptacion de serotonina.
La invencion se refiere también a la utilizacion de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1, de un
péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2, de un polinucleétido de acuerdo con la invencién, de un
vector de expresion de acuerdo con la invencion y/o de un organismo huesped de acuerdo con la
invencioén para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos
del suefio y de la epilepsia.
Preferentemente, la invencion se refiere a la utilizacion de un hidrolizado de la caseina o de la caseina
as1 y/o de una fraccion de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1, que contiene una cantidad
eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 y/o de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No.
2 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del
suefio y de la epilepsia.
La invencién también se refiere a métodos de tratamiento terapéutico de la ansiedad, de los trastornos
del suefio y de la epilepsia que comprenden la administracion a un individuo de una cantidad eficaz de
un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1, de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2, de un
polinucleétido de acuerdo con la invencion, de un vector de expresion de acuerdo con la invencion y/o
de un organismo huesped de acuerdo con la invencion.
La solicitud se refiere también a métodos de tratamiento terapéutico de la ansiedad, de los trastornos
del suefio y de la epilepsia que comprende la administracién a un individuo de un hidrolizado de la
caseina o de la caseina as1 y/o de una fracciéon de un hidrolizado de la caseina o de caseina as1, que
contiene una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1 y/o de un péptido de
acuerdo con la SEQ ID No. 2.
La solicitud descrita es la utilizacion de un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 1, de un péptido de
acuerdo con la SEQ ID No. 2, de un polinucleétido de acuerdo con la invencién, de un vector de
expresion de acuerdo con la invencién y/o de un organismo huesped de acuerdo con la invencién para
la fabricacion de un producto alimentario a las personas propensas en particular a la ansiedad, a los
trastornos del suefio y/o a la epilepsia.
La solicitud describe un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1 y/o de una fraccién de un
hidrolizado de la caseina o de caseina as1 que contiene una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo
con la SEQ ID No. 1 y/o un péptido de acuerdo con la SEQ ID No. 2 para la fabricacion de un producto
alimentario para las personas propensas en particular a la ansiedad, a los trastornos del suefio y/o a la
epilepsia.
Por producto alimentario se entiende todo lo que sea apropiado para servir como alimento. Los
péptidos de la SEQ ID No. 1 pueden ser utilizados como principio activo ya sea en productos
alimentarios en combinacion con suplementos alimentarios de naturaleza proteica, glucidos o lipidos,
ya sea en productos alimentarios destinados a una alimentacién en particular. Los productos
alimentarios de la presente invencién también se pueden presentar en forma de complementos
alimentarios. Estos complementos alimentarios convienen para suplementar la alimentacién de
personas propensas en particular a la ansiedad, a los trastornos del suefio y/o a la epilepsia.
La invencién igualmente se refiere a procedimientos de obtencion de los péptidos de la SEQ ID No. 1
y de la SEQ ID No. 2. La caseina entera se obtiene a partir de la leche por precipitacion acida y
neutralizacion con ayuda de un alcali de acuerdo con los métodos bien conocidos. Por ejemplo, se
puede utilizar el método de NITSCHMANN y LEHMANN (11). La caseina o la caseina as1, utilizadas
como producto de partida para la obtencion de los péptidos de acuerdo con la SEQ ID No. 1y la SEQ
ID No. 2, se pueden obtener con los procedimientos clasicos bien conocidos por el experto en la
materia a partir de la leche, de caseinas enteras, de caseinatos y de concentrados de proteinas totales
de la leche, obtenidos por ejemplo de acuerdo con los procedimientos descritos por THOMSON (12) y
MAUBOIS (13). Por ejemplo, la caseina as1 se puede preparar poniendo en practica el método
descrito por SANOGO et al. (14). Este método es un método de fraccionamientos sobre DEAE-
celulosa que utiliza un gradiente discontinuo de cloruro calcico como eluyente. Presenta la ventaja de
separar rapidamente el conjunto de las caseinas. De forma ventajosa, se puede poner en practica,
como soporte de intercambio de aniones, con la DEAE-celulosa DE 52 [comercializada por
WHATMAN Ltd, Springfeld, Gran Bretafia] que es una resina acondicionada previamente que no
necesita ningun ciclo previo acido-basico antes de su primera utilizacion. A continuacion, los péptidos
se pueden obtener por hidrdlisis de la caseina con unas enzimas apropiadas. A continuacion, los
péptidos se pueden concentrar o aislar por cromatografia liquida de alto rendimiento (CLHP) en fase
inversa, por cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio aniénico o por cromatografia de
filtracion en gel con un umbral de 1.000 Da o por centrifugacion sobre membrana y otras técnicas de
separacion sobre membrana (microfiltracion, ultrafiltracion, etc.).
Por lo tanto, otro objeto de la presente invencidn es un procedimiento de preparacion de péptidos que
tengan una actividad de tipo benzodiazepina y en particular una actividad ansiolitica caracterizado
porque comprende las etapas siguientes:
- hidrdlisis enzimatica de la caseina con ayuda de la tripsina y a continuacion de la pepsina o de
una mezcla de enzimas pancreaticas;
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- aislamiento de los péptidos que tienen la SEQ ID No. 1.
Por aislamiento se entiende la purificacion parcial o total de los péptidos o simplemente el
enriguecimiento del hidrolizado obtenido en péptidos de acuerdo con la SEQ ID No.1 y la SEQ ID No.
2. Este enriquecimiento se puede realizar por ejemplo por fraccionamiento del hidrolizado obtenido.
Como alternativa, el hidrolizado obtenido a partir de la caseina as1 que contiene el péptido de acuerdo
con la SEQ ID No. 1 puede ser utilizado directamente para la obtencién de las composiciones
farmacéuticas y de los productos alimentarios de acuerdo con la invencion.
Los péptidos también se pueden obtener por sintesis peptidica de acuerdo con los procedimientos
bien conocidos por el experto en la materia, tales como los descritos por ejemplo por MERIFFIELD
(15).
La invencion se describira ahora con mas detalle con los ejemplos que siguen que no limitativos:
Figuras
Figura 1: Ensayo del laberinto en cruz sobreelevado
Figura 2: Ensayo de la caja clara/oscura.

Ejemplos
1. Modalidades de obtencién de un pentapéptido
La caseina entera se obtiene a partir de la leche por precipitacién acida y neutralizacién con la ayuda
de un alcali de acuerdo con los procedimientos bien conocidos.
El pentapéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que sigue a continuacion: Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu
de masa molecular de 627 Da, corresponde al péptido 91-95 de la caseina as1. Se puede obtener a
partir de la caseina as1 por hidrdlisis enzimatica, en particular con ayuda de la tripsina y a continuacion
de la pepsina. La hidrdlisis por la tripsina de la caseina as1 libera fragmentos peptidicos diversos. El
conjunto de los fragmentos tripsicos experimenta una hidrélisis con la pepsina A (EC 3.4.23.1)
(obtenida de mucosa gastrica porcina, con una actividad de 3.200-4.500 unidades/mg de proteina), en
una proporcion de E/S = 1/200 a un pH acido, en un tampoén y a una temperatura 6ptima para la
actividad de la enzima durante 240 minutos. Esta ultima hidrdlisis libera nuevos fragmentos entre los
cuales esta el pentapéptido 91-95 de la caseina as1. Este pentapéptido también se generara partir de
los fragmentos tripsicos de la caseina as1 mediante una hidrdlisis con ayuda de la Corolase PP®, una
mezcla de enzimas pancreaticas. La hidrdlisis es realizada durante 240 min en una proporcién de
E/S=1/100 a un pH, una temperatura y un tampdn Optimo para esta mezcla enzimatica. A
continuacién, el pentapéptido se puede concentrar o aislar por cromatografia liquida de alto
rendimiento (CLHP) en fase inversa, por cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio
anionico o por cromatografia de filtracion en gel o por centrifugacion sobre membrana y otras técnicas
de separaciéon sobre membrana (microfiltracion, ultrafiltracion, etc.).
2. Estudios farmaco-comportamentales en ratas Wistar
2.1. Laberinto en cruz sobre elevado
2.1.1. Principio
El ensayo del laberinto en cruz sobreelevado permite medir la densidad del comportamiento
exploratorio en una situacién nueva aversiva [PELLOW et al., 1985 (16)].
El experimento aprovecha el conflicto, en roedores, entre el miedo a los espacios abiertos y el deseo
de explorar un nuevo entorno. La rata, colocada en el centro del dispositivo, se ve obligada a explorar
su entorno. Los brazos abiertos constituyen un entorno ansiogénico, mientras que éste no es el caso
de los brazos cerrados. El nimero de entradas en el conjunto de los brazos, el que se relaciona con
los brazos abiertos, los brazos cerrados, el tiempo pasado los brazos abiertos, el estado de entrada en
el primer brazo abierto constituyen los parametros que reflejan el grado de ansiedad del animal.
2.1.2. Equipo
El laberinto en cruz, obreelevado construido con madera, esta formado por cuatro brazos a 90° los
unos de los otros. Los dos brazos abiertos (45 x 10 cm) y los dos brazos cerrados (45 x 10 cm;
rodeados de placas de madera a una altura de 40 cm) se colocan enfrentados. El cuadrado central
mide 10 x 10 cm. Los brazos abiertos estan iluminados con una luz blanca de una intensidad de 500
lux. El laberinto sobreelevado en cruz se encuentra a 50 cm del suelo.
2.1.3. Protocolo
Las observaciones tuvieron lugar entre las 9 h y 11 h de la mafiana para minimizar la influencia del
ritmo circadiano. Antes de cada paso a través del laberinto sobreelevado en cruz, el animal se coloca
durante 10 minutos en un campo abierto con el fin de estimular su comportamiento exploratorio. A
continuacion se coloca en el cuadrado central del laberinto sobreelevado en cruz y es observado
durante 5 min. El laberinto en cruz se lava con etanol al 95 % (v/v) entre dos pasos con el fin de
eliminar los olores.
2.1.4. Tratamientos
El estudio se realiz6 en 45 ratas repartidas en tres grupos:
- un grupo de control (15 ratas) recibié 2 ml/kg de una solucién que contenia un 1 % de glicerol

(v/v) y un 0,2 % (v/v) de metilcelulosa (vehiculo),
- un grupo tratado con diazepam (Valium®, Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia) en una dosis de

1 mg/kg suspendido en el vehiculo (15 ratas) como control positivo,
- un grupo tratado con el fragmento 91-95 de la caseina as1, disuelto previamente en el vehiculo, a
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una dosis de 0,5 mg/kg (15 ratas).
Los animales recibieron su respectivo tratamiento por via intraperitoneal una media hora antes del
paso en el campo abierto.
2.1.5. Resultados
El efecto de la inyeccion intraperitoneal en ratas Wistar de 2 ml/kg de una solucién que contenia un
1 % (v/v) de glicerol y un 0,2 % (v/v) de metilcelulosa (n = 15) o 1 mg/kg de diazepam (n = 15) o de
0,5 mg/kg del pentapéptido CNas-f(91-95) (n = 15) con respecto a (i) el nimero total de entradas en
los diferentes brazos, (ii) el nimero de entradas en los brazos abiertos, (iii) el tiempo empleado en los
brazos abiertos se estudid mediante analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis) y las
comparaciones medias se realizaron con el ensayo de Mann-Whitney (A, B medias para cada
tratamiento significativamente diferentes p < 0,05, figura 1). La actividad exploratoria de los animales,
que se refleja por el nUmero de entrada en el conjunto de los brazos, no es significativamente diferente
de acuerdo con el tratamiento. El niumero de entradas en los brazos abiertos y el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos de los animales tratados con el vehiculo son significativamente
inferiores a los de los animales tratados con diazepam y a los de los animales tratados con el
fragmento 91-95 de la caseina as1. No se observa ninguna diferencia significativa entre el diazepam y
el fragmento 91-95 de la caseina as1. El fragmento 91-95 de la caseina as1 presenta, en el ensayo del
laberinto sobreelevado en cruz en ratas Wistar, una accién similar a la ejercida por el diazepam, es
decir, un aumento de la exploracion de zonas de areas de exploracion ansiogénicas.
2.2. Caja claro/oscuro
2.2.1. Principio
Los ensayos de claro/oscuro se basan en la aversién innata de los roedores hacia entornos muy
iluminados y en su comportamiento exploratorio espontaneo como respuesta a factores de ligeros
estrés como un nuevo entorno y la luz. El dispositivo de la caja de claro/oscuro permite estudiar el
comportamiento exploratorio con respecto a un compartimento familiar aversivo (fuertemente
iluminado con luz blanca) después de la aclimataciéon en un compartimento no aversivo (oscuro) que
entonces se hace familiar [BOURIN y que HASCOET, 2003 (17)]. Los ansioliticos clasicos se pueden
detectar usando este dispositivo.
2.2.2. Aparatos y protocolo
La caja claro/oscura mide 65 x 49 x 35 cm (h x L x 1) y esta dividida en dos compartimentos idénticos
por una placa perforada de tres puertas de 8 x 8 cm. El suelo esta recubierto de serrin. Cada rata es
colocada durante 24 h en el compartimento posterior de la caja, estando las puertas de comunicacién
con el compartimento delantero inaccesibles. De este modo, el compartimento trasero llega a ser
familiar. El animal se alimenta y se hidrata a voluntad. El dia del ensayo, la rata, después del
tratamiento, se vuelve a colocar en el compartimento familiar y las puertas que se comunican con el
compartimento delantero (no familiar) se hacen accesibles para que el animal pueda explorar
libremente el entorno. EI compartimento no familiar se hace aversivo por una iluminaciéon con luz
blanca de una intensidad de 1500 lux. Los animales se observan durante 10 min y se mide el tiempo
pasado en cada uno de los compartimentos.
2.2.3. Tratamientos
El estudio se realiz6 sobre 36 ratas repartidas en tres grupos:
- un grupo de control (12 ratas) que recibié 2 mi/kg de una solucién que contenia un 1 % de glicerol
(v/v) y un 0,2 % (v/v) de metilcelulosa (vehiculo),
- un grupo tratado con diazepam (Valium®, Roche, Neuilly-sur-Seine, Francia) en una dosis de 1 mg/kg
suspendido en el vehiculo (12 ratas) como control positivo,
- un grupo tratado con el fragmento 91-95 de la caseina as1, disuelto previamente en el vehiculo, a
una dosis de 0,5 mg/kg (12 ratas).

Los animales recibieron su respectivo tratamiento por via intraperitoneal una media hora
antes de la abertura de la comunicacion entre el compartimento familiar y el compartimento no familiar.
2.2.4. Resultados

El efecto de la inyeccion intraperitoneal en ratas Wistar de 2 ml/kg de una soluciéon que
contenia un 1 % (v/v) de glicerol y un 0,2 % (v/v) de metilcelulosa (n =12) o 1 mg/kg de diazepam
(n=12) 0 0,5 mg/kg del pentapéptido CNas1-f(91-95) (n = 12) con respecto a (i) el numero de entradas
en el compartimento no familiar, (ii) el nimero de entradas pasado en el compartimento familiar y (iii)
el tiempo pasado en el compartimento no familiar se estudid mediante analisis de varianza no
paramétrico (Kruskal-Wallis) y las comparaciones medias se realizaron con el ensayo de Mann-
Whitney (A, B medias para cada tratamiento significativamente diferentes p < 0,05, figura 2). El tiempo
pasado en el compartimento no familiar, aversivo, de los animales tratados con el vehiculo es
significativamente inferior al de los animales tratados con diazepam y al de los animales tratados con
el fragmento 91-95 de la caseina as1. En paralelo, el tiempo pasado en el compartimento familiar de
los animales tratados con el vehiculo aumenta significativamente. No se observa ninguna diferencia
significativa entre el diazepam y el fragmento 91-95 de la caseina as1. El fragmento 91-95 de la
caseina as1 muestra una accion, de tipo ansiolitico, similar a la del diazepam en el ensayo de la caja
claro/oscura en ratas Wistar.
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REIVINDICACIONES

Utilizacion de un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1 y/o un péptido de acuerdo con la
SEQ ID N° 2 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, de los
trastornos del suefio y de la epilepsia.

Utilizacion de un hidrolizado de la caseina o de la caseina ass y/o de una fraccién de
hidrolizado de la caseina o de la caseina as1, que contiene una cantidad eficaz de un péptido
de acuerdo con la SEQ ID N° 1 y/o un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 2 para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del
suefo y de la epilepsia.

Composicion que comprende, a modo de principio activo, una cantidad eficaz de un péptido
de acuerdo con la SEQ ID N° 1 para su utilizacion en terapia.

Composicion para utilizacién en el tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del suefio y
de la epilepsia caracterizada porque comprende un hidrolizado o una fraccion de un
hidrolizado de caseina o de caseina as1 que contiene una cantidad eficaz de un péptido de
acuerdo con la SEQ ID N° 1 y/o un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 2.

Composicion para utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4 caracterizada porque
comprende un vehiculo farmacéutico apropiado.

Composicion para utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 3 6 4 caracterizada porque es
un producto alimentario.

Producto alimentario caracterizado porque comprende una cantidad eficaz para el
tratamiento de la ansiedad, de los trastornos del suefio y de la epilepsia de al menos un
péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1.

Producto alimentario de acuerdo con la reivindicacién 7 caracterizado porque comprende un
hidrolizado o una fracciéon de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1, que contiene
una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1.

Procedimiento de preparacion de un hidrolizado de la caseina o de la caseina as1, que
contiene una cantidad eficaz de un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1, que comprende:

- una etapa de hidrdlisis enzimaticacon la ayuda de la tripsina y a continuacion de la
pepsina o de una mezcla de enzimas pancredticas, y
- una etapa de aislamiento o de concentracién por cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase inversa, por cromatografia liquida de alto rendimiento de
intercambio anidnico, por cromatografia de filtracion en gel con un umbral de 1000
Da o por una técnica de separacion sobre membrana.

Polinucledtido aislado caracterizado porque codifica un péptido de acuerdo con la SEQ ID
Ne 1.

Vector de expresion caracterizado porque comprende un polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 10.

Organismo huesped, excepto del ser humano, caracterizado porque es transformado por un
polinucledtido que es codificado por un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1, y/o con un
vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica por un péptido de acuerdo
con la SEQ ID N° 1.

Organismo huesped transformado, excluyendo al ser humano, caracterizado porque
expresa un péptido de acuerdo con la SEQ ID N° 1.

10
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