ES 2974 661 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

AR V ~
JE  Espaa @ Numero de publicacion: 2 974 661
@Int. Cl.:

A23K 20/147 )
A23J 3/34 ( )
A23K 50/40 ( )
A23L 33/18 ( )
A61K 38/01 (2006.01)
( )
( )
( )
( )

A23L 33/115
A23L 33/12
A61K 31/202
A23J 3/04

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: 31.07.2020 PCT/EP2020/071717
Fecha y nimero de publicacion internacional: 04.02.2021 WO021019093

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 31.07.2020 E 20746238 (3)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 20.12.2023  EP 4007499

Titulo: Hidrolizado de proteinas de pescado azul

Prioridad: @ Titular/es:
01.08.2019 FR 1908837 SPECIALITES PET FOOD (11.1%)
Z. A. du Gohélis
o 5 56250 Elven, FR;
Fecha de publlcaC|0n y mencion en BOPI de la UNIVERSITE DE BORDEAUX (111%)’
trad“°°'°g4de la patente: UNIVERSITE DE BRETAGNE OCCIDENTALE (11.1%);
01.07.20 CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE (CNRS) (11.1%);

INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE
DEVELOPPEMENT (IRD) (11.1%);

INSTITUT POLYTECHNIQUE DE BORDEAUX (11.1%);
ABYSS INGREDIENTS (11.1%);

INSTITUT FRANCAIS DE RECHERCHE POUR
L'EXPLOITATION DE LA MER (IFREMER) (11.1%) y
INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE POUR
L'AGRICULTURE, L'ALIMENTATION ET
L'ENVIRONNEMENT (11.1%)

@ Inventor/es:

GUERARD, FABIENNE;
OROY, CLOE;
LEPOUDERE, ANNE;
CHATAIGNER, MATHILDE;
ALLAUME, PATRICK;
DINEL, ANNE-LAURE;
JOFFRE, CORINNE;
PALLET, VERONIQUE y
LE GRAND, FABIENNE

@ Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; soélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2974 661 T3

DESCRIPCION
Hidrolizado de proteinas de pescado azul
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a hidrolizados de proteinas funcionales. Mas concretamente, se trata de un hidrolizado de
proteinas obtenido a partir de al menos una fuente de proteinas de pescado azul que comprende (i} un grado de
hidrélisis (GH) de al menos un 10 %, (ii} al menos un 80 % de proteinas solubles en agua de peso molecular de menos
de 1000 Da, (iii) al menos un 0.3 % de fosfolipidos, y (iv) al menos un 0.5 % de DHA y EPA. Se relaciona ademas con
composiciones alimenticias o farmacéuticas que comprenden dicho hidrolizado de proteinas y su utilizacion para la
prevencién y/o el tratamiento de trastornos cognitivos leves relacionados con la edad.

Estado de la técnica

El envejecimiento de la poblacién constituye uno de los mayores retos econémicos y sociales del siglo XXI (1). Para
2040, se espera que la cantidad de personas en el mundo mayores de 65 afios se duplique con creces, pasando de
506 millones en 2008 a 1300 millones, de acuerdo con un estudio estadounidense de 2009 (2). Para 2025, mas de
148 millones de personas en Europa tendran mas de 65 afios (>20 % de la poblacién) en comparaciéon con los
120 millones de 2010, con un aumento particularmente rapido en el nimero de octogenarios. El envejecimiento se
acompafia en el ser humano de la apariciéon de sintomas especificos, especialmente, el deterioro cognitivo relacionado
con el envejecimiento cerebral (3). Se trata de una alteracién no patolégica, pero significativa de las funciones cerebrales,
incluidos especialmente los trastornos de la memoria y la vigilancia, que puede conducir a una pérdida de autonomia vy,
en ocasiones, puede presagiar enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, encontrar soluciones que permitan a las
personas envejecer con buena salud durante el mayor tiempo posible es esencial y constituye un verdadero desafio
econdmico, social y de salud publica para los paises desarrollados. El concepto de «envejecimiento saludable» (4) o
«envejecimiento exitoso» integra estos diferentes aspectos y la era de la medicina 4P (mas preventiva, predictiva,
personalizada, participativa) en la que nos adentramos deberia, en los proximos afios, dar un lugar privilegiado a la
prevencion, especialmente, a través de la nutricién, y a que cada individuo se responsabilice de su propia salud.

De manera similar, la esperanza de vida de las mascotas, especialmente gatos y perros, aumenta constantemente
debido a la mejora de la nutricién y el cuidado. En los Estados Unidos, por ejemplo, el promedio de vida de los perros
era de 11 afos en 2012 (+0.5 afos frente a 2002), mientras que para los gatos era de 12 afios en el mismo afio
(+1 afio frente a 2002) (5). En los Estados Unidos, se estima que el (30-40) % de la poblacion total de perros tiene
mas de 7 afios. En Europa, la estimaciéon menos precisa sitla esta proporcion en un (25-45) %.

Al igual que con los seres humanos, la creciente esperanza de vida de las mascotas plantea desafios reales para
mantener condiciones de vida satisfactorias para las personas mayores. Uno de los principales desafios es reducir la
incidencia de las enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad, o al menos retrasarlas. Entre estas
enfermedades, el sindrome de disfuncién cognitiva (SDC) esta bien caracterizado en perros. Sus manifestaciones
conductuales son pérdida de orientacion, alteraciones en la relacién con el duefio y cambios en los ciclos de suefio y
vigilia (6). Estos efectos también se observan en gatos mayores (6). Los estudios epidemiolégicos indican que el SDC
afecta al 5 % de los perros de 10 a 12 afios, al 23 % de los perros de 12 a 14 afos y al 41 % de los perros mayores
de 14 afios (7).

Para hacer frente a estos desafios, existe la necesidad de nuevos productos capaces de prevenir el deterioro cognitivo
relacionado con la edad y los trastornos asociados tanto en seres humanos como en animales, y, asi, mantener la
calidad de vida y la autonomia de las personas mayores durante mas tiempo.

Los efectos beneficiosos de comer pescado graso y magro se conocen desde hace mucho tiempo, y hoy en dia existe
un interés real de los consumidores por los productos del mar. Se sabe que el pescado graso, en general, y el pescado
azul, en particular, son ricos en acidos grasos poliinsaturados (PUFA), especialmente EPA (acido eicosapentaenoico)
y DHA (acido docosahexaenoico) (todos, por sus siglas en inglés), fosfolipidos y proteinas.

Sin embargo, segun el leal saber y entender de los autores, no existe ningun producto o ingrediente en el mercado
nutracéutico o de alimentos para mascotas que contenga una cantidad significativa de estos ingredientes activos de
interés para el cerebro, obtenidos mediante un proceso ecoldégico mediante el uso de un recurso marino Unico, en
particular, pescados azules tales como las sardinas.

Los autores han desarrollado, asi, un proceso de hidrélisis particularmente innovador, que permite obtener hidrolizados
de pescado azul con efectos beneficiosos para la prevencién del deterioro cognitivo relacionado con la edad. Rico en
péptidos bioactivos combinados con DHA y fosfolipidos, el hidrolizado tiene especialmente efectos ventajosos en la
neuroproteccion, la mejor capacidad cognitiva y la reduccién del estrés / de la ansiedad.

Los hidrolizados de proteina de pescado, en particular, proteinas de caballa, se describen en el documento
FR 2 966 016, por ejemplo.
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Sumario de la invencion

Por lo tanto, el objetivo de la invencion es proporcionar un producto «3 en 1» que contenga al menos 3 ingredientes
activos de interés para el cerebro, especialmente, péptidos, fosfolipidos y DHA, que permitan prevenir y/o tratar los
sintomas del deterioro cognitivo relacionado con la edad y los trastornos asociados en seres humanos y animales.

Para ello, segin un primer aspecto de la invencién, se propone un hidrolizado de proteinas obtenido a partir de al
menos una fuente de proteinas de pescado azul, especialmente, al menos de cabezas de pescado azul, que
comprende:

(i} un grado de hidroélisis (GH) de al menos un 10 %,

(i) al menos un 80 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular menor que 1000 Da,
(iii) al menos un 0.3 % de fosfolipidos, y

(iv) al menos un 0.5 % de DHA y EPA.

La invencion ademas se refiere a una composicion alimenticia que comprende al menos un hidrolizado de proteinas
segun la invencion, caracterizada por que es un alimento completo o un complemento alimenticio, especialmente un
alimento funcional o nutracéutico, pudiendo estar dicha composicién alimenticia destinada a seres humanos o
animales.

Otro objeto de la invencion se refiere a un proceso de preparacion de un hidrolizado de proteinas segun la invencion
que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afiadir al menos una enzima de hidrolisis;
e. calentar;

f. separar;

g. secar.

Por altimo, la invencién se refiere a un hidrolizado de proteinas segun la invenciéon o una composicion farmacéutica
que lo contiene, para su utilizacién como medicamento.

Descripcion de las figuras
Todas las figuras de la realizacién ilustrada de hidrolizados en polvo puros de acuerdo con la presente invencion.

Figura 1a: Efecto in vitro del hidrolizado H1 o DHA sobre la expresion de la citocina proinflamatoria IL-6 en células
microgliales BV2 después de 2 h, 6 h y 24 h de tratamiento con LPS (n = 9; **p < 0.01, ***p < 0.001. Control con
LPS frente a tratamiento con LPS, $p < 0.05, $$p < 0.01, DHA con LPS frente a H1 con LPS).

Figura 1b: Efecto in vitro del hidrolizado H1 o DHA sobre la expresion de la citocina proinflamatoria IL-1p en
células microgliales BV2 después de 2 h, 6 h y 24 h de tratamiento con LPS (n = 9; **p < 0.01, ***p < 0.001.
Control con LPS frente a tratamiento con LPS, $p < 0.05, $$p < 0.01; DHA con LPS frente a H1 con LPS).

Figura 1c: Efecto in vitro del hidrolizado H1 o DHA sobre la expresién de la citocina proinflamatoria TNF-o en
células microgliales BV2 después de 2 h, 6 h y 24 h de tratamiento con LPS (n = 9; **p < 0.01, **p < 0.001.
Control con LPS frente a tratamiento con LPS, $p < 0.05, $$p < 0.01. DHA con LPS frente a H1 con LPS).

Figura 2: Efecto in vitro del hidrolizado de H2 sobre la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1B y
TNF-a y el factor neurotrofico BDNF en células microgliales BV2 cocultivadas con células neuronales HT22
tratadas durante 6 h con LPS (n = 11; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Figura 3: Efecto in vitro del hidrolizado de H2 sobre la expresién de factores neurotroficos BDNF y NGF en células
neuronales HT22 cocultivadas con células microgliales BV2 tratadas durante 6 h con LPS (n = 11).

Figura 4: Efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2 sobre el comportamiento similar a la ansiedad y las
tasas de corticosterona en ratones jévenes y mayores (n = 11-13 por grupo; $p < 0.05, $$p < 0.01; efecto de la
dieta **p < 0.01).
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Figura 5: Efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2, con o sin DHA afadido, sobre la reactividad al
estrés en ratones jévenes y mayores (n = 11-13 por grupo; $p < 0.05, $$p < 0.01, $$$p < 0.001. Jévenes frente
a mayores; *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001. Tratamiento frente a tratamiento).

Figura 6: Efecto de la suplementacion con hidrolizado de H2 sobre la expresion génica de la respuesta al estrés
en el hipotalamo de ratones jovenes y mayores suplementados durante 11 semanas (n = 7-9 por grupo; *p <
0.05, **p < 0.01, #p = 0.0624).

Figura 7: Efecto de la suplementacion con hidrolizado de H2, con o sin DHA afiadido, sobre la memoria a corto
plazo del hipocampo evaluada por la nueva medida del indice de reconocimiento del brazo en la prueba del
laberinto en Y (n = 11-13 por grupo; *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, #p = 0.0596 frente al azar (33 %)).

Figura 8: Efecto de la suplementacion con hidrolizado de H2 sobre el aprendizaje espacial y la memoria del
hipocampo a largo plazo. (A) Distancia recorrida para llegar a la plataforma durante los 4 dias de aprendizaje
espacial ($p < 0.05). (B) Porcentaje de distancia recorrida en los cuadrantes durante la prueba de sonda estandar
($%$p < 0.01; $$$p < 0.001 frente al azar (25 %); *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001 frente a QO (diana)}, (n = 11-
13 por grupo).

Figura 9: Efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2 sobre el porcentaje de estrategias espaciales
utilizadas durante el aprendizaje espacial en ratones jovenes y mayores (n = 11-13 por grupo; efecto de la dieta
*p < 0.05, efecto de la edad $p < 0.01).

Figura 10: Efecto de la suplementacion con hidrolizado de H2 sobre la expresion de marcadores microgliales en
el hipocampo de ratones suplementados durante 11 semanas (n = 7-9 por grupo para CD11b y n = 4 por grupo
para Ibal; efecto de la dieta *p < 0.05, efecto de la edad $$p < 0.01).

Figura 11: Efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2 sobre la expresion génica de enzimas sintéticas
implicadas en la beta-oxidacién mitocondrial y peroxisomal en el hipocampo de ratones suplementados durante
11 semanas (n = 7-8 por grupo; *p < 0.05, **p < 0.01, ™ *p < 0.001).

Figura 12: Efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2 sobre la expresion génica de enzimas sintéticas
implicadas en la defensa antioxidante en el hipocampo de ratones suplementados durante 11 semanas (n = 7-8
por grupo; efecto de la dieta *p < 0.05; efecto de la edad $p < 0.05).

Figura 13: Efecto de la suplementacién de 18 dias con hidrolizado de H2 o0 DHA sobre la expresion génica de
citocinas proinflamatorias en el hipocampo de ratones en respuesta a LPS (n = 4-6 por grupo; ***p < 0.001).

Figura 14: Efecto de la suplementacion de 18 dias con hidrolizado de H2 o DHA sobre la expresion del gen COX-
2 en hipocampo de ratén en respuesta a LPS (n = 4-6 por grupo).

Figura 15: Efecto de la suplementacion de 18 dias con hidrolizado de H2 o DHA sobre la expresion proteica de
IkB en hipocampo de ratén en respuesta a LPS (n = 5-6 por grupo; *p < 0.05, **p < 0.01).

Figura 16: Efecto de la suplementacioén de 18 dias con hidrolizado de H2 o DHA sobre el contenido de oxilipina
en el hipocampo de ratdén en respuesta a LPS (n = 4-6 por grupo; los valores con superindices (a, b, ¢, d, €)
difieren significativamente).

Figura 17: Efecto de la suplementacién de 18 dias con hidrolizado de H2 o DHA sobre la expresion génica de
neurotrofinas BDNF y NGF en el hipocampo de ratén en respuesta a LPS (n = 4-6 por grupo; *p < 0.05, **p <
0.01, *** p < 0.001).

Definiciones

A menos que se indique especificamente de cualquier otra manera, los porcentajes se expresan en la presente
memoria en peso de un producto de referencia.

En esta descripcion, los intervalos se definen de forma abreviada para evitar reproducirlos en su totalidad y para
describir todos y cada uno de los valores del intervalo. Cualquier valor apropiado en el intervalo se puede elegir como
el valor superior, el valor inferior o los valores terminales del intervalo. Por ejemplo, un intervalo de 0.1 a 1.0 representa
los valores terminales de 0.1 y 1.0, asi como los valores intermedios de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y todos los
intervalos intermedios entre 0.1 y 1.0. como 0.2 2 0.5, 0.2 2 0.8, 0.7 a 1.0, etc. Un intervalo definido como «entre el
valor A y el valor B» incluye los valores Ay By, por lo tanto, es equivalente a un intervalo «desde el valor A hasta el
valor B». Es mas, el término «al menos» comprende el valor que se establece mas abajo. Por ejemplo, «al menos el
5 %» debe entenderse que comprende el «5 %». El término «un maximo de» comprende el valor establecido mas
abajo. Por ejemplo, debe entenderse que «un maximo del 5 %» comprende también el «5 %».

Es mas, en esta invencién, los valores medibles, tal como una cantidad, deben entenderse como que comprenden
desviaciones estandar que puede determinar facilmente el experto en la técnica perteneciente al campo técnico de
referencia. Preferiblemente, estos valores incluyen variaciones de 5 %.
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Como se utiliza a lo largo de este documento, la forma singular de una palabra comprende el plural y viceversa, a
menos que el contexto indique claramente de cualquier otra manera. Asi, las referencias a «uno», «una» y «el/la»
suelen comprender los plurales de los respectivos términos. Por ejemplo, una referencia a un «proceso» o «alimento»
comprende una pluralidad de los «procesos» 0 «alimentos». De manera similar, los términos «comprender»,
«comprenden» y «que comprende» se interpretaran de forma inclusiva. Del mismo modo, los términos «incluir», «que
incluye» y «0» deben considerarse inclusivos. Sin embargo, todos estos términos deben entenderse para abarcar
realizaciones exclusivas a las que también se puede hacer referencia mediante la utilizacion de términos tales como
«consiste en».

Los procesos y las composiciones y otras realizaciones ilustradas en la presente descripcién no se limitan a
metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos en la presente descripcion, ya que pueden variar, como
comprendera el experto en la técnica.

A menos que se indique de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos, los términos utilizados en la técnica y
las siglas utilizadas en la presente descripcién tienen los significados cominmente aceptados por el experto en la
técnica en el campo o los campos de la invencion, o en el campo o los campos en los que se utiliza el término. Aunque
cualquier composicién, proceso, articulo fabricado u otros medios o materiales similares o equivalentes a los descritos
en la presente descripcidon pueden utilizarse en la practica de la presente invencion, las composiciones, los procesos,
los articulos fabricados u otros medios o materiales preferidos se describen en la presente descripcion.

Descripcion detallada de la invencion

Los autores han desarrollado un hidrolizado de pescado azul. Los compuestos de interés del pescado azul, y
especialmente proteinas, DHA y fosfolipidos, se combinan en el hidrolizado segun la invencién. De manera
particularmente ventajosa, los autores han optimizado las proporciones de estos compuestos de interés para permitir
que se logren efectos biolégicos beneficiosos. Mas en particular, el hidrolizado comprende una gran proporcioén de
proteinas, principalmente en forma de péptidos. Este hidrolizado, rico por lo tanto en péptidos bioactivos y que
comprende fosfolipidos y DHA, presenta especialmente efectos beneficiosos en la prevencion del deterioro cognitivo
y la ansiedad, particularmente relacionados con la edad.

Hidrolizado de proteinas

En el contexto de esta invencién, se han empleado varios métodos de calculo, especialmente para determinar los
perfiles de peso molecular de proteinas y/o péptidos, las cantidades de proteinas, especialmente proteinas solubles,
las cantidades de fosfolipidos, DHA, EPA y otros componentes de dicho hidrolizado. Los métodos de célculo y/o los
articulos de referencia que detallan estos métodos se presentan en el Ejemplo 1.7.

Los valores de contenido mencionados en este texto se refieren al hidrolizado en polvo seco sin la ayuda de un medio
de secado (denominado «hidrolizado en polvo puro»). Ahora bien, en el proceso de obtencién del hidrolizado se puede
utilizar ventajosamente un soporte de secado para facilitar la realizacion de la etapa de secado a gran escala. En este
caso, se obtendra un «hidrolizado en polvo con medio» que comprende una proporcion de medio de secado.
Tipicamente, se utiliza un (2-20)} % en peso de medio de secado del hidrolizado liquido antes del secado. Asi, para
conocer los valores de contenido del hidrolizado en polvo con medio, sera suficiente adaptar los valores de contenido
proporcionados en este texto con referencia al hidrolizado en polvo puro en proporcion a la cantidad de hidrolizado en
polvo puro contenido en el hidrolizado en polvo con medio.

Segun un primer aspecto, la invencién se refiere a un hidrolizado de proteinas obtenido a partir de al menos una fuente
de proteinas de pescado azul que comprende:

(i) un grado de hidrolisis (GH) de al menos un 10 %,

(i) al menos un 80 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular menor que 1000 Da,
(iii) al menos un 0.3 % de fosfolipidos, y

(iv) al menos un 0.5 % de DHA y EPA.

«Pescado azul» son peces pelagicos de aguas profundas. El pescado azul recibe su nombre del color de su piel, que
esta influenciado por la acumulacién de grasa, especialmente acidos grasos omega-3, en sus musculos. Los pescados
azules objeto de esta invencién son pequefios pescados azules elegidos de la familia Clupeidae, y especialmente las
sardinas (Sardina pilchardus, Sardinops sp., Sardinella sp.) o arenque (Clupea harengus); anchoas (Engraulis
encrasicolus), caballa (Scomber scombrus) y peces del género Trachurus.

El hidrolizado de proteinas de esta invencion se obtiene asi por hidrélisis de una fuente de proteinas procedente del
pescado azul. «Grado de hidrélisis» (GH) significa el porcentaje de enlaces peptidicos rotos durante la hidrolisis de
las proteinas.

El hidrolizado de la invencion presenta un grado de hidrélisis de al menos un 10 %, determinandose dicho GH por el
método pH-stat como describié J. Adler-Nissen (17). Preferiblemente, el grado de hidrélisis es mayor que el 11 %. En
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particular, el grado de hidrolisis de dicha fuente de proteinas es menor que el 20 %, preferiblemente menor que el
18 %, preferiblemente menor que el 17 %, mas preferiblemente menor que el 16 %, mas preferiblemente menor que
el 15 %. La obtencién de tal grado de hidrélisis permite ventajosamente disponer de los péptidos y lipidos bioactivos
de interés en el hidrolizado segun la invencion.

El hidrolizado segun la invenciéon comprende, en particular, al menos el 45 %, preferiblemente al menos el 50 %, mas
preferiblemente al menos el 55 %, ain mas preferiblemente al menos el 60 %, lo mas preferiblemente al menos el
65 % de proteina total (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Dicho hidrolizado comprende, en particular,
un maximo del 95 %, preferiblemente un maximo del 90 %, mas preferiblemente un maximo del 85 %, alun mas
preferiblemente un maximo del 80 % de proteina total (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

Segun una realizacion particular, el hidrolizado segun la invencién comprende al menos un 45 %, preferiblemente al
menos un 50 %, mas preferiblemente al menos un 55 %, aun mas preferiblemente al menos un 60 %, lo mas
preferiblemente al menos un 65 % de proteina soluble (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Dicho
hidrolizado comprende, en particular, un maximo del 95 %, preferiblemente un maximo del 90 %, mas preferiblemente
un maximo del 85 %, aun mas preferiblemente un maximo del 80 %, lo mas preferiblemente un maximo del 75 % de
proteinas solubles (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

A los péptidos que componen los hidrolizados se les atribuye un amplio espectro de actividades biolégicas: actividades
antihipertensivas, hipocolesterolémicas, inmunomoduladoras, antimicrobianas, antioxidantes y opioides (o antiestrés),
etc. De manera general, los péptidos bioactivos generalmente comprenden de 4 a 20 aminoacidos. Esto las hace mas
resistentes a la accion de las enzimas digestivas, mientras que su pequefio tamafio les permite atravesar la barrera
intestinal y entrar en el torrente sanguineo. Ventajosamente, el hidrolizado de proteinas de la invencién es rico en
péptidos. Especialmente, comprende al menos un 80 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular menor
que 1000 dalton (Da) (péptidos). En el contexto de esta invencién, la expresién «proteinas de peso molecular XX Da»
se refiere a aminoacidos y/o péptidos y/o proteinas, segun el valor del peso molecular. Los «péptidos» se definen
especialmente por un peso molecular menor que 1000 Da. En particular, el hidrolizado de proteinas de la invencién
comprende al menos un 80 % de proteinas solubles en agua de peso molecular menor que 1000 Da, preferiblemente
al menos un 83 % de proteinas solubles en agua de peso molecular menor que 1000 Da, mas preferiblemente al
menos un 84 % de proteinas solubles en agua de peso molecular menor que 1000 Da, mas preferiblemente al menos
un 85 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da, lo méas preferiblemente al menos
un 86 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da. Dicho hidrolizado contiene un
maximo del 95 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da, preferiblemente un maximo
del 93 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da, mas preferiblemente un maximo
del 92 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da, mas preferiblemente un maximo
del 91 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da, lo mas preferiblemente un maximo
del 90 % de proteinas solubles en agua de un peso molecular menor que 1000 Da.

Segln una realizacién particular, el hidrolizado segun la invencion presenta el siguiente perfil de peso molecular:

- al menos el 50 %, preferiblemente al menos el 55 %, mas preferiblemente al menos el 60 %, mas
preferiblemente al menos el 65 %, mas preferiblemente al menos el 68 % de proteinas solubles en agua con un
peso molecular de menos de 500 Da, y preferiblemente un maximo del 95 %, mas preferiblemente un maximo
del 90 %, mas preferiblemente un maximo del 85 %, mas preferiblemente un maximo del 82 %, mas
preferiblemente un maximo del 80 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular menor que 500 Da;

- al menos un 8 %, preferiblemente al menos un 8.5 %, mas preferiblemente al menos un 9 %, mas
preferiblemente al menos un 9.5 %, mas preferiblemente al menos un 10 % de proteinas solubles en agua con
un peso molecular entre 500 Da y 1000 Da, y preferiblemente un maximo del 35 %, mas preferiblemente un
maximo del 30 %, mas preferiblemente un maximo del 25 %, mas preferiblemente un maximo del 22 %, mas
preferiblemente un maximo del 20 %, mas preferiblemente un maximo del 18 %, mas preferiblemente un maximo
del 17 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular entre 500 Da y 1000 Da;

- al menos un 7 %, preferiblemente al menos un 7.5 %, mas preferiblemente al menos un 8 %, mas preferiblemente
al menos un 8.5 %, mas preferiblemente al menos un 9 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular
entre 1000 Da y 5000 Da, y preferiblemente un maximo del 20 %, mas preferiblemente un maximo del 18 %, mas
preferiblemente un maximo del 16 %, mas preferiblemente un maximo del 15 %, mas preferiblemente un maximo
del 14 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular entre 1000 Da y 5000 Da;

- al menos un 0.10 %, preferiblemente al menos un 0.15 %, mas preferiblemente al menos un 0.20 %, mas
preferiblemente al menos un 0.25 %, mas preferiblemente al menos un 0.30 % de proteinas solubles en agua
con un peso molecular de mas de 5000 Da, y preferiblemente un maximo del 2.0 %, mas preferiblemente un
maximo del 1.5 %, mas preferiblemente un maximo del 1.0 %, mas preferiblemente un maximo del 0.8 %, mas
preferiblemente un maximo del 0.7 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular de mas de 5000 Da.

El hidrolizado comprende preferiblemente entre un 12 % y un 35 %, mas preferiblemente entre un 15 % y un 32 %,
mas preferiblemente entre un 17 % y un 30 %, aun mas preferiblemente entre un 20 % y un 28 %, lo mas
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preferiblemente entre un 22 % y un 26 % de aminoacidos libres en relaciéon con las proteinas totales.

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre un 0.3 % y un 2.0 %, mas preferiblemente entre un 0.4 %
y un 1.8 %, mas preferiblemente entre un 0.5 % y un 1.5 %, mas preferiblemente entre un 0.6 % y un 1.3 %, lo mas
preferiblemente entre un 0.7 % y un 1.0 % de triptéfano (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre un 3.0 % y un 9.0 %, mas preferiblemente entre un 3.5 %
y un 8.5 %, mas preferiblemente entre un 4.0 % y un 8.0 %, aun mas preferiblemente entre un 4.5 % y un 7.5 %, lo
mas preferiblemente entre un 5.0 % y un 7.0 % de lisina (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

En particular, el hidrolizado comprende entre un 3 % y un 20 %, mas preferiblemente entre un 5 % y un 18 %, mas
preferiblemente entre un 7 % y un 16 %, alin mas preferiblemente entre un 9 % y un 15 %, lo mas preferiblemente
entre un 10 % y un 14 % de aminoacidos de cadena ramificada (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).
«Aminoacidos de cadena ramificada» significa isoleucina, leucina y valina.

En particular, el hidrolizado comprende entre un 0.5 % y un 8 %, mas preferiblemente entre un 1 % y un 7 %, mas
preferiblemente entre un 1.5 % y un 6 %, aun mas preferiblemente entre un 1.8 % y un 5 %, lo mas preferiblemente
entre un 2% y un 4 % de aminoacidos que contienen azufre (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).
«Aminoacidos que contienen azufre» significa cistina, cisteina y metionina.

En particular, el hidrolizado comprende entre un 15 % y un 45 %, preferiblemente entre un 17 % y un 42 %, mas
preferiblemente entre un 20 % y un 39 %, ain mas preferiblemente entre un 23 % y un 36 %, lo mas preferiblemente
entre un 25 % y un 34 % de aminoacidos esenciales (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). En particular, el
hidrolizado comprende entre un 5 % y un 20 %, mas preferiblemente entre un 6 % y un 18 %, mas preferiblemente entre
un7 %y un 16 %, aln mas preferiblemente entre un 8 % y un 14 %, lo mas preferiblemente entre un 9 % y un 12 % de
aminoacidos esenciales libres (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). «<Aminoacidos esenciales» significa
lisina, metionina, cistina, treonina, triptéfano, fenilalanina, tirosina, valina, leucina, isoleucina (para seres humanos).

El hidrolizado segun la invencion presenta especialmente un contenido total de materia grasa de al menos el 3 %,
preferiblemente al menos el 4 %, mas preferiblemente al menos el 5 %, aln mas preferiblemente al menos el 6 %, lo
mas preferiblemente al menos el 7 % (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Dicho hidrolizado comprende
especialmente un contenido de materia grasa total menor o igual que el 20 %, preferiblemente menor o igual que el
19 %, mas preferiblemente menor o igual que el 18 %, aln mas preferiblemente menor o igual que el 17 %, lo mas
preferiblemente menor o igual que el 16 % (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

«Materia grasa total» significa el total de lipidos neutros y lipidos polares (o fosfolipidos), que corresponde a los «lipidos
totales».

Entre los lipidos presentes, el hidrolizado de proteinas de la invencion contiene ventajosamente fosfolipidos (o lipidos
polares). Los fosfolipidos son lipidos estructurales, los principales constituyentes de las membranas. Los acidos grasos
asociados (C20 y C22) a los fosfolipidos tienen un papel esencial en la membrana plasmatica ya que aseguran la
mejora de su fluidez gracias a dos elementos, la longitud de las cadenas y las rotaciones que permiten los dobles
enlaces.

El hidrolizado de proteinas de la invencién comprende al menos un 0.3 % de fosfolipidos (porcentaje en peso de
hidrolizado en polvo puro). En particular, comprende al menos un 0.35 % de fosfolipidos, preferiblemente al menos un
0.4 % de fosfolipidos, mas preferiblemente al menos un 0.45 % de fosfolipidos, aun mas preferiblemente al menos un
0.5 % de fosfolipidos, alin mas preferiblemente al menos un 0.55 % de fosfolipidos, lo mas preferiblemente al menos
un 0.60 % de fosfolipidos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). En las realizaciones de la invencion, el
hidrolizado de proteinas comprende al menos un 1 % de fosfolipidos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo
puro). En particular, comprende al menos un 1.1 % de fosfolipidos, preferiblemente al menos un 1.2 % de fosfolipidos,
mas preferiblemente al menos un 1.3 % de fosfolipidos, aun mas preferiblemente al menos un 1.4 % de fosfolipidos,
lo mas preferiblemente al menos un 1.5 % de fosfolipidos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Dicho
hidrolizado contiene un maximo del 3 % de fosfolipidos, preferiblemente un maximo del 2.8 % de fosfolipidos, mas
preferiblemente un maximo del 2.5 % de fosfolipidos, alin mas preferiblemente un maximo del 2.3 % de fosfolipidos,
lo mas preferiblemente un maximo del 2.1 % de fosfolipidos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

En particular, los fosfolipidos representan al menos el 4 %, preferiblemente al menos el 4.5 %, mas preferiblemente al
menos el 5 %, aun mas preferiblemente al menos el 5.5 %, alun mas preferiblemente al menos el 6 %, lo mas
preferiblemente al menos el 6.5 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro segun la invencién. En
realizaciones particulares, los fosfolipidos representan al menos el 10 %, preferiblemente al menos el 11 %, mas
preferiblemente al menos el 12 %, alin mas preferiblemente al menos el 14 %, lo mas preferiblemente al menos el
15 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro segun la invencion. Especialmente, los fosfolipidos
representan un maximo del 70 %, preferiblemente un maximo del 65 %, mas preferiblemente un maximo del 60 %,
aun mas preferiblemente un maximo del 55 %, lo mas preferiblemente un maximo del 50 % de la materia grasa total
del hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

Segun una realizacién preferida, el hidrolizado de la invencion es rico en fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina
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(PE), fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilinositol (PI}, cuatro fosfolipidos predominantes en el cerebro.

Segun esta realizacion, dicho hidrolizado contiene especialmente fosfatidilserina en una cantidad de al menos 0.1 mg,
preferiblemente al menos 0.2 mg, mas preferiblemente al menos 0.3 mg, alin mas preferiblemente al menos 0.4 mg,
lo mas preferiblemente al menos 0.5 mg, por gramo de hidrolizado puro en forma de polvo.

Segun esta realizaciéon, dicho hidrolizado contiene especialmente fosfatidilserina en una cantidad menor o igual que
5 mg, preferiblemente menor o igual que 4 mg, mas preferiblemente menor o igual que 3 mg, ain mas preferiblemente
menor o igual que 2.5 mg, lo mas preferiblemente menor o igual que 2 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado también contiene fosfatidiletanolamina en una cantidad de al menos 0.1 mg, preferiblemente al
menos 0.2 mg, mas preferiblemente al menos 0.25 mg, aun mas preferiblemente al menos 0.3 mg, lo mas
preferiblemente al menos 0.35 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro. En realizaciones particulares, dicho
hidrolizado contiene fosfatidiletanolamina en una cantidad de al menos 0.5 mg, preferiblemente al menos 0.8 mg, mas
preferiblemente al menos 1.2 mg, ain mas preferiblemente al menos 1.4 mg, lo més preferiblemente al menos 1.5 mg,
por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado también contiene fosfatidiletanolamina en una cantidad menor o igual que 7 mg, preferiblemente
menor o igual que 6 mg, mas preferiblemente menor o igual que 5 mg, aun mas preferiblemente menor o igual que
4.5 mg, lo mas preferiblemente menor o igual que 4 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado contiene ademas fosfatidilcolina en una cantidad de al menos 1 mg, preferiblemente al menos
1.5 mg, mas preferiblemente al menos 2 mg, ain mas preferiblemente al menos 2.5 mg, alin mas preferiblemente al
menos 3 mg, lo mas preferiblemente al menos 3.5 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro. En realizaciones
particulares, dicho hidrolizado contiene fosfatidilcolina en una cantidad de al menos 5 mg, preferiblemente al menos
6 mg, mas preferiblemente al menos 6.5 mg, alin mas preferiblemente al menos 7 mg, lo mas preferiblemente al menos
7.5 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado contiene ademas fosfatidilcolina en una cantidad menor o igual que 20 mg, preferiblemente menor
o igual que 18 mg, mas preferiblemente menor o igual que 16 mg, alin mas preferiblemente menor o igual que 14 mg,
lo mas preferiblemente menor o igual que 12.5 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado asimismo contiene fosfatidilinositol en una cantidad de al menos 0.2 mg, preferiblemente al menos
0.3 mg, mas preferiblemente al menos 0.4 mg, aun mas preferiblemente al menos 0.45 mg, lo mas preferiblemente al
menos 0.5 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro. En las realizaciones particulares, dicho hidrolizado contiene
fosfatidilinositol en una cantidad de al menos 0.5 mg, preferiblemente al menos 0.7 mg, mas preferiblemente al menos
0.9 mg, aun mas preferiblemente al menos 1 mg, lo mas preferiblemente al menos 1.1 mg, por gramo de hidrolizado
en polvo puro.

Dicho hidrolizado asimismo contiene fosfatidilinositol en una cantidad menor o igual que 5 mg, preferiblemente menor
o igual que 4 mg, mas preferiblemente menor o igual que 3 mg, aun mas preferiblemente menor o igual que 2.5 mg,
lo mas preferiblemente menor o igual que 2.1 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son acidos grasos con al menos dos dobles enlaces en su cadena
carbonada. Entre las diferentes familias de PUFA, dos familias, los PUFA n-6 (u omega 6) y n-3 (u omega 3) son de
gran interés nutricional. Se diferencian en la posicion del primer doble enlace. Estas dos familias se derivan de
precursores metabdlicos de origen exclusivamente vegetal: el acido alfa linolénico (n-3) (ALA) y el acido linoleico (n-6)
(LA), que, por lo tanto, debe aportar nuestra dieta. Estos son acidos grasos esenciales. EI ALA se encuentra
esencialmente en semillas y aceites de colza, soja, nuez y linaza, y el LA en semillas y aceites de girasol, cacahuete,
maiz y uva. Una vez consumido, el ALA se convierte en derivados esenciales para la salud: acido eicosapentaenoico
(EPA) y acido docosahexaenoico (DHA). Los peces marinos, que se alimentan de algas y fitoplancton, son una buena
fuente de EPA y DHA. El LA se metaboliza en acido araquidénico (AA), que también es esencial para la salud, y se
suministra directamente del consumo de productos de animales terrestres (huevos, carne).

Los PUFA presentes en el cerebro son mayoritariamente AA y DHA, que son constituyentes de las membranas
cerebrales. La incorporacion de PUFA es maxima durante el desarrollo del cerebro, mientras que, en el cerebro adulto,
el DHA y el AA ya no se acumulan, pero sus concentraciones se mantienen mediante una renovacion regular que
compensa su utilizacién. Es probable que estas concentraciones varien segln la ingesta dietética.

Ventajosamente, el hidrolizado segun la invencién contiene acidos grasos poliinsaturados (PUFA), y, en particular,
una proporcién importante de omega 3. En particular, comprende al menos un 0.5 %, preferiblemente al menos un
1 %, mas preferiblemente al menos un 1.5 %, aun mas preferiblemente al menos un 2 %, lo mas preferiblemente al
menos un 2.5 % de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), y especialmente omega 3 y omega 6 (porcentaje en peso
de hidrolizado en polvo puro). Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un maximo del 5 %, preferiblemente un
maximo del 4.7 %, mas preferiblemente un maximo del 4.5 %, alin mas preferiblemente un maximo del 4.2 %, lo mas
preferiblemente un maximo del 4.0 % de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), y especialmente omega 3 y omega 6
(porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).
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Preferiblemente, el hidrolizado segun la invencion comprende al menos un 0.5 %, preferiblemente al menos un 0.7 %,
mas preferiblemente al menos un 1 %, aln mas preferiblemente al menos un 1.5 %, lo mas preferiblemente al menos
un 2 % de omega 3 (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene
como maximo el 4 %, preferiblemente como méaximo el 3.9 %, mas preferiblemente como maximo el 3.8 %, ain mas
preferiblemente como maximo el 3.7 %, lo mas preferiblemente como maximo el 3.5 % de omega 3 (porcentaje en
peso de hidrolizado en polvo puro).

En particular, el omega 3 representa al menos el 15 %, preferiblemente al menos el 20 %, mas preferiblemente al
menos el 25 %, aun mas preferiblemente al menos el 30 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro
segun la invencién. Especialmente, los omega 3 representan como maximo el 50 %, preferiblemente como maximo el
45 %, aln mas preferiblemente como maximo el 40 %, aln mas preferiblemente como maximo el 35 % de la materia
grasa total del hidrolizado en polvo puro segun la invencién.

En particular, el hidrolizado segin la invencion comprende al menos el 0.05 %, preferiblemente al menos el 0.07 %,
mas preferiblemente al menos el 0.1 %, adn mas preferiblemente al menos el 0.15 %, lo mas preferiblemente al menos
el 0.2 % de omega 6 (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro). Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene
un maximo del 1.5 %, preferiblemente un maximo del 1.4 %, mas preferiblemente un maximo del 1.3 %, alun mas
preferiblemente un maximo del 1.2 %, lo mas preferiblemente un maximo del 1.1 % de omega 6 (porcentaje en peso
de hidrolizado en polvo puro).

En particular, los omega 6 representan al menos el 0.5 %, preferiblemente al menos el 0.75 %, mas preferiblemente
al menos el 1 %, aln mas preferiblemente al menos el 2 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro
segun la invencion. Especialmente, los omega 6 representan un maximo del 25 %, preferiblemente un maximo del
21 %, mas preferiblemente un maximo del 17 %, alun mas preferiblemente un maximo del 13 % de la materia grasa
total del hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

El hidrolizado de la invencién es particularmente ventajoso debido a la presencia de DHA y EPA. El hidrolizado de
proteinas de la invencién comprende al menos el 0.5 % de DHA y EPA (en porcentaje de hidrolizado en polvo puro).
En particular, comprende al menos el 0.7 % de DHA y EPA, preferiblemente al menos el 0.9 % de DHA y EPA, alun
mas preferiblemente al menos el 1 % de DHA y EPA, lo mas preferiblemente al menos el 1.5 % de DHA y EPA
(porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un maximo del 5 % de DHA y EPA, preferiblemente un maximo del 4.5 %
de DHA y EPA, mas preferiblemente un maximo del 4 % de DHA y EPA, ain mas preferiblemente un maximo del
3.5 % de DHA y EPA, lo mas preferiblemente un méaximo del 3.2 % de DHA y EPA (porcentaje en peso de hidrolizado
en polvo puro).

En particular, DHA y EPA representan al menos el 10 %, preferiblemente al menos el 15 %, mas preferiblemente al
menos el 20 %, aln mas preferiblemente al menos el 22 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro
segun la invencion. Especialmente, el DHA y el EPA representan un maximo del 40 %, preferiblemente un maximo del
35 %, mas preferiblemente un maximo del 30 %, aun mas preferiblemente un maximo del 27 % de la materia grasa
total del hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

Segun otra realizacién preferida, contiene especialmente DHA en una cantidad de al menos 2 mg, preferiblemente al
menos 3 mg, mas preferiblemente al menos 5 mg, ain mas preferiblemente al menos 7 mg, lo mas preferiblemente al
menos 9 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado contiene preferiblemente DHA en una cantidad menor o igual que 30 mg, preferiblemente menor o
igual que 27 mg, mas preferiblemente menor o igual que 25 mg, alin mas preferiblemente menor o igual que 23 mg,
lo mas preferiblemente menor o igual que 20 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

En particular, el DHA representa al menos el 5 %, preferiblemente al menos el 5.3 %, mas preferiblemente al menos
el 5.7 %, aun mas preferiblemente al menos el 5.9 %, lo mas preferiblemente al menos el 6 % de la grasa total del
hidrolizado en polvo puro segin la invencién. Especialmente, el DHA representa como maximo el 30 %,
preferiblemente como maximo el 27 %, mas preferiblemente como maximo el 25 %, aun mas preferiblemente como
maximo el 22 %, lo mas preferiblemente como méaximo el 20 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro
segun la invencion.

En combinacién con péptidos, el DHA, presente, pero no predominante, tiene ventajosamente efectos beneficiosos.

Segun otra realizacién preferida, dicho hidrolizado de proteinas también contiene EPA en una cantidad de al menos
0.5 mg, preferiblemente al menos 1 mg, mas preferiblemente al menos 2 mg, auin mas preferiblemente al menos 3 mg,
lo mas preferiblemente al menos 4 mg, por gramo de hidrolizado en polvo puro.

Dicho hidrolizado contiene preferiblemente EPA en una cantidad menor o igual que 25 mg, preferiblemente menor o
igual que 24 mg, preferiblemente menor o igual que 23 mg, mas preferiblemente menor o igual que 22 mg, aln mas
preferiblemente menor o igual que 21 mg, lo mas preferiblemente menor o igual que 20 mg, por gramo de hidrolizado
en polvo puro.
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En particular, el EPA representa al menos el 1 %, preferiblemente al menos el 2 %, preferiblemente al menos el 4 %,
aun mas preferiblemente al menos el 6 % de la materia grasa total del hidrolizado en polvo puro segun la invencion.
Especialmente, el EPA representa como maximo el 40 %, preferiblemente como maximo el 35 %, mas preferiblemente
como maximo el 30 %, ain mas preferiblemente como maximo el 25 % de la materia grasa total del hidrolizado en
polvo puro segun la invencion.

De forma particularmente ventajosa, una proporcién de omega 3 en el hidrolizado segun la invencién, y especialmente
DHA y EPA, se une a los fosfolipidos.

En particular, el hidrolizado segun la invencion comprende al menos el 0.3 %, preferiblemente al menos el 0.35 %,
mas preferiblemente al menos el 0.4 %, aun mas preferiblemente al menos el 0.45 %, lo mas preferiblemente al menos
el 0.5 % de omega 3 unido a los fosfolipidos. Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un méaximo del 1 %,
preferiblemente un maximo del 0.95 %, mas preferiblemente un maximo del 0.9 %, aln mas preferiblemente un
maximo del 0.85 %, lo mas preferiblemente un maximo del 0.8 % de omega 3 unido a los fosfolipidos.

Mas particularmente, el hidrolizado segun la invencion comprende al menos el 0.15 %, preferiblemente al menos el
0.20 %, mas preferiblemente al menos el 0.25 %, aln mas preferiblemente al menos el 0.30 %, lo mas preferiblemente
al menos el 0.35 % de DHA unido a los fosfolipidos. Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un maximo del 1 %,
preferiblemente un maximo del 0.9 %, mas preferiblemente un maximo del 0.8 %, alun mas preferiblemente un maximo
del 0.7 %, lo mas preferiblemente un maximo del 0.65 % de DHA unido a fosfolipidos.

Mas particularmente, el hidrolizado segun la invencion comprende al menos el 0.050 %, preferiblemente al menos el
0.055 %, mas preferiblemente al menos el 0.060 %, alun mas preferiblemente al menos el 0.070 %, lo mas
preferiblemente al menos el 0.080 % de EPA unido a los fosfolipidos. Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un
maximo del 0.2 %, preferiblemente un maximo del 0.18 %, mas preferiblemente un maximo del 0.15 %, aln mas
preferiblemente un maximo del 0.13 %, lo mas preferiblemente un maximo del 0.11 % de EPA unido a los fosfolipidos.

En particular, el hidrolizado segun la invencién comprende al menos el 0.005 %, preferiblemente al menos el 0.01 %,
mas preferiblemente al menos el 0.015 %, auln mas preferiblemente al menos el 0.02 %, lo mas preferiblemente al
menos €l 0.025 % de omega 6 unido a fosfolipidos. Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un maximo del 0.5 %,
preferiblemente un maximo del 0.4 %, mas preferiblemente un maximo del 0.3 %, alun mas preferiblemente un maximo
del 0.2 %, lo mas preferiblemente un maximo del 0.15 % de omega 6 unido a los fosfolipidos.

Los «lipidos neutros» 0 «grasas neutras» o «lipidos simples», constituidos esencialmente de triglicéridos (o
triacilgliceroles), representan la principal forma de almacenamiento de grasa en las células adiposas. Segin una
realizacion particular, el hidrolizado segun la invencién comprende al menos un 0.1 %, preferiblemente al menos un
0.2 %, mas preferiblemente al menos un 0.3 %, alun mas preferiblemente al menos un 0.4 %, lo mas preferiblemente
al menos un 0.5 % de lipidos neutros, preferiblemente triglicéridos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).
Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene como maximo un 15 %, preferiblemente como maximo un 14 %, mas
preferiblemente como maximo un 12 %, aun mas preferiblemente como maximo un 10 % de lipidos neutros,
preferiblemente triglicéridos (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

Segun una realizacién particular, el hidrolizado segin la invencién comprende al menos 0.05 mg, preferiblemente al
menos 0.10 mg, mas preferiblemente al menos 0.15 mg, alin mas preferiblemente al menos 0.20 mg de plasmalégenos
por gramo de hidrolizado en polvo puro. Preferiblemente, dicho hidrolizado contiene un méaximo de 1.0 mg,
preferiblemente un maximo de 0.8 mg, mas preferiblemente un maximo de 0.7 mg, alun mas preferiblemente un
maximo de 0.5 mg de plasmalégenos por gramo de hidrolizado en polvo puro.

El hidrolizado se puede presentar en cualquier forma, especialmente en forma de liquido o polvo. Segun una
realizacion particular, el hidrolizado segun la invenciéon se presenta en forma de polvo. Segun esta realizacion
particular, el hidrolizado comprende preferiblemente al menos un 1 %, preferiblemente al menos un 2 % de humedad,
mas preferiblemente al menos un 3 %, aun mas preferiblemente al menos un 4 % de humedad (porcentaje en peso
de hidrolizado en polvo puro). Es mas, dicho hidrolizado comprende como maximo el 15 %, preferiblemente como
maximo el 12 %, mas preferiblemente como maximo el 10 %, aln mas preferiblemente como maximo el 9 %, lo mas
preferiblemente como maximo el 8 % de humedad (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

El hidrolizado contiene materia mineral. En particular, el hidrolizado puede comprender preferiblemente al menos un
5 %, preferiblemente al menos un 6 %, mas preferiblemente al menos un 7 %, aun mas preferiblemente al menos un
8 %, lo mas preferiblemente al menos un 8.5 % de materia mineral (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).
Es mas, dicho hidrolizado comprende como maximo un 20 %, preferiblemente como maximo un 15 %, mas
preferiblemente como maximo un 12 %, atin mas preferiblemente como maximo un 11 %, lo mas preferiblemente como
maximo un 10 % de materia mineral (porcentaje en peso de hidrolizado en polvo puro).

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre 2 mg y 8 mg, mas preferiblemente entre 2.3 mgy 7.8 mg,
mas preferiblemente entre 2.5 mg y 7.5 mg, aun mas preferiblemente entre 2.8 mg y 7.3 mg, lo mas preferiblemente
entre 3 mg y 7 mg de selenio por kilogramo de hidrolizado en polvo puro segun la invencién.

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre 12 mg y 60 mg, mas preferiblemente entre 15 mg y
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55 mg, mas preferiblemente entre 18 mg y 50 mg, aln mas preferiblemente entre 20 mg y 48 mg, lo mas
preferiblemente entre 22 mg y 45 mg de zinc por kilogramo de hidrolizado en polvo puro segin la invencién.

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre 400 mg y 1500 mg, mas preferiblemente entre 450 mg
y 1450 mg, mas preferiblemente entre 500 mg y 1400 mg, auin mas preferiblemente entre 550 mg y 1350 mg, lo mas
preferiblemente entre 600 mg y 1300 mg de calcio por kilogramo de hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

En particular, el hidrolizado comprende preferiblemente entre 2000 mg y 8000 mg, mas preferiblemente entre 2150 mg y
7500 mg, mas preferiblemente entre 2300 mg y 7000 mg, aln mas preferiblemente entre 2500 mg y 6500 mg, lo mas
preferiblemente entre 2750 mg y 6000 mg de fésforo por kilogramo de hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

El hidrolizado comprende preferiblemente entre 0.01 mg y 1 mg, mas preferiblemente entre 0.03 mg y 0.7 mg, mas
preferiblemente entre 0.05 mg y 0.5 mg, aun mas preferiblemente entre 0.07 mg y 0.4 mg, lo mas preferiblemente
entre 0.1 mg y 0.2 mg de vitamina B12 por 100 gramos de hidrolizado en polvo puro segun la invencion.

El hidrolizado comprende preferiblemente entre 0.004 mg y 0.06 mg, mas preferiblemente entre 0.005 mg y 0.05 mg,
mas preferiblemente entre 0.006 mg y 0.04 mg, aun mas preferiblemente entre 0.007 mg y 0.03 mg, lo mas
preferiblemente entre 0.008 mg y 0.02 mg de vitamina D3 por 100 gramos de hidrolizado en polvo puro segun la
invencion.

Segun una realizacion preferida, la fuente de proteinas utilizada para la invencién es al menos de cabezas de pescado
azul. Segun otra realizacién preferida, dicha fuente de proteinas se deriva de las sardinas. Seguin una realizacién
preferida, dicha fuente de proteinas se deriva al menos de cabezas de sardina.

Las sardinas son pequefios peces pelagicos que se alimentan de plancton, huevos y larvas de crustaceos. Su intervalo
geografico se extiende, en particular, desde la parte central del Mar del Norte hasta el Cabo Blanco en Mauritania. La
especie también es abundante en el Mediterraneo hasta el Mar Negro. El pescado graso que tiene un contenido en
lipidos del 3.2 % al 15 %, es interesante por sus cualidades nutricionales. En efecto, las sardinas son uno de los
pescados mas ricos en lipidos y especificamente en acidos grasos de la familia omega 3 (20 % a 30 % de los acidos
grasos totales) con una relacion de acidos grasos insaturados a acidos grasos saturados cercana a 2. Las sardinas
tienen pocos glucidos (<0.1 % con respecto al peso fresco), pero son ricas en proteinas de muy alto valor nutricional,
una fuente de aminoacidos indispensables, 100 g de sardinas son suficientes para cubrir el 100 % de las necesidades
diarias de aminoacidos. Ademas de la presencia de proteinas de calidad, los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
de cadena larga (EPA DHA), fosfolipidos, etc., las sardinas ademas contienen minerales tal como el hierro y el zinc;
contienen poco sodio, pero son ricas en calcio, magnesio, potasio y selenio. Contienen vitaminas A, D, B3
(nicotinamida), B6 (piridoxina), B12 (cobalamina) y E (d tocoferol). Una porcién de 150 g de sardinas cubre las
necesidades diarias de vitaminas D y E de un ser humano «estandar». Asimismo, son muy interesantes por su aporte
en coenzima Q10. Las sardinas son pescados al comienzo de la cadena tréfica, lo que presenta la ventaja de contener
concentraciones bajas de contaminantes de tipo metales pesados, tales como el metilmercurio o los PCB.

Segun otra realizacién, la fuente de proteinas utilizada para la invencién comprende cabezas de pescado azul,
preferiblemente dicha fuente de proteinas se deriva solamente de cabezas. En una realizacion alternativa, la fuente
de proteinas utilizada para la invencion comprende cabezas y visceras de pescado azul, preferiblemente dicha fuente
de proteinas se deriva de cabezas y comprende ademas visceras, mas preferiblemente dicha fuente de proteinas
utilizada para la invencion se deriva de cabezas y visceras. En una realizacion particular, las visceras representan
menos del 30 % en peso de la fuente de proteinas, preferiblemente menos del 20 % en peso, mas preferiblemente
menos del 15 % en peso. Si la fuente de proteinas comprende visceras, las enzimas endoégenas de dichas visceras
estan preferiblemente inactivadas. Esto evita la autolisis de la fuente de proteinas y produce un hidrolizado de
proteinas con caracteristicas fisico quimicas estandarizadas. Ventajosamente, el hidrolizado de la invencién que
comprende cabezas y/o visceras permite agregar valor a los coproductos marinos y asegurar una pesca sostenible a
largo plazo. Estos coproductos, recuperados durante el procesamiento de pescados y mariscos (comprendido
especialmente el fileteado, eviscerado, descabezado, etc.), normalmente no son consumidos por seres humanos. La
obtencién de estos hidrolizados constituye, asi, un enfoque estratégico de interés para rehabilitar la fraccion proteica
de los coproductos marinos.

El pescado azul, y especialmente las sardinas, son, por lo tanto, una excelente fuente de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA), omega 3 y omega 6, y, en particular, una excelente fuente de DHA. Sin embargo, la cantidad y la naturaleza
de los &cidos grasos pueden variar en funcién de la dieta del pez. Por lo tanto, el contenido de DHA en los hidrolizados
puede estar sujeto a ciertas variaciones especialmente en funcion de criterios tales como la temporada o la localizacién
de la pesca. Asi, en una realizacién particular, el hidrolizado de proteinas de la invencion se complementa con DHA.
En otras palabras, se puede afiadir a dicho hidrolizado segun la invencion DHA exdgeno u otra fuente distinta del
hidrolizado, que comprenda DHA. Especialmente, el hidrolizado puede complementarse con DHA en una relacién de
hidrolizado : DHA entre 1:5y 5:1, preferiblemente entre 1:2 y 2:1.

Proceso de hidrdlisis

Entre los procesos biotecnolégicos que ofrecen un campo de investigacién y aplicaciones industriales muy dinamico,
la hidrélisis enzimatica de proteinas permite generar una fraccién soluble denominada «hidrolizado». Compuesto
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mayoritariamente por péptidos y aminoacidos libres, el hidrolizado de la invencién se caracteriza por nuevas
propiedades funcionales, nutricionales y biolégicas, y encuentra aplicaciones en nutricion humana y animal y en el
campo de los nutracéuticos y los medicamentos. Es conocido por el experto en la técnica que la seleccién de las materias
primas y las condiciones de la reaccién de hidrolisis son determinantes para obtener un hidrolizado con un perfil peptidico
y molecular particular. Igualmente, las propiedades bioquimicas del hidrolizado condicionan su actividad biolégica. Asi,
dos hidrolizados derivados de la misma fuente de proteinas, pero con diferentes perfiles de péptidos o contenido de
lipidos pueden no presentar el mismo grado de actividad, o incluso diferentes actividades biologicas.

«Fuente de proteinas» o «materia proteica» o «fraccién de proteina» o «sustrato proteico» significa un material de
origen natural, preferiblemente de origen marino, preferiblemente de pescado azul, constituido en parte de proteinas
y/o péptidos y/o aminoacidos.

El proceso de hidrélisis enzimatica desarrollado en el marco de la presente invencién es un proceso suave, sin
disolventes, que tiene lugar en un medio acuoso: los coproductos del pescado azul, especialmente al menos las
cabezas de pescado azul, y preferiblemente al menos las cabezas de sardina, se ponen en presencia de una sola
enzima o de una mezcla de enzimas, de tipo endo- y/o exopeptidasa, en un medio que contiene agua, cuyo pH y
temperatura se han ajustado para corresponder a la actividad optima de las enzimas utilizadas (segun las
recomendaciones del fabricante). Las enzimas descomponen las proteinas contenidas en los coproductos al romper los
enlaces peptidicos entre los aminoacidos que constituyen las proteinas. Como cada enzima tiene una accién selectiva,
la eleccion de la(s) enzima(s) permite segmentar de manera especifica los enlaces peptidicos que hay que cortar. Los
hidrolizados luego se someten a etapas de separacion y secado para obtener un polvo en forma estabilizada.

«Enzima endopeptidasa» o «endoproteasa» significa una enzima proteolitica capaz de romper enlaces peptidicos
dentro de un péptido y/o proteina, es decir, enlaces peptidicos entre aminoacidos no terminales. Entre los ejemplos
de endoproteasas se encuentran especialmente:

endopeptidasas de serina, incluida la tripsina, que corta después los aminoacidos arginina o lisina, a menos que esta
ultima vaya seguida de prolina; quimiotripsina, que corta después los aminoéacidos fenilalanina, triptéfano o tirosina, a
menos que le siga prolina; elastasa, que corta los residuos de alanina, glicina, serina o valina, a menos que le siga
prolina; subtilisina, que cataliza la hidrélisis de proteinas con baja especificidad en materia de enlace peptidico y actia
preferiblemente en los alrededores de un gran residuo de aminoacido sin carga;

endopeptidasas de cisteina tales como papaina y ficina, que requieren la presencia de un grupo SH libre en su sitio
activo para ejercer accion proteolitica;

endopeptidasas de acido aspartico tales como la pepsina, que contienen un residuo de acido aspartico implicado en
la catalisis en el sitio activo. La pepsina corta antes los residuos de leucina, fenilalanina, triptéfano o tirosina, a menos
que estén precedidos por una prolina.

«Enzima exopeptidasa» 0 «exoproteasa» significa una enzima proteolitica capaz de romper enlaces peptidicos en el
extremo N terminal o C terminal de un péptido y/o una proteina. Estas se conocen como aminopeptidasa o
carboxipeptidasa, respectivamente. Las exopeptidasas permiten la generacion de monémeros, es decir, aminoacidos
libres, en el hidrolizado.

Segun una realizacion preferida particularmente, el hidrolizado de proteinas de la invencién se obtiene mediante un
proceso de hidrélisis enzimatica que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afiadir al menos una enzima de hidrélisis;
e. calentar;

f. separar;

g. secar.

En funcién del sustrato proteico de partida, el grado de hidrolisis deseado, especialmente mayor que el 10 %, pero
asimismo el contenido especifico de péptidos de tamafios determinados, especialmente péptidos de tamafio menor
que 5000 Da, o menor que 2000 Da, o menos de 1000 Da o menor que 500 Da, el experto en la técnica sabra adaptar
las condiciones de reaccién de manera especifica. La etapa de hidrolisis enzimatica requiere determinar las enzimas
que hay que utilizar y ajustar varios parametros tales como la razén enzima/sustrato, el tiempo de hidrélisis, la
velocidad de agitacién, el pH y la temperatura.

Segun un modo particular, en la etapa (a), la fuente de proteinas esta constituida preferiblemente por pescado azul,
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especialmente sardinas, preferiblemente al menos cabezas de pescado azul y lo mas preferiblemente al menos
cabezas de sardina.

En la etapa (b), la molienda de la fuente de proteinas permite obtener ventajosamente el tamafio de particula
apropiado. La molienda debe ser lo mas fina posible para favorecer la accién de las enzimas. Idealmente, todas las
particulas deberian tener un tamafio cercano a los 5 mm, preferiblemente cercano a los 3 mm. La etapa de molienda
se puede efectuar mediante el uso de una fuente de proteinas seca o hiumeda. La etapa de molienda requiere asi
ajustar la duracion y la velocidad segun el instrumento empleado y la naturaleza seca o himeda del material que hay
que moler, que es lo que el experto en la técnica es capaz de hacer en el curso de su trabajo rutinario. La adicién de
agua requiere el ajuste de la velocidad, la duracion y la razén agua/sélido en funcién del instrumento que haya que
emplear, todo ello dentro del alcance del experto en la técnica. Preferiblemente, se afiade algo de agua a la fuente de
proteinas. Es preferiblemente igual a 0.1 a 1 veces la masa de dicha fuente de proteinas y no excede de esta cantidad.

Segun una realizacién, el proceso de hidrélisis comprende una etapa opcional de adicién de agente antioxidante. Esta
adicién opcional puede tener lugar en varias etapas del proceso, especialmente antes o después de la molienda
(etapa b}, pero asimismo antes del secado (etapa g). «Antioxidante» significa un compuesto quimico o natural capaz
de inhibir las reacciones de oxidacioén y prevenir especialmente la formacion de radicales libres. El experto en la técnica
sabra adaptar la naturaleza y la cantidad de antioxidante que haya que usar para adaptar mejor la reaccion de
hidrélisis, en funcién especialmente de la fuente de proteinas utilizada.

La etapa (c) de ajuste de pH opcional permite adaptar el pH de la fuente de proteinas molida segin sea necesario. En
efecto, es importante que el pH de esta masa molida corresponda al pH 6ptimo para el funcionamiento de dicha enzima
de hidrélisis. El experto en la técnica conoce los medios para adaptar el pH de dicha masa molida, especialmente
mediante la utilizacién de bases y/o acidos adaptados a los procesos agroalimentarios, especialmente una base tal
como el bicarbonato de sodio permitira aumentar el pH de dicha masa molida, mientras que un acido como el acido
citrico o el acido acético permitiran bajarlo.

En particular, en la etapa (d), al menos dicha enzima utilizada contiene al menos una endoproteasa y/o al menos una
exoproteasa, preferiblemente al menos una endoproteasa, tal como, por ejemplo, serina endopeptidasa, acido aspartico
endopeptidasa y/o cisteina endopeptidasa, preferiblemente serina endopeptidasa. Preferiblemente, la endopeptidasa de
la invencién es una endopeptidasa alcalina y preferiblemente una endopeptidasa de origen microbiano.

Segun una realizacién preferida de la etapa (d), al menos dicha enzima utilizada contiene al menos una alcalasa, en
particular, la alcalasa 2.4 L, como se ilustra en los ejemplos.

Ventajosamente, el calentamiento segun la etapa (e) se realiza durante 1 a 20 horas, preferiblemente entre 2 y
12 horas, a una temperatura entre 25 °C y 70 °C, preferiblemente entre 40 °C y 60 °C, y preferiblemente alrededor de
55 °C. Como bien sabe el experto en la técnica, la etapa de calentamiento puede comprender varias etapas de
temperatura, especialmente con vistas a desactivar las enzimas por calentamiento, tipicamente entre 80 °C y 105 °C,
por ejemplo, durante 15 a 40 minutos.

En un modo particular, la mezcla se filtra previamente en un tamiz para retirar las particulas sélidas (en particular, los
espinas).

Luego, el medio de reaccién se separa, segun la etapa (f), mediante la utilizacién de cualquier técnica de separacion
conocida adecuada, como centrifugacion o decantacion. Preferiblemente, el medio de reacciéon se separa por
centrifugacién, especialmente centrifugacién vertical y/u horizontal. La etapa de separacion requiere el ajuste de
parametros tales como velocidad, temperatura, tiempo y pH, lo cual es una cuestién de aplicacién rutinaria de los
conocimientos generales del experto en la técnica. Esta etapa permite ventajosamente la recuperacion de la fraccién
soluble, que contiene péptidos solubles, fosfolipidos y DHA/EPA, y la eliminacion de las proteinas insolubles, asi como
también parte de la materia grasa, que contiene mayoritariamente lipidos neutros, y, en particular, triglicéridos.

A continuacion, la fase acuosa obtenida tras la separacion se seca (etapa g) mediante la utilizacién de cualquier técnica
de secado adecuada conocida, tal como liofilizacién o secado por evaporacion, especialmente el secado por
atomizacion o desecacion. Opcionalmente, es posible realizar una etapa de concentracién previa a la etapa de secado.
El experto en la técnica sabra elegir la técnica de secado mas adecuada y optimizar las condiciones de secado en
funcion de la utilizacién que se vaya a dar al hidrolizado de proteinas de la invencion. En particular, el experto en la
técnica puede optar por utilizar al menos un medio de secado. El término «medio de secado» se refiere a cualquier
compuesto convencional para llevar a cabo una etapa de secado dentro del alcance técnico de la invencion. Por
ejemplo, se puede elegir un medio de secado adecuado entre proteinas microbianas (por ejemplo, levaduras),
proteinas lacteas (por ejemplo, caseinatos), almidones hidrolizados (por ejemplo, maltodextrinas), almidones
modificados (por ejemplo, almidén succinato de octenilo), ciclodextrinas, gomas (por ejemplo, goma arabiga), fibras
(por ejemplo, fibras de celulosa) y sus combinaciones.

En particular, para obtener el hidrolizado de proteinas de la invencién, es decir, un hidrolizado rico en péptidos y que
comprenda fosfolipidos y DHA/EPA, es imprescindible: (1) realizar una hidrolizado de proteinas con un grado de
hidrélisis de al menos el 10 %, y (2) llevar a cabo una separacion de las fases.
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Segln una realizacion particular, el proceso de hidrélisis enzimatica comprende ademas una etapa de suplementacion
con DHA. El hidrolizado de proteinas de la invencién se obtiene pues mediante un proceso de hidrélisis enzimatica
que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afiadir al menos una enzima de hidrolisis;
e. calentar;

f. separar;

f' adicionar DHA;

g. secar.

En una realizacion alternativa, la etapa de adicién de DHA (etapa (f')) se realiza después de la etapa (g) de secado.
El DHA puede ser especialmente DHA «puro» o un ingrediente que contenga cantidades significativas de DHA. Como
ejemplo no limitativo, dicho ingrediente que contiene una cantidad significativa de DHA puede ser un aceite de krill.

Asi, otro aspecto de la invencién se refiere a un proceso de preparacion de un hidrolizado de proteinas segun la
invencion que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afiadir al menos una enzima de hidrélisis;
e. calentar;

f. separar;

g. secar.

En una realizacién particular, este proceso comprende ademas una etapa de adicién de antioxidante, que puede
realizarse especialmente antes o después de la etapa (b) de trituracion, o antes de la etapa (g} de secado.

En otra realizacion particular, este proceso comprende ademas una etapa (f'} de suplementaciéon con DHA que se
realiza después de la etapa (f) de separacion y antes de la etapa (g) de secado. En una realizacién alternativa, este
proceso comprende una etapa (g') de suplementacion con DHA que se realiza después de la etapa (g) de secado.

En otra realizacion particular, este proceso comprende ademas una etapa de adicion de antioxidantes y una etapa de
suplementacién con DHA. Dicha etapa de adicién de antioxidantes puede realizarse especialmente antes o después
de la etapa (b) de molienda, o antes de la etapa (g) de secado; pudiendo realizarse dicha etapa de suplementacién
con DHA después de la etapa (f} de separacion y antes de la etapa (g) de secado, o realizarse después de la etapa
(g) de secado.

Composicion alimenticia y/o farmacéutica

El hidrolizado de proteinas de la invencién (también denominado en la presente memoria como hidrolizado en polvo
puro) es, por lo tanto, un hidrolizado rico en péptidos y contiene fosfolipidos, DHA y EPA. Asi, cuando se administra
en cantidades suficientes, el hidrolizado de la invencién proporciona ventajosamente beneficios para la salud.

Composicion alimenticia

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién alimenticia que comprende al menos un hidrolizado de
proteinas segun la invencién y tal como se ha definido anteriormente, esta caracterizada por que es un alimento
completo o un complemento alimenticio, especialmente un alimento funcional o nutracéutico.

Segun una primera realizacion preferida, la composicién alimenticia de la invencién es un complemento alimenticio,
especialmente un alimento funcional o nutracéutico para seres humanos.

«Ser humano» significa un individuo humano, hombre o mujer, preferiblemente un adulto, en particular, una persona
mayor, en riesgo de desarrollar trastornos cognitivos relacionados con la edad.
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Ventajosamente, el sujeto se distingue en funcién de la utilizacion terapéutica o profilactica de dicha composicién
alimenticia. Asi, en el contexto de la utilizacién terapéutica, dicho sujeto es un adulto preferiblemente de 60 afios o
mas. Para utilizacion profilactica, especialmente para prevenir el riesgo de deterioro cognitivo, el sujeto es un adulto,
preferiblemente de al menos 50 afios o mas.

La expresion «complemento alimenticio» se refiere a un producto para ingerirse ademas de la dieta normal.
Especialmente, es una composicion concentrada en nutrientes, especialmente péptidos, fosfolipidos, DHA, vitaminas
y/o minerales, que comprende sustancias con fines nutricionales o fisiolégicos. «Alimento funcional» significa un
alimento que es similar en apariencia a los alimentos convencionales, que forma parte de la dieta normal y proporciona
beneficios fisioloégicos demostrados y/o reduce el riesgo de enfermedades cronicas mas alla de las funciones
nutricionales basicas. Un «alimento nutracéutico» es un alimento en forma de pastilla, polvo u otra forma medicinal
que no suele asociarse con los alimentos. El alimento nutracéutico tiene un efecto fisioldgico beneficioso o protege
contra enfermedades cronicas.

Segun esta realizacién, dicha composicién alimenticia que comprende al menos un hidrolizado de proteinas segun la
invencion se consume por via oral. Por lo tanto, se puede beber y/o ingerir. Ventajosamente, la composicién alimenticia
de la invencion puede presentarse en forma de polvo. Dicha composicién alimenticia en forma de polvo puede asi
envasarse en capsulas, especialmente capsulas para disolver y/o tragar.

Asi, dicho hidrolizado de proteinas esta presente en la composicion alimenticia de la invencion en cantidad suficiente
para permitir, en base a una dosis diaria, una ingesta diaria de dicho hidrolizado de entre 0.2 gramos (Q) y 7 ¢,
preferiblemente entre 0.2 g y 3 g y mas preferiblemente de 0.5 g a 3 g. Estas dosis se dan como indicacién para un
individuo humano que pesa 60 kg. El experto en la técnica sabra adaptar estas dosis especialmente en funcion de la
edad y/o el peso y/o la dieta y/o el estado general de salud del individuo.

Otro objeto de la invencion se refiere a un producto alimenticio caracterizado por que comprende como ingrediente
una composicion alimenticia tal como se ha definido anteriormente.

Asi, en una realizacién particularmente ventajosa, la composicion de la invencién puede incorporarse a alimentos y/o
bebidas. A modo de ejemplo no limitativo, la composicién de la invencién puede incorporarse durante la preparacion
de zumos de frutas y/o vegetales, productos lacteos fermentados o no, como, por ejemplo, yogures o bebidas de
yogur, quesos, pero también helados; también puede incorporarse durante la preparacién de galletas, barritas,
grageas, pastillas, caramelos o chicles, etc.

Segln una segunda realizacion preferida, la composicion alimenticia de la invencién es un alimento para mascotas,
preferiblemente un alimento para perros o gatos.

Segun esta realizacion, la composicion alimenticia para mascotas es preferiblemente un alimento completo.

Los términos «mascota», «animal doméstico» y «animal» son sinénimos y se refieren a cualquier animal doméstico,
comprendidos, entre otros, gatos, perros, conejos, cobayas, hurones, hamsteres, ratones, jerbos, pajaros, caballos,
vacas, cabras, ovejas, burros, cerdos y similares, y preferiblemente gatos o perros. Preferiblemente, el animal es un
adulto, especialmente uno mayor, y con riesgo de desarrollar trastornos cognitivos relacionados con la edad. Segin una
realizacion particular, el animal es un perro, preferiblemente mayor de 6 afios, mas preferiblemente mayor de 7 afios.

«Alimento para mascotas» significa cualquier alimento que se pueda presentar en cualquier forma, sélida, seca,
humeda, semihimeda o sus combinaciones. Las golosinas estan incluidas en el alimento para mascotas.

«Alimento completo» significa un alimento que contiene todos los nutrientes conocidos necesarios para el receptor 0
consumidor previsto del alimento, en cantidades y proporciones apropiadas basadas, por ejemplo, en
recomendaciones de autoridades reconocidas o competentes en el campo de la alimentacion de mascotas
considerada (especie/raza/tipo/edad/...). Estos alimentos constituyen la (nica fuente de ingesta nutricional para
satisfacer las necesidades de las mascotas, sin la adicién de fuentes de alimentos suplementarios. Los alimentos para
mascotas nutricionalmente equilibrados son ampliamente conocidos y utilizados en la técnica.

Existen tres categorias o clases principales de alimentos completos para mascotas, en funcion de si el contenido de
humedad es bajo, medio o alto:

productos secos 0 que presentan poca humedad (con menos de aproximadamente el 14 % de humedad), tal como
croquetas; estos son generalmente muy nutritivos, se pueden envasar, por ejemplo, en bolsas o cajas y son muy
adecuados para su almacenamiento y utilizacién;

productos en latas o bolsas o himedos o que presentan alto contenido de humedad (que tienen mas de
aproximadamente el 50 % de humedad), tales como «productos X con trozos»: habitualmente productos con alto
contenido de carne;

productos semihtimedos o0 semisecos 0 secos y tiernos o himedos y tiernos o productos con un contenido de humedad
medio o intermedio (que tengan de aproximadamente un 14 % a aproximadamente un 50 % de humedad), tal como
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el paté: generalmente envasados en bolsas o cajas apropiadas.

El término «croqueta» como se utiliza en la presente memoria se refiere a fragmentos de particulas o trozos formados
por un proceso de aglomeracion o extrusion. Habitualmente, las croquetas se producen para dar un alimento para
mascotas seco y semihimedo, preferiblemente un alimento seco para mascotas. Los trozos pueden variar en tamafio
y forma en funcién del proceso o equipo. Por ejemplo, las croquetas pueden ser esféricas, cilindricas, ovaladas o de
forma similar. Pueden tener una dimensién maxima de menos de aproximadamente 2 cm, por ejemplo.

La expresion «productos X con trozos» se refiere en la presente memoria a todos los alimentos comestibles que
comprenden trozos en una preparacion (siendo dicha preparacién la «preparacion X»). Ejemplos clasicos de estos
son productos con trozos en gelatina, productos con trozos en salsa y otros. Esta categoria de «productos X en trozos»
también incluye formas comestibles distintas de los trozos que pueden estar contenidos en la preparaciéon X, tales
como gelatina, salsa y similares. Por ejemplo, otras formas distintas a los trozos pueden ser productos rebanados,
productos triturados, etc.

El término «paté» tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a los alimentos comestibles obtenidos en forma
de productos humedos y comprenden terrinas, patés, mousses y otros.

El término «golosina» (0 «galleta») se refiere a cualquier alimento que esta disefiado para que el duefio se lo de a su
mascota, preferiblemente en un momento diferente a las comidas, para contribuir, promover 0 mantener un proceso
de vinculacion entre mascota y duefio. Las golosinas o las galletas no suelen ser aptos para proporcionar un «alimento
completo». Ejemplos de golosinas para perros son los huesos. Ejemplos de golosinas para gatos son las almohadillas
masticables y los palitos masticables.

En particular, el hidrolizado de proteinas de la invencién se puede afiadir a dicha composicién de alimento para
mascotas mediante recubrimiento o mediante inclusién, preferiblemente mediante inclusion.

«Recubrimiento» significa deposicion tépica del hidrolizado de la invencién, es decir, deposicién sobre la superficie del
alimento para mascotas, por ejemplo, mediante pulverizacidén, atomizacion, etc. El hidrolizado de proteinas de la
invencién se puede afiadir a un alimento para mascotas mediante el recubrimiento, habitualmente en una mezcla con
uno o mas potenciadores de la palatabilidad y/o grasa.

El término «inclusién» como se utiliza en la presente descripcién se refiere a la adicion del hidrolizado de la invencién
en el nlcleo del alimento para mascotas. Por gjemplo, la inclusién de dicho hidrolizado en un alimento para mascotas
se puede lograr mezclandolo con otros ingredientes del alimento para mascotas, antes de las etapas de procesamiento
adicionales, para obtener el producto alimenticio para mascotas final (que comprende el tratamiento térmico y/o la
extrusion y/o la autoclave, etc.).

En particular, el alimento comprende entre un 0.1 % y un 20 %, preferiblemente entre un 0.1 % y un 10 % en peso de
dicho hidrolizado.

Segln esta realizacién, el hidrolizado de proteinas esta presente en un alimento en cantidad suficiente para
proporcionar una cantidad de péptidos (proteinas solubles en agua de peso molecular menor que 1000 Da)
comprendida entre 0.05 gy 10 g/100 g de alimento, especialmente entre 0.05 g y 5 g/100 g de alimento.

Dicho hidrolizado de proteinas también esta presente en la composicion alimenticia de la invencién en cantidad
suficiente para proporcionar una cantidad de fosfolipidos comprendida entre 0.25 mg y 200 mg/100 g de alimento,
especialmente entre 0.25 mg y 150 mg/100 g de alimento.

Dicho hidrolizado de proteinas también esta presente en la composicion alimenticia de la invencién en cantidad
suficiente para proporcionar una cantidad de DHA y EPA comprendida entre 0.5 mg y 150 mg/100 g de alimento,
especialmente entre 0.5 mg y 100 mg/100 g de alimento.

Asi, dicho hidrolizado de proteinas esta presente en la composicién alimenticia de la invencién en una cantidad
suficiente para permitir, en base a una dosis diaria, una ingesta diaria de dicho hidrolizado de entre 0.02 gramos (g) vy
2 g, preferiblemente entre 0.02 g y 1 g por kilogramo de peso vivo del animal.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende, en un solo empaque, varios contenedores:
a) al menos un hidrolizado de proteinas como se definié anteriormente;
b) al menos DHA.

Segln una realizacién particular de la invencién, dicho kit comprende, ademas:

c) uno o mas ingredientes alimenticios para mascotas, preferiblemente elegidos del grupo que consiste en
proteinas, péptidos, aminoacidos, cereales, glicidos, materias grasas o lipidos, nutrientes, potenciadores de la
palatabilidad, digestatos animales, harina de carne, gluten, conservantes, agentes tensioactivos, agentes
texturizantes, agentes estabilizantes, colorantes, compuestos inorganicos de fosfato, saborizantes y/o
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condimentos.
Segun otra realizacion de la invencién, dicho kit comprende, en un (inico empaque, varios contenedores:
a) al menos un hidrolizado de proteinas como se definié anteriormente;

b) uno o mas ingredientes alimenticios para mascotas, preferiblemente elegidos del grupo que consiste en
proteinas, péptidos, aminoacidos, cereales, glicidos, materias grasas o lipidos, nutrientes, potenciadores de la
palatabilidad, digestatos animales, harina de carne, gluten, conservantes, agentes tensioactivos, agentes
texturizantes, estabilizantes, colorantes, compuestos inorganicos de fosfato, saborizantes y/o condimentos.

c) opcionalmente al menos DHA.

Los kits particulares segun la presente invencién comprenden ademas medios para comunicar informacion o
instrucciones, para ayudar en la utilizacién de los elementos del kit. Dichos medios de comunicacion de informacion o
instrucciones son, por lo tanto, un elemento opcional del kit.

«Contenedores» comprende, entre otros, bolsas, cajas, cartones, botellas, envolturas de cualquier tipo, forma o
material, envolturas, envolturas retractiles, componentes apilados o asegurados de cualquier otra manera 0 sus
combinaciones, que se utilizan para almacenar materiales.

La expresién «empague Unico» o0 «un solo empaque» significa que los componentes de un kit estan fisicamente
asociados en uno o mas contenedores o0 con uno 0 mas contenedores y se consideran una unidad para su fabricacion,
distribucién, venta o utilizacion. Un empaque Unico puede consistir en contenedores de componentes individuales
asociados fisicamente de modo que se consideren una unidad para su fabricacion, distribucion, venta o utilizacion.

Como se utiliza en la presente descripcién, la expresién «medio de comunicar informacién o instrucciones» es un
componente del kit en cualquier forma adecuada para proporcionar informacién, instrucciones, recomendaciones y/o
garantias, etc. Estos medios pueden comprender un documento, un medio de almacenamiento digital, un medio de
almacenamiento Optico, una presentacién de audio, una pantalla que contiene informacién. Los medios de
comunicacién se pueden mostrar en un sitio web, un folleto, una etiqueta de producto, un folleto de empaque, un
anuncio, una pantalla visual, etc.

Composicion farmacéutica

Segun otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende al menos un hidrolizado
de proteinas segin la invencién, y como se ha definido anteriormente, un vehiculo y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la invencién se puede administrar sistémicamente, por ejemplo, por via oral,
parenteral y, en algunos casos, incluso por via transdérmica. Cada una de estas formas de administracién se adaptara
mas o menos a la situacion real del sujeto que necesita este tratamiento.

«Sujeto» significa un mamifero, un ser humano o un animal, preferiblemente un ser humano o una mascota,
preferiblemente un ser humano, un perro o un gato, macho o hembra, preferiblemente mayor y en riesgo de desarrollar
deterioro cognitivo relacionado con la edad.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica de la invencién se administra por via oral.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica de la invencion tiene forma de polvo que comprende al
menos un hidrolizado de proteinas segun la invencién.

En forma de polvo, la composicion farmacéutica de la invenciéon puede empacarse como capsulas, pastillas para
chupar, sobres, comprimidos, especialmente comprimidos solubles o efervescentes para la administracién oral.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica de la invencién se empaqueta como capsulas para tragar.

En otra realizacion preferida, la composicion farmacéutica de la invencién se empaqgueta en sobres en forma de polvo
para disolver.

La presente invencion se refiere ademas a productos que comprenden un hidrolizado de proteinas segun la invencion
y DHA como un producto combinado para utilizacion simultanea, separada o escalonada como medicamento.

El producto combinado puede, segun otras realizaciones, utilizarse especialmente como agente neuroprotector y/o
para prevenir y/o tratar la neuroinflamacién y/o en el tratamiento o la prevenciéon de trastornos cognitivos leves
relacionados con la edad y/o para prevenir y/o limitar los trastornos de ansiedad y/o prevenir y/o limitar el estrés y/o
prevenir y/o tratar los trastornos de la memoria y/o mejorar y/o promover el aprendizaje espacial, preferiblemente
relacionado con el envejecimiento.

En el contexto de la presente invencion, la expresién «administracién simultanea» significa que el hidrolizado de
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proteinas y el DHA se administran juntos en una sola composicion farmacéutica y/o alimenticia.

En el contexto de la presente invencién, la expresion «administracion separada» significa que el hidrolizado de
proteinas y el DHA se administran al mismo tiempo por medio de dos o mas composiciones farmacéuticas y/o
alimenticias distintas.

En el contexto de la presente invencion, el término «escalonado» significa que el hidrolizado de proteinas y el DHA se
administran sucesivamente por medio de dos 0 mas composiciones farmacéuticas y/o alimenticias distintas.

Cuando el hidrolizado de proteinas y el DHA se administran secuencialmente, pueden administrarse dentro de un
intervalo de 0 a 120 minutos, especialmente de 0 a 60 minutos, preferiblemente de 0 a 30 minutos y mas
preferiblemente de 0 a 5 minutos.

Utilizacion terapéutica

Sorprendentemente, los autores pudieron demostrar que el hidrolizado de proteinas segun la invenciéon (o hidrolizado
puro en forma de polvo), como se describié anteriormente, posee virtudes protectoras contra los trastornos cognitivos
leves relacionados con la edad, especialmente para prevenir y/o limitar los trastornos de ansiedad, para prevenir y/o
limitar el estrés, para prevenir y/o tratar trastornos de la memoria, y para mejorar y/o promover el aprendizaje espacial.
Asi, los autores pudieron demostrar que el hidrolizado de proteinas de la invencion tenia, en particular, un efecto
neuroprotector y un efecto antineuroinflamatorio.

Asi, otro objetivo de la invencién se refiere a un hidrolizado de proteinas segun la invencién o una composicién
farmacéutica que lo contiene, para su utilizacién como un medicamento.

Dicha utilizacion como un medicamento puede ser una utilizacidén como agente neuroprotector y/o una utilizacién para
prevenir y/o tratar la neuroinflamacién y/o una utilizacién en el tratamiento o la prevencién de trastornos cognitivos
leves relacionados con la edad y/o una utilizacién para prevenir y/o limitar los trastornos de ansiedad y/o prevenir y/o
limitar el estrés y/o prevenir y/o tratar los trastornos de la memoria y/o mejorar y/o promover el aprendizaje espacial,
preferiblemente relacionados con la edad.

La invencién se refiere ademas a un hidrolizado de proteinas segun la invencién o una composicién farmacéutica que
lo contiene, para su utilizacién como agente neuroprotector.

La invencién también se refiere a un hidrolizado de proteinas segun la invencién o una composicién farmacéutica que
lo contiene, para su utilizacion en la prevencion y/o el tratamiento de la neuroinflamacion.

La invencién también se refiere a un hidrolizado de proteinas segun la invencion o una composicion farmacéutica que lo
contiene, para su utilizacion en el tratamiento o la prevencion de trastornos cognitivos leves relacionados con la edad.

La invencién también se refiere a un hidrolizado de proteinas segun la invencién o una composicién farmacéutica que
lo contiene, para su utilizacién en la prevencion y/o el tratamiento de trastornos relacionados con la edad, la prevencién
y/o la limitacion de los trastornos de ansiedad, la prevencién y/o la limitacién del estrés, la prevencion y/o el tratamiento
de trastornos de la memoria, mejorar y/o promover el aprendizaje espacial.

El término «medicamento» como se utiliza en la presente memoria se refiere tanto a un producto para uso humano
como a un producto veterinario para uso en mascotas. El medicamento puede administrarse de muy diferentes formas
en funcién de su modo de accién y de su capacidad de absorcién por parte del sujeto al que se le administra. Por lo
tanto, un medicamento puede administrarse, por ejemplo, por via topica en forma de formulaciones de uncién, como
champus, duchas, inmersiones, bafios o pulverizaciones, como collares para animales y en muchas variaciones de
estas formas de aplicacion. También se puede administrar por via sistémica, por ejemplo, por via oral, parenteral y,
en algunos casos, incluso por via transdérmica. Cada una de estas formas de administracién se adaptara mas o menos
a la situacién real y a la mascota o persona que necesite este tratamiento.

«Tratamiento» significa disminuir el deterioro cognitivo leve relacionado con la edad. Tal disminucion puede
demostrarse a través de un analisis que muestra una disminucién de los trastornos de ansiedad y/o estrés y/o
trastornos de la memoria y/o una mejora en el aprendizaje espacial. Ventajosamente, el tratamiento elimina
completamente el deterioro cognitivo leve relacionado con la edad, pero el término «tratamiento» incluye cualquier
disminucion significativa de dicho deterioro. En el contexto del tratamiento de los trastornos cognitivos leves
relacionados con la edad, la composicién segun la invencién puede combinarse con otro tratamiento habitual de los
trastornos cognitivos leves relacionados con la edad bien conocidos por el experto en la técnica.

«Profilaxis» significa disminuir la probabilidad de deterioro cognitivo leve relacionado con la edad. No obstante, el
término «profilaxis» también cubre la posibilidad de disminuir significativamente la frecuencia de aparicién de deterioro
cognitivo leve relacionado con la edad en una poblacién de sujetos que ingieren una cantidad efectiva del hidrolizado
de proteinas segun la invencion durante el tiempo de ingesta, en comparacién con una poblacién de sujetos similares
que no toman el hidrolizado de proteinas segun la invencion (en cuyo caso la probabilidad de deterioro cognitivo leve
relacionado con la edad durante la ingesta del hidrolizado de proteinas de la invenciéon simplemente disminuye
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significativamente). Para la comparacién, las poblaciones que se comparan deben ser similares, especialmente con
respecto a la proporcion de sujetos en riesgo de deterioro cognitivo leve relacionado con la edad.

Asi, la administracion oral de las composiciones de la invencion es particularmente ventajosa en el caso de la profilaxis
de trastornos cognitivos leves relacionados con la edad. De hecho, la administracion regular por via oral del hidrolizado
de la invencién permite prevenir la inflamacién y luego mantener un bajo nivel de inflamacion en las células microgliales
y neuronales a largo plazo, especialmente en el hipocampo.

La invencion se relaciona ademas con la utilizacién de un hidrolizado de proteinas, o una composicion farmacéutica
que lo contiene, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis del deterioro cognitivo leve
relacionado con la edad.

Ventajosamente, dicho hidrolizado de proteinas es como se describié anteriormente.

El hidrolizado de la invencién se puede utilizar en un método para tratar profilactica o terapéuticamente el deterioro
cognitivo leve relacionado con la edad que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva
de un hidrolizado de proteinas, 0 una composicién farmacéutica que lo contenga.

El hidrolizado de la invencién se puede utilizar en un método para tratar profilactica o terapéuticamente el deterioro
cognitivo leve relacionado con la edad que comprende la administracion simultdnea, separada o escalonada a un
sujeto que necesite una cantidad efectiva de productos que contengan un hidrolizado de proteinas y DHA, como un
producto combinado.

En el presente método de tratamiento, dicho hidrolizado de proteinas es como se describidé anteriormente.

Una «cantidad efectiva» de un hidrolizado de proteinas o composicién farmacéutica que lo contiene, tal como se utiliza
en la presente memoria, es una cantidad de hidrolizado de proteinas o composicion farmacéutica que lo contiene
proporcionada por una via de administracién particular y segiin un modo de administracién particular, que es suficiente
para lograr un efecto deseado terapéutico y/o profilactico como se definié anteriormente. La cantidad de hidrolizado
de proteinas o composicién farmacéutica que lo contiene administrada al sujeto dependera del tipo y la gravedad de
la enfermedad, el tipo, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del sujeto; el tiempo de
administracion, la via de administracion y velocidad de eliminacién del compuesto especifico empleado; la duracién
del tratamiento; los medicamentos utilizados en combinacién o concomitantemente con el hidrolizado o la composicién
farmacéutica que lo contiene; y factores similares bien conocidos en la técnica médica. El experto en la técnica sabra
determinar las dosis adecuadas en funcién de estos y otros factores. Por ejemplo, es bien conocido por el experto en
la técnica comenzar con dosis del compuesto en concentraciones inferiores a las necesarias para lograr el efecto
terapéutico y/o profilactico deseado y aumentar progresivamente la dosis hasta lograr el efecto deseado.

La presente invencion se describira en detalle con referencia a los siguientes ejemplos, que se presentan Unicamente
con fines ilustrativos y no limitantes del alcance de la invencién.

Ejemplos

Los hidrolizados ilustrados mas abajo conforme a la presente invencion son hidrolizados en polvo puros como se
describi6é anteriormente.

Ejemplo 1: Material y métodos
1.1. Cultivos celulares
BvV2

Las células BV2 se derivan de una estirpe celular microglial murina neonatal inmortalizada por el sistema raf/mycet,
proporcionado por el Dr. Watterson (NorthWestern University, EE. UU.). Se cultivaron en medio completo que contenia
RPMI-Glutamax con glutamina 2 mM (Invitrogen, Life Technologies, Francia) suplementado con suero fetal bovino
inactivado al 10 % y penicilina al 1 % (100 U/ml)-estreptomicina (100 pug/ml; Sigma- Aldrich, Francia) en una atmésfera
humeda con el 5 % de CO2 a 37 °C, como describieron De Smedt-Peyrusse et al. (8).

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80 % al 90 %, se trataron durante 24 horas con:

- DHA a la concentraciéon de 16 pM (Sigma-Aldrich, Francia). Esta concentracion de DHA se validé en el
laboratorio como dosis efectiva para demostrar un efecto antiinflamatorio;

- proporcionando el hidrolizado segun la invencién 16 pM de DHA.

A continuacion, las células se trataron durante 2 h, 6 h 0 24 h con 1 ug/ml de LPS (lipopolisacaridos) (Sigma-Aldrich)
para inducir estrés inflamatorio y luego se recolectaron en Trizol (n = 6; Invitrogen, Life Technologies).
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Cocultivo

Con el fin de tener un modelo mas complejo, se realizé un cocultivo denominado «sandwich» entre células neuronales
(HT22) y células microgliales (BV2). En una primera fase, los dos tipos de células se cultivaron por separado. Las
células HT22 se derivaron de una estirpe celular de hipocampo de raton, proporcionada por el Dr. E. Maronde
(Alemania). Se cultivaron en medio completo que contenia DMEM (Invitrogen, Life Technologies) suplementado con
suero fetal bovino inactivado al 10 % y penicilina al 1 % (100 U/ml}-estreptomicina (100 pg/ml; Sigma-Aldrich) en una
atmésfera himeda con el 5 % de CO2 a 37 °C.

Se cultivdo BV2 en medio completo RPMI en placas simples de 6 pocillos y HT22 en medio completo DMEM en
cubreobjetos. Después de 24 horas de cultivo, las HT22 se devolvieron a la estera microglial para tratar ambas estirpes
celulares durante 16 horas con el hidrolizado segun la invencién que proporcioné 16 uM de DHA.

A continuacion, las células se trataron durante 6 h con 1 ug/ml de LPS para inducir estrés inflamatorio y se recolectaron
por separado (n = 5).

1.2. Animales y tratamientos
Todos los experimentos se realizaron en ratones macho C57BI/6J (enero) de 7 semanas y 12 meses de edad.

Los ratones se colocaron en jaulas individuales para monitorear su ingestién de alimentos y aumento de peso. Durante
12 semanas, se alimentaron ad libitum con una dieta deficiente en PUFA n-3 que imitaba las deficiencias de PUFA n-
3 relacionadas con la edad. Al final de este periodo, los animales se suplementaron con el hidrolizado.

Para el hidrolizado de H1, los animales se dividieron en 4 grupos, suplementados o no:
= Blanco joven (n = 12), que recibieron la dieta deficiente en PUFA n-3.
= Blanco mayor (n = 12), que recibieron la dieta deficiente en PUFA n-3.
= H1 joven (n = 12), que recibieron el hidrolizado de H1 segun la invencién.
= H1 mayor (n = 12), que recibieron el hidrolizado de H1 segun la invencién.

Tabla 1: Hidrolizado H1

[Tabla 1]
g/kg de dieta Dieta de blanco Dieta H1
Hidrolizado de HI segtn la invencién |- 200
Péptidos - 140
DHA - 3.05

Para el hidrolizado de H2, los animales se dividieron en 6 grupos, suplementados o no:
= Blanco joven (n = 12), que recibieron la dieta deficiente en PUFA n-3.
= Blanco mayor (n = 13), que recibieron la dieta deficiente en PUFA n-3.
] H2 joven (n = 12}, que recibieron el hidrolizado de H2 segun la invencion.
] H2 mayor (n = 13), que recibieron el hidrolizado de H2 segun la invencion.
= H2 joven + DHA (n = 12}, que recibieron el hidrolizado de H2 segun la invencién enriquecido con DHA.

= H2 mayor + DHA (n = 13), que recibieron el hidrolizado de H2 segun la invencién enriquecido con DHA.
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Tabla 2: Hidrolizado H2

[Tabla 2]
g/kg de dieta Dieta de blanco | Dieta H2 Dieta H2 + DHA
‘Hldroh‘z/ado de H2 segun la| 166 166
invencion
Péptidos - 1.11 1.11
DHA - 0.029 0.0352
DHA (Polaris) - - 2

Después de 6 semanas de suplementacion, todos los ratones se sometieron a pruebas de comportamiento para
evaluar sus capacidades cognitivas y su reactividad al estrés. Al final de estos protocolos, se sacrificé a los animales
y se recolectaron las estructuras de interés, incluido el hipocampo. El efecto de la suplementacién sobre la expresion
de factores inflamatorios y neurotroficos se determiné mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

El estudio de inflamacién aguda se realizd en ratones macho C57BI/6J (enero) de 7 semanas de edad.

Los ratones se pusieron en grupos de 6 en jaulas colectivas, con acceso a agua ad libitum y dieta estandar (dieta A04,
Safe, Augy, Francia) y luego forzada mediante un tubo gastrico durante 18 dias (Ecimed, Boissy-Saint-Léger, Francia).
Los ratones se dividieron en 3 grupos, suplementados o no:

= Control (n = 11), que recibieron 100 ul de agua + 50 pl de aceite de mani

= H2 (n = 10), que recibieron 100 pl de hidrolizado de H2 + 50 pl de aceite de mani

= DHA (n = 12), que recibieron 100 ul de agua + 50 ul de DHA (Polaris, Quimper, Francia)
Tabla 3: Sonda de hidrolizado de H2

Blanco H2 DHA
Agua (ul/dia) 100 - 100
Aceite de mani (ul/dia) 50 50 -
Hidrolizado de H2 segiin la invencién
(ul/dia) i 100 i
Péptidos (mg/dia) - 5.5 -
DHA (mg/dia) - 0.143 -
DHA (ul/dia)(10 mg/dia*®) - - 50

*: dosis efectiva comprobada para el efecto cognitivo

Después de 18 dias de suplementacion, a los ratones se les inyecto via intraperitoneal 125 pg/kg de LPS (Escherichia
coli, 0127: B8, Sigma-Aldrich, Lyon, Francia) (Rey et al., 2019 (9); Mingam et al., 2008 (10)) para inducir una reaccioén
inflamatoria o inyeccién de una solucion salina (0.9 % de NaCl). Dos horas después de la inyeccion, se sacrificé a los
ratones y se recolectaron las estructuras de interés, incluido el hipocampo.

1.3. Pruebas de comportamiento
1.3.1. LaberintoenY

6 semanas después del inicio de la suplementacién, se evalué la memoria de reconocimiento espacial dependiente
del hipocampo mediante la utilizacién del laberinto en Y como describen Labrousse et al., (11) y Moranis et al., (12).
Esta prueba de memoria espacial dependiente del hipocampo se basa en la curiosidad de los roedores y su capacidad
para distinguir un entorno nuevo de uno familiar. Permite asi una evaluacion de la memoria espacial ligada al
hipocampo. Esta prueba se realiza en un laberinto en forma de Y con 3 brazos (35 cm de largo y 10 cm de profundidad),
iluminado a 15 lux. Se disponen instrucciones visuales en las paredes, lo que permite a los ratones encontrar su
camino dentro del espacio.

Primero, el animal se coloc6 en un brazo de salida y se enfrenté a los otros dos brazos, uno de los cuales estaba
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cerrado. Tenia 5 minutos para explorar los dos brazos abiertos y luego se volvié a colocar en su jaula durante 1 hora.
Durante la fase de restitucién, el animal se volvié a colocar en el laberinto durante 5 minutos, pero esta vez con los 3
brazos abiertos. Debido a su fuerte comportamiento exploratorio, los animales explorarian preferiblemente el nuevo
brazo. Los animales que exploraron aleatoriamente los 3 brazos tenian problemas de memoria.

Los animales se filmaron y se siguieron por video (software SMART, Bioseb) para analizar el tiempo (minutos) de
permanencia en los diferentes brazos. Asi mismo, se calcul6 un indice de reconocimiento para comparar el rendimiento
de los animales frente al azar (33 %): tiempo pasado en el brazo nuevo / (tiempo pasado en el brazo nuevo + tiempo
pasado en el brazo familiar + tiempo pasado en el brazo inicial).

1.3.2. «Campo abierto»

7 semanas después del comienzo de la suplementacion, se evaludé el comportamiento similar a la ansiedad de los
animales mediante la utilizacién de la prueba de «campo abierto». Esta prueba se basa en la aversiéon que produce
un entorno desconocido y abierto. La prueba se realizé6 mediante la utilizacién de un dispositivo opaco (25 cm de
ancho, 45 cm de largo y 40 cm de profundidad) iluminado a 30 lux. El dispositivo estaba virtualmente dividido en dos
partes: la parte central considerada como ansiolitica y la parte periférica considerada como menos ansiolitica. Los
animales eran libres de explorar el campo abierto durante 10 minutos, se filmaron y se siguieron por video (software
SMART, Bioseb) para medir el tiempo que pasaban (minutos) en las diferentes areas.

1.3.3. Laberinto acuatico de Morris

7 semanas después del inicio de la suplementacién, se evaluaron las habilidades de aprendizaje y memoria espacial
mediante la utilizacion del laberinto acuatico de Morris (13). El protocolo experimental utilizado para este estudio
implica mas particularmente la memoria de referencia espacial dependiente del hipocampo.

El protocolo utilizado es el descrito por Bensalem et al. (14). Consta de 4 fases:

= Familiarizacion: permite que los ratones se familiaricen con la natacién y luego se suban a una plataforma en
un estanque (60 cm de diametro), durante 2 dias (dias 1y 2).

= Aprendizaje indexado: realizado en el 3¢ dia, permite la evaluaciéon de los déficits motores y visuales y la
acentuacién de la familiarizacion. Los animales deben encontrar una plataforma submarina marcada.

= Aprendizaje de referencia espacial: los animales deben aprender a encontrar la plataforma sumergida no visible
mediante la utilizacién de sefiales espaciales visuales (dias 4 a 7). Para ello, los ratones tienen 6 ensayos/dia
(punto de corte de 90 s) durante 4 dias consecutivos. La velocidad de nado, la latencia para llegar a la plataforma,
la distancia y la trayectoria recorrida por los animales para cada ensayo se registraron por un sistema de video-
seguimiento (Imetronic).

1.3.4. Lapruebade la sonda

En esta prueba se evallla la memoria espacial. 72 horas después del Ultimo dia de entrenamiento, se retira la
plataforma de la piscina y se coloca al animal en la piscina durante 60 segundos. Los animales se siguieron por video
(software SMART, Bioseb) para medir el tiempo empleado (segundos) y la distancia recorrida (cm) en el cuadrante
«diana», es decir, el cuadrante donde se encontraba la plataforma durante la fase de aprendizaje espacial.

1.3.5. Analisis de estrategias de aprendizaje

Para cada ensayo durante el aprendizaje espacial, las trayectorias de natacion se analizaron mediante la utilizacién
de la reproduccién del programa de video-seguimiento Imetronic. Las estrategias de busqueda en la plataforma se
clasificaron a ciegas y luego se asignaron para cada prueba mediante la utilizacién de un esquema de clasificacion
similar a los desarrollados previamente para otros estudios (15, 16, 17). Estas estrategias se dividieron en dos
categorias principales: estrategias no espaciales y estrategias espaciales.

Las estrategias no espaciales constan primero de estrategias de «busqueda global»: «busqueda periférica» (el animal
nada preferiblemente en un area de 15 cm alrededor de los bordes de |a piscina), «busqueda al azar» (busqueda en
toda la piscina que cubre >75 % de la superficie), «blsqueda circular» (el ratébn hace pequefios circulos y puede hacer
algunos movimientos bruscos en direcciones determinadas). A continuacién, estan las estrategias de «blisqueda
local»: el «barrido» (el animal busca en un area limitada, a menudo en el centro, de la piscina que cubre entre el 15 %
y el 75 % de la superficie), el «<bucle» (el ratdn nada en una forma circunferencial a una distancia bastante fija, superior
a 15 cm, de los bordes), la «repeticién incorrecta» (el animal nada en una direccién precisa que no corresponde a la
posicion de la plataforma y repite la misma trayectoria varias veces), y finalmente el «enfoque incorrecto» (el animal
busca intensamente en una pequefia porcién de la piscina que no contiene la plataforma).

Las estrategias espaciales constan de las estrategias «correcta repetida» (donde el animal nada en la direccién de la
plataforma y luego repite la misma trayectoria varias veces), «espacial indirecta» (el animal nada indirectamente hacia
la plataforma, posiblemente efectuando uno o dos bucles), «espacial directa» (el ratén nada directamente hacia la
plataforma), y «enfoque correcto» (el animal nada y luego busca intensamente en el cuadrante donde se encuentra la
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plataforma).
1.3.6. Reactividad al estrés

La reactividad al estrés se evalué 10 semanas después del inicio de la suplementacién. Para ello, los animales se
sometieron a una prueba de sujecién de 30 minutos. Se tomé una muestra de sangre de la mejilla de la vena
mandibular al inicio de la prueba (T0), luego a los 30 minutos (T30) y 60 minutos (T60) después del inicio de la prueba.
Los ratones se sacrificaron 90 minutos (T90) después de la prueba y se realizé una puncion intracardiaca para obtener
una muestra de sangre.

1.4. Analisis bioquimicos
1.4.1. Medicion de las tasas de corticosterona en plasma

El plasma se aislé de la sangre por centrifugacion a 3000 g durante 20 minutos. A partir del plasma se realizé una
determinacién de corticosterona total mediante la utilizacién del ELISA DetectX® «Corticosterone, Enzyme
Immunoassay Kit» segln las instrucciones del fabricante (Arbor Assay). La concentracion de corticosterona (ng/ml)
de cada muestra se calculd en base al estandar espectrofotométrico.

1.4.2. Expresion génica

La expresion de los diferentes genes de interés se evalué mediante PCR cuantitativa en tiempo real como describieron
Rey et al. (18). Estos analisis se realizaron en células BV2 y HT22 y en el hipocampo.

1.4.3. Extraccién de ARN total

El ARN total se extrajo de células e hipocampos mediante la utilizacién del protocolo de extraccion de reactivos TRIzol
(Invitrogen, Life Technologies) que contenia fenol e isotiocianato de guanidina. Este reactivo permite, después de la
lisis y adicion de cloroformo, separar una fase acuosa superior que contiene ARN de una fase organica que contiene
ADN y proteinas. Tras la recuperacion de la fase acuosa, el ARN se precipité con glucégeno (20 mg/ml) e isopropanol.
Después de lavados sucesivos con etanol al 70 %, el sedimento de ARN se seco y luego se recuper6 en 10 pl de agua
estéril. La pureza y la cantidad de ARN en cada muestra se midi6 espectrofotométricamente (Nanodrop, Life
Technologies).

1.4.4. Transcripcion inversa

La transcripcién inversa (RT) se realizé con 1 ug o 2 ug de ARN, segun la cantidad obtenida, para sintetizar ADN
complementario (ADNc). Los ARN se incubaron a 37 °C durante 15 minutos y luego a 75 °C durante 1 minuto con una
mezcla de tampdn de ADNasa, ARNina, ADNasa | (Invitrogen, Life Technologies). Se realizé una segunda incubacion
a 65 °C durante 5 minutos en presencia de cebadores aleatorios (150 ng/pl, Invitrogen) y dNTP 10 mM. Finalmente,
se afiadié una mezcla de tampon 5X, DTT, ARNasa OUT a 40 U/ul y Supercript Il a 200 U/ul (Invitrogen, Life
Technologies). La mezcla de reaccién se incubé a 25 °C durante 5 minutos, luego a 50 °C durante 50 minutos y a 70 °C
durante 15 minutos. La concentracion final de ADNc obtenida fue de 50 ng/ul (si 1 ug de ARN inicial) o 100 ng/ul (si 2
Lg de ARN inicial).

1.4.5. PCR cuantitativa en tiempo real

Los ADNc de la reaccion de RT se amplificaron selectivamente mediante la utilizacion de cebadores especificos para
las secuencias de los genes diana en estudio. El gen de referencia utilizado en la presente memoria es la B-actina, y
los genes diana estudiados para el cocultivo son: IL-6, IL-13, TNF-a, BDNF y NGF.

Para el estudio de la inflamacion crénica se amplificaron los siguientes genes diana: en hipocampo IL-6, IL-1B3, TNF-
a, CD11b e Ibai, y en hipotalamo: CrhR1, CRHBP, HSD11b1. Para el estudio de la inflamacién aguda, se amplificaron
los siguientes genes diana para los hipocampos: IL-6, IL-183, TNF-a, COX-2, BDNF y NGF.

Para cada muestra, se adicionaron 2 pl de ADNc a 20 ng/ul a 8 ul de una mezcla que comprendia Taq polimerasa
(5X), pares de oligonucleétidos del gen diana (2X) y agua estéril (1X). A continuacion, la placa se colocoé en un
termociclador Light Cycler (LC 480 version 2, Roche) para realizar el programa de PCR: una fase de activacion (2
minutos a 95 °C) y 50 ciclos de amplificacion, comprendiendo cada uno una fase de desnaturalizacién (15 segundos
a 95 °C), y una fase de hibridacion y elongacion de oligonucleétidos (1 minuto a 60 °C).

La cuantificacion final se realizé mediante la utilizacion del método comparativo del «umbral del ciclo» (Ct). Para cada
gen diana y cada muestra, la tasa de transcripto se normaliz6 con la tasa de transcripto del gen de referencia (3-actina).

1.4.6. Tarjeta de biomarcadores

Los ADNc de la RT se diluyeron (1.3 pl, 5 ng/ul} y luego se afiadieron al reactivo de carga de muestras de tinte de
union de ADN (Fluidigm), EvaGreen (Interchim, Montlugon, Francia) y el tampén Tris-EDTA (TE) con bajo contenido
de EDTA para constituir la placa de muestra. En la placa Mix, se afiadieron 10 pl de pares de cebadores (100 uM) al
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reactivo de carga del ensayo (Fluidigm) y al tampén TE con bajo contenido de EDTA para obtener una concentracion
final de 5 yM. Después de activar el chip en el mando de circuito fluidico integrado, la mezcla de la muestra (5 pl) y la
mezcla del ensayo (5 ul) se cargaron en los pozos de entrada de la muestra. Uno de los pozos se rellend con agua
para monitorear la contaminacién. Para verificar la amplificacién de objetivos diana y la eficiencia del proceso de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), se procesé, preamplifico y cuantificd una muestra de blanco
(ADNg de ratéon, ThermoFisher, Waltham, EE. UU.) en un ensayo de blanco (tubo RNasePTagMan, ThermoFisher)
mediante la utilizacién del mismo proceso en la misma placa al mismo tiempo. El chip se insertd en el control de IFC, en
el que se mezclaron 6.3 nl de mezcla de muestray 0.7 nl de Mix. La PCR en tiempo real se realizé mediante la utilizacién
del sistema de biomarcadores (Fluidigm) en la plataforma GenoToul (Toulouse, Francia) con el siguiente protocolo:
mezclado térmico a 50 °C, 2 min; 70 °C, 30 minutos; 25 °C, 10 min, Uracil-DNA N-glicosilasa (UNG) a 50 °C, 2 min,
activacion a 95 °C, 10 min, ciclo de PCR de 35 ciclos a 95 °C, 15 s; 60 °C, 60 s y curvas de fusion (de 60 °C a 95 °C).
Los resultados se analizaron mediante la utilizacién del programa de analisis de PCR en tiempo real Fluidigm v.4.1.3.
(San Francisco, EE. UU.) para monitorear la amplificacion especifica de cada cebador. A continuacién, los datos de
gPCR sin procesar se analizaron mediante la utilizacién del programa GenEx (MultiD analysis AB, Freising, Alemania)
para seleccionar el mejor gen de referencia, en este caso B-actina, para la normalizacién de la expresion de ARNm y
para medir la expresién relativa de cada uno de los 46 genes analizados.

1.4.7. Expresioén de proteinas

El inmunoelectrotransferencia permite la deteccién de proteinas diana mediante la utilizacién de anticuerpos dirigidos
contra estas proteinas. Las muestras se diluyeron con agua libre de ARNasa a una concentraciéon de 1 ug/ul en 200 pl.
Se tomé un volumen de 50 ul de cada muestra y se afiadieron 12.5 pl de tampén de carga. A continuacién, las muestras
se calentaron a 75 °C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

La electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes solo permite la migracion de proteinas en un campo
eléctrico en funcién de su peso molecular. El gel de poliacrilamida se vertié y luego se recubrié con un tampén de
migracién que permitié la migracion de proteinas. Las muestras, junto con un marcador de tamafio, se depositaron en
los pozos de gel y migraron a 90 V durante 30 minutos y 130 V durante 1 hora. Para detectar las proteinas, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (75 V durante 1.5 horas con tampén de transferencia). Para verificar
que la transferencia funcionaba correctamente, las membranas se tifieron con rojo Ponceau y luego se enjuagaron.
Los sitios no especificos se blogquearon mediante incubacién en TBS al 0.05 % / Tween-20 (TBST) y leche al 5 %
(leche desnatada Régilait) durante 1 hora para evitar interacciones entre la membrana y el anticuerpo. Después de
enjuagar con TBST, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C en BSA al 5 %, azida de sodio al 1 %
con los siguientes anticuerpos primarios: anti-GAPDH, anti-IkB. Después de tres lavados sucesivos con TBST, las
membranas se incubaron durante 1 hora con una solucién de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
conejo. Después de cinco lavados mas con TBST y TBS, las membranas se incubaron durante 5 minutos en una
solucion de revelador de peroxidasa (SuperSignal West Dura, ThermoFisher, Waltham, EE. UU.). Luego, las proteinas
se revelaron mediante la utilizacién del aparato ChemiDoc MP (Biorad, Hercules, EE. UU.). Se usé la razén de la
intensidad de las bandas de la proteina diana con respecto a las bandas de la proteina de referencia (control endbégeno,
GAPDH) para comparar la expresién relativa de las proteinas.

1.4.8. Analisis de acidos grasos cerebrales

Se extrajeron los lipidos de la corteza (Folch et al., 1997 (19)) y se transmetilaron los &cidos grasos segln el método
de Morrison y Smith (Morrison y Smith, 1964). Los ésteres metilicos de acidos grasos se analizaron mediante
cromatografia de gases en un Hewlett Packard 5890 serie Il (Palo Alto, CA, EE. UU.) equipado con un inyector, un
detector de ionizacion de llama (Palo Alto, CA, EE. UU.} y una columna CPSIL-88 (100 m x 0.25 mm de diametro
interior; espesor de la pelicula, 0.20 um; Varian, Les Ulis, Francia). El gas portador era hidrégeno (presion de entrada,
210 kPa). La temperatura del horno se mantuvo a 60 °C durante 5 min, luego se aument6 a 165 °C a 15 °C/min y se
mantuvo durante 1 min, luego a 225 °C a 2 °C/min y al final se mantuvo a 225 °C durante 17 minutos. El inyector y el
detector se mantuvieron a 250 °C y 280 °C, respectivamente. Los ésteres metilicos de acidos grasos se identificaron
por comparacion con los estandares. La composicion de los acidos grasos se expres6 como porcentaje de los acidos
grasos totales.

1.4.9. Cuantificacion de oxilipinas

Los diferentes metabolitos derivados del acido araquidénico (AA), acido linoleico (LA), DHA y EPA se extrayeron del
hipocampo y se analizaron por espectrometria de masas (LC-MS/MS) en la plataforma METATOUL (MetaboHUB,
INSERM UMR 1048, 12MC, Toulouse, Francia) como describieron previamente Le Faouder et al. 2013 (20).

1.5. Estadisticas

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas GraphPad Prism y Statistica. Para los analisis de campo
abierto, reactividad al estrés y qPCR, los 6 grupos experimentales se compararon mediante ANOVA de 2 factores
(edad y dieta) seguido de una prueba post-hoc de Tukey en caso de interaccion estadisticamente significativa entre
los factores. Para el laberinto en Y, los 6 grupos experimentales se compararon mediante una prueba t de una muestra
contra el valor por azar del 33 %. Para el andlisis del laberinto acuatico de Morris, se analizé la fase de aprendizaje de
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los 6 grupos experimentales mediante un ANOVA de medidas repetidas de 3 factores (edad, dieta y dia); y la prueba
de la sonda se analiz6 mediante un ANOVA de 1 factor (cuadrantes).

Los datos se expresaron como medias *+ desviacion estandar de la media (SEM), y las diferencias se consideraron
significativas cuando el valor de p fue menor que 0.05.

1.6. Preparacién de los hidrolizados

Se obtuvo un hidrolizado de proteinas, H1, mediante el siguiente procedimiento: una solucién acuosa que contenia un
50 % de molienda de cabezas de sardina se hidrolizé a 55 °C con alcalasa 2.4 |, durante 2 horas. A continuacion, la
enzima se inactivé mediante calentamiento a 95 °C durante 30 minutos. Las particulas sélidas (espinas) se eliminaron
mediante tamizado. A continuacion, se realizé una etapa de centrifugacion vertical para retirar el sedimento y la fase
grasa (principalmente proteinas insolubles, lipidos neutros [triglicéridos] y materias minerales). Asi, la fase acuosa se
aislo y se seco.

Se obtuvo un hidrolizado de proteinas, H2, mediante el siguiente proceso: una solucién acuosa que contenia un 87 %
de molienda de cabezas de sardina se hidrolizé a 55 °C con alcalasa 2.4 | durante 3 horas. A continuacién, la enzima
se inactivd mediante calentamiento a 95 °C durante 30 minutos. Las particulas solidas (espinas) se eliminaron
mediante tamizado. A continuacion, se realizé una etapa de centrifugacion vertical para retirar el sedimento y la fase
grasa (principalmente proteinas insolubles, lipidos neutros [triglicéridos] y materias minerales). Asi, la fase acuosa se
aislé y se secd.

1.7. Caracterizacion de los hidrolizados
Se determinaron varias caracteristicas de los hidrolizados H1 y H2, como se muestra en la tabla 4.

El GH se determin6 por (1) el método pH-stat, como describe J. Adler-Nissen (21), asi como (2) por el método OPA,
como describe Nielsen, P (22).

La humedad se midi6é segin el método del Reglamento CE 152/2009.
La cantidad de proteina total se determiné por el método Dumas, basado en la norma NF EN ISO 16634-1.

La cantidad de proteina soluble se determindé mediante la solubilizacién de la muestra en agua ultrapura, se recuperd
la fase acuosa tras la centrifugacion y se aplico el método Kjedahl (Reglamento CE 152/2009) sobre dicha fase acuosa.

La cantidad de materia mineral se determiné segun el método de la norma NF V04-404 de abril 2001.
La cantidad de materia grasa total (o lipidos totales) se determin6 segun el método del Reglamento CE 152/2009.

Las cantidades de lipidos neutros, incluidos los triglicéridos, y de lipidos polares, incluida la fosfatidilcolina, se
determinaron mediante HPTLC (cromatografia en capa fina de alta resolucién). Las diferentes clases de lipidos neutros
y polares se analizaron por separado mediante HPTLC (cromatografia de capa fina de alta resolucién) en placas de
vidrio (10 cm x 20 cm) impregnadas con silice 60 (Merck). Se realizé un lavado preliminar de la placa con una mezcla
de hexano/ éter dietilico (97:3, v/v) en el caso de lipidos neutros, y con una mezcla de acetato de
metilo / isopropanol/cloroformo/metanol/KCI (0.25 %) (10:10:10:4:3.6; v:v) en el caso de los lipidos polares, para
remover posibles impurezas. A continuacion, las placas se activaron a 110 °C durante 30 minutos. Los extractos
lipidicos se depositaron en una cantidad adecuada segun las muestras mediante un automuestreador (CAMAG). El
doble desarrollo permitié la separacién de los lipidos neutros. Para la primera migraciéon se usé una mezcla de hexano
/ éter dietilico / acido acético (20/5/0.5, viviv) y para la segunda migracién una mezcla de hexano / éter dietilico (93/3,
v:v). Los lipidos polares se separaron tras un unico revelado, mediante la utilizacién de una mezcla de acetato de
metilo / isopropanol/cloroformo/metanol/KCl (0.25 %) (10:10:10:4:3.6; v:v) como solvente de elucion.

Después de |a revelaciéon por inmersion de las placas en una solucién de acido clprico y acido fosférico seguido de
calentamiento a 120 °C durante 20 minutos, las diferentes clases de lipidos neutros y polares aparecieron como puntos
negros. Seis clases de lipidos neutros (alcoholes, acidos grasos libres, ésteres de esterol, éteres de glicéridos,
triacilgliceroles y esteroles) y 7 clases de lipidos polares (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, cardiolipidos, aminoetilfosfonato de ceramida y lisofosfatidilcolina) podrian separarse e identificarse
por comparacion con los estandares. La cuantificacion se realizé6 mediante calibracién externa, densitometria mediante
la utilizacion de un escaner ajustado a 370 nm y software Wincats (CAMAG).

Las cantidades de omega 3 y omega 6, DHA y EPA, plasmalégenos se determinaron como describieron Mathieu-
Resuge et al. (23).

Tabla 4: Caracteristicas de los hidrolizados H1 y H2
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[Tabla 4]
Hl | H2
DH (pH-stat) (%) 16.0 | 12.8
DH (OPA) (%) 32.2 1303
Humedad (g/100g) 26 [34

Proteinas totales (g/100g) | 72.1 | 69.6
Proteina soluble (g/100g) | 70.4 | 67.0
Materia mineral (g/100g) | 9.5 [9.0

Grasa total 7.8 |10.3
(= lipidos totales) (g/100g)
Fosfatidilcolina (mg/g) 10.0 | 8.9

Omega 3 (mg/g) 26.5 | 33.8

Omega 6 (mg/g) 36 |45
DHA (mg/g) 13.5[17.3
EPA (mg/g) 66 |84
Plasmal6genos (mg/g) 02 103
Lipidos neutros (mg/g) 61.6 | 85.5
Triglicéridos 58 1736
Lipidos polares (mg/g) 16.4 ] 18.2
EPA 09 |09
DHA 49 [44

El perfil de peso molecular de las proteinas solubles en agua se determiné por cromatografia SEC como describieron
F. Guérard et al. (24).

Tabla 5. Perfil de peso molecular de proteinas solubles en agua

[Tabla 5]

Hi | H2

>5000 Da 04 |06

(1000-5000) Da | 10.7 | 12.8

(500-1000) Da | 14.4 | 12.9

<500 Da 74.5 | 73.7

Ejemplo 2: Efecto del hidrolizado in vitro
2.1. Efecto del hidrolizado H1 sobre la neuroinflamacion de las células microgliales BV2

Las células microgliales son las células inmunocompetentes del cerebro, responsables de la produccién de citocinas.
Se indujo estrés inflamatorio en estas células (células BV2) mediante liposacarido (LPS) mediante la utilizacion del
protocolo descrito en el Ejemplo 1.1. Después, se prob6 la capacidad del hidrolizado de proteinas H1 para disminuir
la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6 (interleucina 6), IL-13 (interleucina 1-beta) y TNF-a (factor de
necrosis tumoral alfa), en estas células, segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5.

Los resultados muestran que, en la condicion de control, el LPS induce estrés inflamatorio con alta expresién de IL-6,
IL-18 y TNF-a. El DHA, que presenta capacidades antiinflamatorias, reduce la expresion de IL-6 e IL-1p inducida por
LPS. Sorprendentemente, el tratamiento con hidrolizado de H1 disminuye la expresién de IL-6 e IL-1B inducida por
LPS con un efecto mas importante que el de DHA (Figuras 1a y 1b). El hidrolizado H1 también disminuye la expresion
de TNF-a (Figura 1c¢).
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2.2. Efecto del hidrolizado H2 sobre la neuroinflamacion de las células microgliales BV2

Para imitar un sistema de interaccion celular mas complejo, el hidrolizado de H2 se probé en un sistema de cocultivo
entre células microgliales y células neuronales (BV2-HT22). Se indujo estrés inflamatorio en células microgliales BV2
mediante liposacarido (LPS) mediante la utilizacién del protocolo descrito en el Ejemplo 1.1. Después, se probo la
capacidad del hidrolizado de proteinas H2 de la invencién para disminuir la expresién de las citocinas proinflamatorias
IL-6, IL-1B y TNF-a en estas células, mediante la utilizacién del protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5.

Los resultados muestran que el LPS induce la expresién de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1 B y TNF-a. El
hidrolizado de H2 disminuye significativamente la expresién de IL-6 e IL-1 § inducida por LPS 6 horas después del
tratamiento (Figura 2).

2.3. Efecto del hidrolizado de H2 en la neuroproteccion de las células microgliales BV2

Se probé la capacidad del hidrolizado de proteinas H2 de la invencién para promover la neuroproteccién en células
microgliales en un sistema de cocultivo BV2-HT22 (descrito en el Ejemplo 1.1), especialmente via un aumento en la
expresién del gen BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro), factor de crecimiento implicado en la comunicacién
y homeostasis neuronal, segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5.

Los resultados no muestran ningun efecto de LPS sobre la expresién de BDNF a las 6 h. Por el contrario, el tratamiento
con hidrolizado de H2 induce su expresion en condiciones inflamatorias (Figura 2). La suplementacién con hidrolizado
de H2 facilita el establecimiento de la neuroproteccién en condiciones inflamatorias.

En conjunto, los diversos datos obtenidos sobre la expresion de citocinas proinflamatorias y marcadores neurotréficos
muestran que el hidrolizado de la invencién posee actividades antiinflamatorias y neuroprotectoras.

2.4. Efecto del hidrolizado de H2 en la neuroproteccién de las células neuronales HT22

El hidrolizado de proteinas H2 de la invencién se prob6 en cuanto a su capacidad para promover la neuroproteccion
en células neuronales (células HT22) en un sistema de cocultivo BV2-HT22 (descrito en el Ejemplo 1.1). Asi mismo
de la expresién de BDNF, también se investigo la expresion del gen del factor de crecimiento nervioso (NGF) mediante
la utilizacion del protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5.

Los resultados muestran que el LPS no tiene efecto sobre la expresion de BNDF y NGF, pero que el tratamiento con
el hidrolizado de H2 aumenta su expresién tanto en condiciones de blanco (solucion salina) como inflamatorias (LPS),
lo que sugiere que el hidrolizado de la invencion posee actividad neuroprotectora (Figura 3).

Ejemplo 3: Efecto del hidrolizado in vivo

Para estas pruebas in vivo, los animales se criaron, se alimentaron y se dividieron en diferentes grupos segun el
protocolo descrito en el Ejemplo 1.2.

3.1. Efecto del hidrolizado de H2 en el comportamiento similar a la ansiedad

La respuesta al estrés involucra el eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal (eje HPA). En presencia de estrés, el cerebro
secreta cortisol en seres humanos y corticosterona en ratones, hormonas del estrés que influyen en el sistema
inmunologico y permiten el retorno a la homeostasis. Una vez que se ha logrado este retorno a la homeostasis, el
cortisol actua por retroalimentacién negativa sobre el cerebro para disminuir su propia secrecion.

En las personas que sufren de ansiedad, que representa el 10 % de las personas mayores, este eje se interrumpe, lo
que provoca dafios en el cerebro, especialmente en el hipocampo.

Los efectos de la suplementacién con hidrolizado de proteinas segun la invencion sobre el comportamiento similar a
la ansiedad se estudiaron por medio de la denominada prueba de campo abierto (OF). El protocolo de esta prueba se
describe en el Ejemplo 1.3.2.

Los resultados en la Figura 4 representan el tiempo pasado en el centro de la OF. Como era de esperar, los animales
mayores pasan menos tiempo en el centro del dispositivo que los animales mas jovenes, lo que refleja un
comportamiento similar al de la ansiedad. No obstante, los animales mayores que recibieron hidrolizado de H2 no
tuvieron un tiempo de exploracion significativamente diferente en el centro de la prueba que los animales mas jévenes
que recibieron suplementos o no. Por lo tanto, la suplementacién con H2 previene el comportamiento similar a la
ansiedad en animales mayores y mantiene un nivel similar al de los animales mas jovenes.

Los resultados de esta prueba se combinaron con el ensayo de corticosterona basal (segun el protocolo descrito en
el Ejemplo 1.4.1). Se puede ver (Figura 4) que, en la poblacién de blanco, los animales mayores presentaban tasas
de corticosterona mas importantes que los animales mas jovenes. En la poblacién suplementada con el hidrolizado,
se encontro que las tasas de corticosterona eran equivalentes en animales jévenes y mayores.

Asi, en animales mayores, la suplementacion con hidrolizados permite un retorno de las tasas de corticosterona a los
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niveles basales.
3.2. Efecto del hidrolizado de H2 sobre la reactividad al estrés

Es bien sabido que las personas mayores tienen habilidades de adaptacién deterioradas y dificultades para lidiar con
las tensiones menores de la vida cotidiana. Se probaron los efectos de la suplementacién con hidrolizado sobre la
reactividad al estrés.

Para ello, se indujo un estrés moderado en ratones mediante una inmovilizacién de 30 minutos. El protocolo de esta
prueba se describe en el Ejemplo 1.3.6. Luego, se extrajo sangre a los 30, 60 y 90 minutos para determinar la cinética
de la expresion de corticosterona en respuesta al estrés (como se describioé en el Ejemplo 1.4.1).

Los resultados en la Figura 5 muestran que a los 30 min no hay efecto de la edad ni de la suplementacion, pero se
encontré una interaccion significativa [edad x suplementacion]. De hecho, a los 30 minutos, los ratones de blanco
envejecidos secretaron menos corticosterona después del estrés que los ratones mayores suplementados con
hidrolizado, lo que sugirié una respuesta alterada al estrés. A los 90 min, se encontré una interaccién significativa
[edad x suplementacién]. De hecho, a los 90 minutos, los ratones de blanco mayores secretaban menos corticosterona
después del estrés por restriccién en comparacion con los ratones de blanco jévenes, lo que sugirié una respuesta
alterada al estrés. Asi mismo, la suplementacién con hidrolizado restaura las tasas de corticosterona en ratones de
edad similar a las de los ratones jovenes y previene esta alteracién relacionada con la edad en la respuesta al estrés.
Igualmente, se observaron los mismos resultados cuando se suplementé a los animales con una combinacion de
hidrolizado y DHA (Figura 5).

Asi, la suplementacion de hidrolizado, con o sin DHA, en animales mayores restaura una reactividad al estrés similar
a la de los ratones jovenes.

Como fase adicional, se cuantificé la expresion de genes implicados en la respuesta al estrés en el hipotalamo (se
sigui6 el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5). La Figura 6 muestra que la edad no tiene impacto en la expresién de
los genes CrhR1, CRHBP y HSD11p31. Por el contrario, la suplementacién con hidrolizado aumenta significativamente
la expresion de CrhR1 y CRHBP y tiende a aumentar la expresién de HSD11B1, lo que sugiere que los ratones
suplementados con hidrolizado tienen una modulaciéon mas importante de la expresion génica de respuesta al estrés.

3.3 Efecto del hidrolizado de H2 en la memoria del hipocampo

La memoria de trabajo y la memoria episédica, memorias autobiograficas que implican una nocién espacial, son las
formas de memoria més afectadas durante el proceso de envejecimiento.

En los animales, la memoria episédica no puede evaluarse como tal. Por lo tanto, se modela mediante el estudio de
la memoria espacial.

3.3.1.  Efecto del hidrolizado de H2 en la memoria a corto plazo del hipocampo

La prueba del laberinto en Y (descrita en el Ejemplo 1.3.1) evalia la memoria de trabajo espacial a corto plazo e
implica la trayectoria prefrontal del hipocampo.

Los resultados que se muestran en la Figura 7 representan el indice de reconocimiento del nuevo brazo.

Los resultados muestran que los ratones jévenes reconocian el nuevo brazo independientemente de la
suplementacioén, ya que exploraban preferiblemente este brazo de una manera significativamente diferente a por azar
(33 %). Los animales de blanco mayores presentaron una capacidad de memoria deteriorada ya que no exploraban
el brazo nuevo de una manera diferente a la exploracion al azar. La suplementacion con hidrolizado de H2 mantiene
significativamente la capacidad de memoria de los animales mayores (Figura 7).

Se observaron los mismos resultados cuando los animales se suplementaron con hidrolizado suplementado con DHA
(Figura 7).

Asi, la suplementaciéon con hidrolizado, con o sin DHA, en animales mayores previene los déficits de memoria
dependientes del hipocampo.

3.3.2. Efecto del hidrolizado de H2 en la memoria a largo plazo del hipocampo

En la prueba del laberinto acuatico de Morris (descrita en el Ejemplo 1.3.3) se evalua tanto el aprendizaje como la
memoria.

En cuanto al aprendizaje espacial, todos los ratones, jovenes o mayores, suplementados o no suplementados,
aprendieron la localizacién de la plataforma ya que la distancia recorrida para llegar a la plataforma disminuy6 a lo
largo de los dias de aprendizaje. No obstante, los ratones mayores recorrieron mas distancia para llegar a la
plataforma, lo que indica un déficit de aprendizaje espacial (Figura 8).
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La prueba de la sonda (descrita en el Ejemplo 1.3.4) prueba la memoria de referencia espacial de los animales. Se
realizé 72 horas después del Ultimo dia de aprendizaje.

En esta prueba se distinguen cuatro cuadrantes, el cuadrante opuesto (este) corresponde al punto de introduccién de
los ratones a la piscina, los cuadrantes adyacentes (norte y sur), y el cuadrante diana (oeste) que corresponde a la
localizacion anterior de la plataforma ahora ausente.

Los resultados muestran que los ratones jévenes recorren mas distancia en el cuadrante diana que en los otros
cuadrantes. Por lo tanto, estos ratones recuerdan la localizacién de la plataforma. Por el contrario, los ratones mayores
con una discapacidad de aprendizaje espacial recorrieron la misma distancia en los cuatro cuadrantes. Por lo tanto,
se puede concluir que estos ratones no recuerdan la localizacion de la plataforma. En ratones mayores suplementados
con hidrolizado, no se recupero el deterioro en la capacidad de memoria (Figura 8).

Asi, no observamos ninguna diferencia en el aprendizaje entre animales jévenes y mayores, pero los animales
mayores presentan alteraciones cognitivas independientemente de la dieta. No obstante, un analisis mas detallado de
las estrategias de aprendizaje (descrito en el Ejemplo 1.3.5) muestra efectos positivos del hidrolizado.

Para llegar a la plataforma en la piscina, los ratones usan sefiales espaciales en las paredes de la habitacion. Durante
el proceso de aprendizaje, los ratones pasan de estrategias no espaciales a estrategias espaciales mas elaboradas.
Por lo tanto, se investigaron las diferencias entre los grupos en la utilizacién de estrategias espaciales en el dia a dia.

Se encontr6 que los ratones de blanco progresaron a una estrategia espacial a medida que progresaban los dias de
aprendizaje, antes de alcanzar una meseta en los jovenes. Para los grupos suplementados, se encontré una mayor
utilizacion de estrategias espaciales desde el dia 1, lo que indicaba un efecto beneficioso del hidrolizado (resultados
no mostrados).

También se compar6 dia a dia |a utilizacién de estrategias espaciales entre los grupos (Figura 9).
El dia 1: Los ratones suplementados con hidrolizado utilizan mas estrategias espaciales.

El dia 2: Los efectos de la suplementacién con hidrolizado ya no se observan, no obstante, los ratones mayores utilizan
menos estrategias espaciales que los ratones mas jévenes.

Los dias 3 y 4: Las diferencias entre los grupos ya no se observan, lo que demuestra que los ratones mayores utilizan
tantas estrategias espaciales como los ratones mas jovenes.

Asi, la suplementacion con hidrolizado aumenta la utilizacion de estrategias espaciales en el dia 1.

En conclusion, todas estas pruebas in vivo muestran que la suplementacién con hidrolizado tiene efectos beneficiosos
sobre la reactividad al estrés por un lado y sobre la memoria a corto plazo dependiente del hipocampo por el otro.

Ejemplo 4: Analisis bioquimicos de los efectos del hidrolizado de H2 en la neuroinflamacién del hipocampo

En condiciones fisiologicas, la microglia, que son las células inmunocompetentes del cerebro, mantiene la homeostasis
al vigilar el medio ambiente. Estas células expresan CD11b. En presencia de estrés o agresién, el patdbgeno (en este
caso LPS) se une a su receptor (TLR4) expresado por las células microgliales, lo que conduce a la activacion de la
microglia que después expresa lbal. La activacién de la microglia conduce a la activacién de la via NFkB y, por lo
tanto, a la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1B y TNF-a. La liberacién de estas citocinas
proinflamatorias interrumpe la comunicacion neuronal, lo que puede dafiar las neuronas circundantes. Después, las
neuronas secretan factores de crecimiento neuronal (NGF, BDNF) que inhiben el NFkB y, por lo tanto, la inflamacién,
lo que contribuye al retorno a la homeostasis.

Con el envejecimiento, se establece una inflamacion cronica de bajo nivel. Se caracteriza por un aumento en el nimero
de microglia y reactividad microglial y, en consecuencia, una liberacion mas importante de citocinas proinflamatorias
en el estado basal.

Asi, se estudio la expresion de los marcadores microgliales Cd11b e Iba1 durante el envejecimiento (segln el protocolo
descrito en el Ejemplo 1.4.5).

Los resultados muestran que los ratones mayores expresan de manera mas importante Cd11b e Ibal, marcadores de
inflamacion crénica de bajo grado. Curiosamente, la suplementacién con hidrolizados disminuye significativamente su
expresion, lo que disminuye la activacién microglial, lo que es beneficioso para los animales mayores (Figura 10).

En conclusién, la suplementacién con hidrolizado tiene efectos beneficiosos sobre la neuroinflamacién del hipocampo.

Ejemplo 5: Efecto in vivo del hidrolizado de H2 en el metabolismo energético del hipocampo durante el envejecimiento
(inflamacion crénica)

Las mitocondrias y los peroxisomas son organulos que desempefian un papel importante en el metabolismo energético
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celular. Se distribuyen a nivel de los diferentes tipos celulares (neuronas, microglia, etc.). Las mitocondrias se
consideran la «central energética» y generan ATP implicado en el mantenimiento y la reparacién celular y necesario
para determinadas funciones tales como la neurotransmisién en el caso de las neuronas. Por un mecanismo similar
al de la mitocondria, los peroxisomas (organulos celulares que participan principalmente en la desintoxicacion celular)
también realizan la B-oxidacién de los acidos grasos de cadena larga. Los resultados (segin el protocolo descrito en
el Ejemplo 1.4.6) muestran que las enzimas implicadas en la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal se ven afectadas
por la suplementacion con hidrolizado (Figura 11). De hecho, la expresion de acil-CoA deshidrogenasa, enoil-CoA
hidratasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y 3-cetoacil-CoA tiolasa (implicadas en la 12, 22, 32 y Ultimas etapas de
la B-oxidacién mitocondrial, respectivamente) aumenta con la suplementacion. Se encontrdé una interaccion entre la
edad y la suplementacion para la expresion de acil-CoA oxidasa (implicada en la 12 etapa de la B-oxidacién
peroxisomal). Inesperadamente, el hidrolizado de H2 amplific la expresion de genes de enzimas implicadas en el
metabolismo celular.

Ejemplo 6: Efecto in vivo del hidrolizado de H2 sobre las defensas antioxidantes del hipocampo durante el
envejecimiento (inflamacién crénica)

Durante el envejecimiento, las células tienden a acumular moléculas agregadas disfuncionales resultantes del
desequilibrio oxidativo: se observa un aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno y/o una disminucién
de las defensas antioxidantes. Se evalu6 el efecto del hidrolizado sobre la glutation S-transferasa, que es una enzima
de defensa antioxidante, y sobre la gliceronafosfato O-aciltransferasa, que interviene en la primera etapa de la sintesis
de plasmalégenos, lipidos con funcién antioxidante. Los resultados (obtenidos seglin el protocolo descrito en el
Ejemplo 1.4.6) muestran que la suplementacion con hidrolizado aumenta la expresion de genes para estas enzimas,
lo que sugiere un efecto positivo del hidrolizado sobre las defensas antioxidantes (Figura 12).

Ejemplo 7: Efecto in vivo del hidrolizado de H2 en la neuroinflamacion del hipocampo en respuesta a la inflamacién
aguda

Se evaluo el efecto del hidrolizado sobre la inflamacién aguda (inducida por LPS) en ratones suplementados durante
18 dias con hidrolizado o DHA (segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5).

A continuacién, se evaluaron los cambios en la expresion de citocinas proinflamatorias en respuesta a LPS (Figura
13). Como era de esperar, LPS aumento6 significativamente la expresién de IL-6, TNF-a, IL-1B. La suplementacién
modulé significativamente la expresién de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a e IL-1B). Se encontré una interaccion
LPS x suplementacion para IL-6 y TNF-a y una tendencia para IL-1B. De hecho, en los animales tratados con LPS, la
expresion de IL-6 disminuyé significativamente con la suplementacién con hidrolizado y DHA, mientras que la
expresion de TNF-a disminuy6 con la suplementacion con hidrolizado.

También se determind la expresion de COX-2 (segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5), implicada en la sintesis
de los mediadores lipidicos de la inflamacion. Su expresién aumento significativamente con el tratamiento con LPS y
disminuy6 significativamente con la suplementacion (Figura 14).

Se evaluo la expresion de la proteina IkB (segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.7) implicada en la regulacién
de la expresion de estos factores inflamatorios (Figura 15). Los suplementos tienen un efecto significativo sobre la
expresién de kB (que es un inhibidor de NFkB, responsable de la sintesis de factores inflamatorios) y se ha
demostrado una interaccion entre los suplementos y LPS. De hecho, en condiciones inflamatorias, la expresién de kB
aumenta significativamente con la suplementacion con hidrolizado.

Los PUFA se pueden convertir en derivados de lipidos bioactivos u oxilipinas, que contribuyen a sus propiedades
inmunomoduladoras. Los derivados de los PUFA n-6 son en su mayoria proinflamatorios, mientras que los derivados de
los PUFA n-3 son antiinflamatorios. El impacto de la suplementacién en la composicién de acidos grasos (segun el
protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.8) y en la concentracion de oxilipinas derivadas de PUFA n-6 y n-3 en el hipocampo
(segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.9)) después de que se evalud el tratamiento con NaCl o LPS.

En primer lugar, se ha demostrado que la suplementacion tiene un impacto en la composicion de PUFA en la corteza:
la suplementacion aumenta las tasas de PUFA n-3 y disminuye los niveles de PUFA n-6. Casi todos los PUFA se ven
afectados: 20:3 n-6, 20:4 n-6, 22:4 n-6, 22:5 n-6, 20:5 n-3 and 22:6 n-3. La suplementacién modula las concentraciones
de derivados del &cido araquidénico y DHA (Figura 16). Asi mismo, se encontré una interaccién entre los factores LPS
y la suplementacion para las oxilipinas derivadas del acido araquidénico y DHA. De hecho, para los derivados de
PUFA n-6, en condiciones salinas, la suplementacién con hidrolizado aument6 la concentracion de a-PGF2 en
comparacién con el grupo de blanco. En animales tratados con LPS, la suplementacion con hidrolizado aument6 la
concentracién de PGE2 (p < 0.01), PGD2 (p < 0.01), PGA1 (p < 0.001), 15-HETE (p < 0.001), 8-HETE (p < 0.001), 12-
HETE (p < 0.001), 5-0xoETE (p < 0.001) en comparacién con animales tratados con solucién salina. También aumento
las tasas de PGA1, LxA4, 15-HETE, 8-HETE, 5-oxoETE en comparacién con los blancos (LxA4 y 8-HETE: p < 0.05,
5-0xoETE: p < 0.01) o animales suplementados con DHA (LxA4 y 8 -HETE: p < 0.05, 15-HETE: p < 0.01, PGA1: p <
0.001). Con respecto a los derivados de DHA, en condiciones inflamatorias, la suplementaciéon con hidrolizado
aument6 los niveles de 14-HDoHE (p < 0.001), 17-HDoHE (p < 0.001) y 7-MaR1 (p < 0.01) en comparacion con los
animales tratados con NaCl y los animales de blanco (14-HDoHE: p < 0.05) o suplementacion con DHA (17-HDoHE:
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p < 0.05, 7-MaR1: p < 0.001).
Ejemplo 8: Efecto in vivo del hidrolizado de H2 sobre la supervivencia neuronal en respuesta a la inflamacién aguda

Se evalud el efecto de la suplementacién con hidrolizado de H2 y DHA sobre la expresién de las neurotrofinas BDNF
y NGF, segun el protocolo descrito en el Ejemplo 1.4.5 (Figura 17). La suplementacién disminuyd la expresién de NGF
y BDNF en condiciones basales. En respuesta a LPS, la expresién de BDNF es estable en los grupos suplementados
con hidrolizado y DHA, mientras que disminuye en el grupo de blanco.
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REIVINDICACIONES
1. Hidrolizado de proteinas obtenido a partir de al menos una fuente de proteinas de pescado azul que comprende:
(I} un grado de hidroélisis (GH) de al menos un 10 %,
(I} al menos un 80 % de proteinas solubles en agua con un peso molecular menor que 1000 Da,
(111} al menos un 0.3 % de fosfolipidos, y
(IV) al menos un 0.5 % de DHA y EPA.

2. Un hidrolizado de proteinas segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha fuente de proteinas se deriva al
menos de cabezas de pescado azul.

3. Hidrolizado de proteinas segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho hidrolizado de
proteinas esta complementado con acido docosahexaenoico (DHA).

4. Hidrolizado de proteinas segln la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, caracterizado por que se obtiene mediante
un proceso de hidrélisis enzimatica que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afadir al menos una enzima hidrolizante;
e. calentar;

f. separar;

g. secar.

5. Composicion alimenticia que comprende al menos un hidrolizado de proteinas tal como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que es un alimento completo o un complemento alimenticio.

6. Composicion alimenticia segun la reivindicacién 5, caracterizada por que dicha composicion alimenticia es un
alimento funcional o nutracéutico.

7. Composicién alimenticia segun la reivindicaciéon 5 o 6, caracterizada por que dicha composicién alimenticia es un
complemento alimenticio, especialmente un alimento funcional o nutracéutico para el ser humano.

8. Composicién alimenticia segun la reivindicacion 6, caracterizada por que dicha composicién alimenticia es un
alimento para mascotas, preferiblemente un alimento para perros o gatos.

9. Proceso para preparar un hidrolizado de proteinas tal como se define en la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2,
que comprende las etapas siguientes:

a. proporcionar una fuente de proteinas;

b. moler dicha fuente de proteinas;

c. opcionalmente, ajustar el pH;

d. afiadir al menos una enzima de hidrélisis;
e. calentar;

f. separar;

g. secar.

10. Proceso para la preparacion de un hidrolizado de proteinas segun la reivindicacion 9, caracterizado por que
ademas comprende una etapa de suplementacion con DHA.

11. Kit que comprende, en un solo empaque, diversos contenedores:
a) al menos un hidrolizado de proteinas tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4;

b) uno o mas ingredientes alimenticios para mascotas, preferiblemente elegidos del grupo que consiste en
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proteinas, péptidos, aminoacidos, cereales, glicidos, materias grasas o lipidos, nutrientes, potenciadores de la
palatabilidad, digestatos animales, harina de carne, gluten, conservantes, tensioactivos, agentes texturizantes,

o estabilizantes, colorantes, compuestos de fosfatos inorganicos, saborizantes y/o condimentos;

c) opcionalmente al menos DHA.

12. Composicion farmacéutica que comprende al menos un hidrolizado de proteinas tal como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4, un portador y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Hidrolizado de proteinas tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4 o una composicién
farmacéutica segun se reivindica en la reivindicacién 12, para su utilizacion como medicamento.
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