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DESCRIPCION
Nuevos péptidos antimicrobianos, sus variantes y usos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a péptidos antimicrobianos, a un procedimiento para eliminar o inhibir el crecimiento
de microbios y al uso del péptido descrito en el presente documento como medicamento, aditivo para piensos,
conservante o tensioactivo.

Antecedentes

Entre los compuestos farmacoldgicos, los antibidticos han tenido un tremendo impacto en la esperanza de vida de la
humanidad. Sin embargo, la capacidad de los microbios para desarrollar resistencia es casi ilimitada. La resistencia a
multiples farmacos se ha convertido en una caracteristica muy comun y peligrosa de muchos patégenos humanos, y
la resistencia a los farmacos se esta extendiendo por todo el mundo.

Los enddfitos son productores prometedores de una amplia gama de metabolitos secundarios con posible aplicacion
en las industrias de biomedicina, farmacéutica y sanitaria. La metodologia tipicamente utilizada para estudiar la
diversidad funcional de enddfitos se basa en el aislamiento con énfasis en las cepas de rapido crecimiento, por lo
tanto, no representa la biodiversidad completa. Los procedimientos tales como la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE), el polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) o la clonacion y
secuenciacion directa se utilizan para analizar la diversidad de comunidades fungicas no cultivables en las plantas,
pero tales procedimientos no son adecuados para los estudios funcionales. Un problema frecuente con los endoéfitos
es que producen metabolitos solo durante un cierto periodo de tiempo in vitro y luego se vuelven inactivos, pierden
viabilidad o capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos. Tales problemas de cultivo en otros microbios
han sido anteriormente una de las fuerzas impulsoras para el desarrollo de nuevos procedimientos para acceder a la
vasta riqgueza microbiana.

Los péptidos antimicrobianos (PAM) se conservan y producen evolutivamente por el sistema inmunitario innato en
todos los organismos complejos. Sirven como la primera linea de defensa en humanos y mamiferos. Los PAM son
polipéptidos compuestos de 10-50 aminoacidos con > 30 % de proporciones hidréfobas y carga positiva. En general,
los PAM tienen una actividad antimicrobiana de amplio espectro contra las bacterias, los hongos y las levaduras.

El documento WO 2011/113999 desvela polipéptidos tripticos de endodfitos de Empetrum nigrum y procedimientos
para obtenerlos. Basandose en los analisis por simulacion informatica, se predice que los péptidos tienen actividad
antimicrobiana.

Hay una necesidad urgente de nuevas moléculas que tengan actividad contra varios microbios patdégenos. La presente
invencion satisface estas necesidades tal como se explica a continuacion.

Sumario de la invencién

La baya de cuervo (Empetrum nigrum) es un arbusto perenne que crece en el hemisferio norte que tradicionalmente
se ha utilizado para tratar enfermedades infecciosas y se consideraba un buen candidato para tales estudios. La
presente invencion proporciona nuevos (poli)péptidos antimicrobianos derivados de un enddfito de E. nigrum y
variantes de los mismos que tienen actividad mejorada contra diversos microbios.

El primer aspecto de la invencién es proporcionar un péptido antimicrobiano. De acuerdo con la invencion, dicho
polipéptido tiene caracteristicas dadas en la reivindicacion 1.

El segundo aspecto de la invencion es un procedimiento in vitro de eliminacidon o inhibicion del crecimiento de
microbios. De acuerdo con la invencion, dicho procedimiento comprende una etapa de tratamiento de dichos microbios
con un péptido o una variante del mismo descrita en el presente documento.

El tercer aspecto de la invencidon es un uso del péptido descrito en el presente documento como aditivo alimentario,
conservante o tensioactivo.

El cuarto aspecto de la invencion es el péptido descrito en el presente documento para su uso en terapia o como
medicamento.

Se obtienen ventajas considerables por la invencion. Se sabe que los PAM son activos contra un amplio espectro de
microbios, incluyendo hongos y bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los PAM pequefios son faciles de
sintetizar y comercialmente viables ya que el costo de produccién es minimo. No se sabe que los PAM desarrollen
resistencia en las bacterias. La presente invencion se refiere a nuevos péptidos antimicrobianos, sus variantes y su
uso en diversas aplicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
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Figura 1. Un ensayo de recubrimiento de agar que muestra subclones con actividad antibacteriana (a) y subclones
sin actividad (s) hacia S. aureus, identificado en la biblioteca metagendémica endofitica basada en E. coli.

Figura 2. Secuencia de aminoacidos predicha de la proteina antibacteriana metagenémica 1 de Empetrum nigrum.
La proteina predicha tiene 549 restos. Las secuencias de PPR altamente conservadas (repeticiones
pentatricopeptidicas) estan subrayadas.

Figura 3. El ensayo representativo de difusion radial (EDR) de los péptidos sintetizados Met1-Met12, de 100 ug
cada uno, probado contra E. coli (A) y S. aureus (B) NC = control negativo, Gentamicina 10 pg.

La Figura 4a muestra una alineacion de 25 variantes del péptido "Met10" (Cadena 100) definido por la SEQ ID
NO: 4.

La Figura 4b muestra una alineacion de 23 variantes del péptido "Met11" (Cadena 200) definido por la SEQ ID
NO: 5.

La Figura 4c muestra una alineacion de 25 variantes del péptido "Met12" (Cadena 300) definido por la SEQ ID
NO: 6.

La Figura 5a muestra una alineacion de 9 variantes del péptido "Met10" (Cadena 100) definido por la SEQ ID NO:
4.

La Figura 5b muestra una alineacion de 10 variantes del péptido "Met11" (Cadena 200) definido por la SEQ ID
NO: 5.

La Figura 5¢c muestra una alineaciéon de 13 variantes del péptido "Met12" (Cadena 300) definido por la SEQ ID
NO: 6.

Figura 6a. Ensayo de difusion radial (EDR) de las variantes peptidicas sintetizadas Cadena 100-109, de 50 ug
cada una, probado contra Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), NC = control negativo, Gentamicina 5 ug

Figura 6b. Ensayo de difusion radial (EDR) de las variantes peptidicas sintetizadas Cadenas 200-210, de 50 ug
cada una, probado contra Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), NC = control negativo, Gentamicina 5 ug

Figura 6c. Ensayo de difusion radial (EDR) de las variantes peptidicas sintetizadas Cadenas 300-313, de 50 ug
cada una, probado contra Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), NC = control negativo, Gentamicina 5 ug

Figura 7a. Ensayo de difusion radial (EDR) de las variantes de péptidos sintetizados Cadenas 109, 105, 104, 201,
204, 310, 308, 307 y 306, de 20 ug cada una, probado contra Aspergillus flavus (DSM 1959), NC = control negativo,
Anfotericina B 20 pg.

Figura 7b. Ensayo de difusion radial (EDR) de las variantes de péptidos sintetizados Cadenas 109, 105, 104, 201,
204, 310, 308, 307 y 306, de 20 pg cada una, probado contra Penicillium chrysogenum (DSM 1075), NC = control
negativo, Anfotericina B 20 ug.

Figura 8a. La termoestabilidad de los péptidos de cadena 104 (A-D) y 105 (E-H) probados a varias temperaturas
durante un periodo de 14 dias por ensayo de difusion radial. La actividad antibacteriana se probo alicuotando 20
Mg de péptidos incubados a diferentes temperaturas y la actividad se midié por zona de inhibicién. Los péptidos a
-20 °C sirvieron como control.

Figura 8b. La termoestabilidad de los péptidos de cadena 201 (A-D) y 204 (E-H) probados a varias temperaturas
durante un periodo de 14 dias por ensayo de difusion radial. La actividad antibacteriana se probo alicuotando 20
Mg de péptidos incubados a diferentes temperaturas y la actividad se midié por zona de inhibicién. Los péptidos a
-20 °C sirvieron como control.

Figura 8c. La termoestabilidad de los péptidos de cadena 306 (A-D) y 308 (E-H) probados a varias temperaturas
durante un periodo de 14 dias por ensayo de difusion radial. La actividad antibacteriana se probo alicuotando 20
Mg de péptidos incubados a diferentes temperaturas y la actividad se midié por zona de inhibicién. Los péptidos a
-20 °C sirvieron como control.

Figura 9a. La estabilidad del pH de los péptidos de cadena 104 y 105 se determind por ensayo de difusion radial
(EDR). Se utilizoé un pH diferente que oscilaba entre 4 y 9 para verificar la zona de inhibicion.

Figura 9b. La estabilidad del pH de los péptidos de cadena 201 y 204 se determind por ensayo de difusion radial
(EDR). Se utilizoé un pH diferente que oscilaba entre 4 y 9 para verificar la zona de inhibicion.
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Figura 9c. La estabilidad del pH de los péptidos de cadena 306 y 308 se determind por ensayo de difusion radial
(EDR). Se utilizo6 un pH diferente que oscilaba entre 4 y 9 para verificar la zona de inhibicion.

Figura 10c. Actividad antimicrobiana de espectro estrecho del péptido de cadena 306.

Figura 11a. Imagen de microscopia electronica de transmision (MET) de E. coli (A-C) y S. aureus (D-G) expuesto
a 10 yg/ml de cadena 105 a 37 °C durante 1 h. Control (A y D); Tratado con la cadena 105 (B-C y E-G).

Figura 11b. Imagen de microscopia electronica de transmision (MET) de E. coli (A-C) y S. aureus (D-F) expuesto
a 10 mg/ml de cadena 201 a 37 °C durante 1 h. Control (A y D); Tratado con la cadena 201 (B-C y E-F).

Figura 11c. Imagen de microscopia electrénica de transmision (MET) de E. coli (A-C) y S. aureus (D-F) expuesto
a 10 yg/ml de cadena 308 a 37 °C durante 1 h. Control (A y D); Tratado con la cadena 308 (B-C y E-F).

Figura 12. Actividad antibacteriana de los catéteres inmovilizados de las cadenas 105 y 201. Se usaron catéteres
de silicio como controles.

Descripcion detallada

Los enddfitos, microorganismos que pasan todo su ciclo de vida, o partes de él, dentro de tejidos sanos de una planta
hospedadora, se encuentran en todas las especies de plantas. Mientras que la mayoria de los enddfitos no se pueden
cultivar, no es sorprendente que una estructura quimica aislada de una planta pueda tener un origen microbiano. La
metagendmica proporciona una herramienta valiosa para acceder a los recursos de compuestos bioactivos obtenidos
de microorganismos no cultivables.

En el presente estudio, los presentes inventores han construido una biblioteca metagendémica a partir de enddfitos y
analizan la actividad antibacteriana. La biblioteca se cribé para seleccionar clones antimicrobianos usando
Staphylococcus aureus como organismo diana por el procedimiento de agar doble capa. Se seleccioné un clon tnico
que presenta actividad antibacteriana de la biblioteca metagenémica. Se generaron bibliotecas secundarias para
obtener subclones antibacterianos con un tamafio de inserto reducido para la caracterizacion del gen responsable de
la actividad antibacteriana.

La secuencia de nucleétidos del subclon se sometié a analisis BLAST contra secuencias presentes en las bases de
datos de Genbank, pero no se identifico similitud con ninguna secuencia conocida. El gen aislado codificado para una
proteina desvelada se encuentra en el documento WO 2011/113999 y se denomina como proteina antibacteriana
metagenomica 1 de Empetrum nigrum (En-MAP1, nimero de referencia de GenBank KC466596). El analisis de la
secuencia de aminoacidos deducida (SEQ D NO: 1) revelé que En-MAP1 codifica una proteina de 549 aminoacidos
que comparte la mayor similitud del 32 % con una proteina hipotética de Pseudozyma hubeiensis y sin similitud con
ninguna proteina de funcién conocida.

La proteina endofitica aislada se expres6 y aisld pero no se observd actividad antimicrobiana. La actividad
antimicrobiana de los péptidos digeridos por simulacién informatica se predijo después usando algoritmos descritos
en la parte experimental. Los péptidos también se probaron para la actividad antimicrobiana contra S. aureus, E. coli
y Verticillium dahliae. En pruebas preliminares, algunos de los péptidos que predijeron tener actividad antimicrobiana
mostraron actividad también en pruebas in vitro. Los mejores candidatos se seleccionaron para estudios posteriores.

Los péptidos antimicrobianos interactian con las membranas bacterianas para la eliminaciéon eficaz a una
concentracion optima. Los PAM también deben poseer biocompatibilidad, tolerancia a la sal y actividad antimicrobiana
de amplio espectro. Mediante el uso de técnicas de disefio racional, los presentes inventores pudieron mejorar la
actividad antimicrobiana del péptido incorporando o reemplazando varios aminoacidos. Los presentes inventores han
disefiado y modificado los péptidos Met10 (Cadena 100 definida por la SEQ ID NO: 4), Met11 (Cadena 200 definida
por la SEQ ID NO: 5) y Met12 (Cadena 300 definida por la SEQ ID NO: 6) con triptéfano (W), arginina (R) y lisina (K)
en diversas posiciones para mejorar la actividad antibacteriana.

La base de datos APD2 se utilizé para verificar la homologia e identidades de los péptidos con antimicrobianos
conocidos (Wang y col., 2009).

Los presentes inventores desvelan en el presente documento un péptido antimicrobiano o una variante del mismo que
comprende la SEQ ID NO: 4 (Met 10, cadena 100), la SEQ ID NO: 5 (Met11, cadena 200), la SEQ ID NO: 6 (Met12,
cadena 300), o que tiene al menos un 37 % de identidad con la SEQ ID NO: la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 50 la
SEQ ID NO: 6. Sorprendentemente, se ha descubierto que los fragmentos relativamente pequefios pueden tener la
actividad deseada.

Segun la divulgacion, el péptido o una variante del mismo comprende cualquiera de la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO:
50la SEQ ID NO: 6 o un péptido que tiene al menos el 40 %, preferentemente, al menos el 50 %, el 60 %, el 70 % de
identidad con cualquiera de dichas secuencias, mas preferentemente al menos el 80 % de identidad con cualquiera
de dichas secuencias y lo mas preferentemente el 90 % o incluso el 95 % de identidad con dicha SEQ ID NO: 4, la
SEQ ID NO: 50 la SEQ ID NO: 6.
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A este respecto, el término "identidad" se refiere a la identidad global entre dos secuencias de aminoacidos
comparadas entre si desde el primer aminoacido hasta el ultimo aminoacido correspondiente. Por lo tanto, un
fragmento solo se puede comparar con los respectivos aminoacidos (esencialmente el mismo nimero de aminoacidos)
del (poli)péptido maduro.

De acuerdo con la divulgacion, el péptido que comprende cualquiera de la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5y la SEQ
ID NO: 6 se modifica para aumentar la actividad antimicrobiana.

Segun un ejemplo, el péptido se modifica con una o mas sustituciones de W, R, K, L, C, I, F y A, mas preferentemente,
con una o mas sustituciones de W, R y A. Estas sustituciones aumentan la interaccion con las membranas microbianas
y, por lo tanto, mejoran la actividad antimicrobiana.

En un ejemplo, el péptido definido por la SEQ ID NO: 4 (cadena 100) comprende una o mas, preferentemente, cinco,
seis o incluso siete sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en V16K/N/W/R; Q15R/NI/W/I/F/C; N14L/K/R/W;
/W; A11W; MBW y I7W.

Preferentemente, los restos de los aminoacidos R8, L9 y H10 de la SEQ ID NO: 4 no se modifican.

Segun un ejemplo, el péptido comprende una o mas sustituciones o deleciones en la SEQ ID NO: 4 (cadena 100)
seleccionada del grupo que consisten en

a.D1-/R
b. C2-/K
c. W3-

d. S4-/R
e. A5-

f. M6W

g. 7w

h. A11W
i. YI3W/R
j. N14L/K
k. Q15RI/I
I. V16K/W

en las que indica la delecién del aminoacido.

De acuerdo con la divulgacion, el péptido en comparacion con el péptido original definido por la SEQ ID NO: 4 (cadena
100), tiene de 1 a 5, preferentemente se han delecionado 5 aminoacidos N-terminales. Se ha descubierto que los
péptidos mas cortos pueden mantener su actividad antimicrobiana. Ademas, los péptidos mas cortos dan como
resultado un menor coste de sintesis.

En otro ejemplo, la variante peptidica de la SEQ ID NO: 4 con delecion en N-terminal comprende ademas uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete o todas las modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en
V16K/W; Q15R/l; N14UK; Y13R/W; A11W; I7TW y MBW.

De acuerdo con un ejemplo, el péptido definido por la SEQ ID NO: 5 se modifica con una o mas sustituciones de W,
R, K, F, I y L, mas preferentemente, con una sustitucion o mas de W, Ky R. Estas sustituciones aumentan la interaccion
con las membranas microbianas y, por lo tanto, mejoran la actividad antimicrobiana.

En un ejemplo, el péptido definido por la SEQ ID NO: 5 (cadena 200) comprende una o mas, preferentemente al menos
seis, siete, ocho, nueve o incluso 10 sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en N1 R/K/W, R2W, 13L,
V4/1/l, QSWI/K/R, Q6R/N/W, R7W, T8R/W/F, SOF/W/R/l'y S10KI/I.

Como alternativa o ademas, el péptido definido por la SEQ ID NO: 5 se puede modificar mediante la adiciéon en C-
terminal de K (por ejemplo, la cadena 207 definida por la SEQ ID NO: 15)

En un ejemplo, el resto de aminoacido R11 del péptido definido por la SEQ ID NO: 5 no se modifica.

Segun un ejemplo, el péptido comprende una o mas sustituciones o deleciones en la SEQ ID NO: 5 (cadena 200)
seleccionada del grupo que consisten en

a. NTK/R/W
b. R2W

c. 13L

d. V4l

e. Q5W/K/R
f. QBR//W

g. RTWR

h. T8R/W/F/K
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i. SOF/W/RII
j. ST0K/I

De acuerdo con un ejemplo, el péptido definido por la SEQ ID NO: 6 se modifica con una o mas sustituciones de W,
R, K, L e I, mas preferentemente, con una sustituciéon o mas de W y R. Estas sustituciones aumentan la interaccion
con las membranas microbianas y, por lo tanto, mejoran la actividad antimicrobiana.

En un ejemplo, el péptido definido por la SEQ ID NO: 6 (cadena 300) comprende una o mas, preferentemente cuatro,
cinco, seis, siete, ocho o incluso nueve sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en Y1I/R/W/K, D2I/I/WIR,
G4R/W, F5W/R, GBR/WI/I, F8R, K9R, K10R y M11L/R/WI/K.

Preferentemente, los restos de aminoacidos K3 y L7 del péptido definido por la SEQ ID NO: 6 no se modifican.

Como alternativa o adicionalmente, el péptido definido por la SEQ ID NO: 6 se puede modificar mediante la adicién de
K entre los restos de aminoacidos 9 y 10 (por ejemplo, la cadena 313 definida por la SEQ ID NO: 32).

Segun un ejemplo, el péptido comprende una o mas sustituciones o deleciones en la SEQ ID NO: 6 (cadena 300)
seleccionada del grupo que consisten en

a. YI/RIW/K

b. D2I//W/R

d. GAR/W

e. FSW/R

f. GBR/WII

h. F8R

i. K9R

j. K10R

k. M11 LIRIW/K.

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo comprende una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 4
(cadena 100) o una de las SEQ ID NO 7 a 31 (cadenas 101 a 125) o consiste en ella.

En un ejemplo, la variante peptidica (péptido) comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO 7 a 15
(cadenas 101 a 109) o consiste en ella. En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada
de las SEQ ID NO 10 a 15 (cadenas 104 a 109) o consiste en ella. En un ejemplo, la variante peptidica comprende
una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO 10, 11 y 15 (cadenas 104, 105 y 109) o consiste en ella.

En un ejemplo, el péptido comprende la SEQ ID NO: 4 (cadena 100). En un ejemplo, el péptido consiste en la SEQ ID
NO: 4 (cadena 100).

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo comprende una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 5
(cadena 200) o una de las SEQ ID NO 32 a 54 (cadenas 201 a 223) o consiste en ella.

En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO 32 a 41 (cadenas 201
a 210) o consiste en ella. En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID
NO: 32, 34, 35y 39 (cadenas 201, 203, 204 o 208) o que consiste en ellas.

En un ejemplo, el péptido comprende la SEQ ID NO: 5 (cadena 200). En un ejemplo, el péptido consiste en la SEQ ID
NO: 5 (cadena 200).

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo comprende una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 6
(cadena 300) o una de las SEQ ID NO 55 a 79 (cadenas 301 a 325) o consiste en ella.

En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO 55 a 67 (cadenas 301
a 313) o consiste en ella. En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID
NO 55, 58, 59 y 61 a 65 (cadenas 301, 304, 305 o 307 a 311) o consiste en ellas.

En un ejemplo, la variante peptidica comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO 61 y 62 (cadenas 307
y 308) o consiste en ellas.

En un ejemplo, el péptido comprende la SEQ ID NO: 6 (cadena 300). En un ejemplo, el péptido consiste en la SEQ ID
NO: 6 (cadena 300).

Es evidente que los péptidos y sus variantes tienen diferentes actividades antimicrobianas contra diferentes microbios.
En el presente estudio se probé la actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos.

La actividad antibacteriana de péptidos seleccionados (variantes de péptidos) se probé contra Escherichia coli (ATCC
25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Se us6 un ensayo de difusion radial y una concentracion inhibitoria minima para determinar la actividad
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antibacteriana, en el que se uso el ensayo de difusion radial para evaluar la actividad antifingica de las variantes
peptidicas.

La actividad antifungica se probo contra Aspergillus flavus (DSM 1959) y Penicillium chrysogenum (DSM 1075).

En un ejemplo, el péptido o un fragmento del mismo se sintetiza quimicamente (péptido sintético). En otro ejemplo, el
péptido se ha producido de forma recombinante. En un ejemplo, el péptido o los péptidos se aislan del medio de
crecimiento de produccion de péptido recombinante o medio de sintesis.

En un ejemplo, el péptido antimicrobiano esta unido a una superficie de un dispositivo médico, paquete de comida,
sustancia de vehiculo o, por ejemplo, biosensor, opcionalmente usando un péptido enlazador. Como alternativa, o
adicionalmente, en otro ejemplo, el péptido estd unido a agentes detectables tales como, por ejemplo, agente
fluorescente o un sustrato enzimatico, por ejemplo, cuando se usa el péptido antimicrobiano en biosensores. En un
ejemplo, dichos péptidos estan inmovilizados en silicio, polietileno y otros materiales para ser utilizados como
medicamentos o agentes de recubrimiento.

En los ensayos de hemdlisis, se midié la capacidad de los péptidos a una concentracion de 128 ug/ml para lisar los
eritrocitos humanos para liberar hemoglobina. Los péptidos descritos en el presente documento preferentemente
tienen baja actividad hemolitica (0,2 al 3,8 % de hemdlisis) en el cuerpo de los mamiferos. La concentracion hemolitica
probada (128 pg/ml) es mas de 50 veces la concentracion inhibitoria minima (CIM) de las cadenas 105, 201y 308 y
la hemolisis es insignificante al 0,2-0,5 %, respectivamente. Estos péptidos son utiles como medicamentos
antimicrobianos ya que muestran pocos o ningun efecto secundario a las concentraciones necesarias para matar las
bacterias.

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo presenta una actividad contra los microorganismos, en particular
contra bacterias gram positivas y gram negativas, en particular contra las familias Staphylococcaceae y
Enterobacteriaceae. En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra levaduras y/u hongos.

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo presenta una actividad contra las bacterias. En un ejemplo, el
péptido o una variante del mismo presenta una actividad contra los hongos. En un ejemplo, el péptido o una variante
del mismo presenta una actividad contra las bacterias y los hongos. La actividad contra bacterias y/u hongos puede
ser, por ejemplo, la supresion de la multiplicacion o el crecimiento de dichos microbios o su destruccion.

En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo presenta una actividad contra las bacterias gram positivas, en
particular microorganismos de la familia Staphylococcaceae, en particular contra microorganismos de la especie S.
aureus.

Los péptidos que comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10 a 15 (cadenas 104 a 109), las SEQ ID
NO: 32, 34 a 36, 39 a 41 (cadenas 201, 203 a 205, 208 a 210) y las SEQ ID NO: 55 a 65 y 67 (cadenas 301 a 311y
313) son particularmente activos contra Staphylococcaceae, en particular, S. aureus. S. aureus ha desarrollado
resistencia a la mayoria de los antibioticos disponibles comercialmente. Los péptidos antimicrobianos tal como los
describen los presentes inventores en el presente documento, son una clase prometedora de nuevos antibiéticos, ya
que no inducen resistencia en microorganismos.

En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra bacterias gram negativas, en particular contra E. coli. Los
péptidos que comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10 a 15 (cadenas 104 a 109), las SEQ ID NO:
32, 34 a 36, 39 a 41 (cadenas 201, 203 a 206, 208 a 210) y las SEQ ID NO: 55 a 65 y 67 (cadenas 301 a 311 y 313)
son particularmente activos contra E. coli.

En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra Klebsiella, en particular, Klebsiella pneumoniae. Los péptidos
que comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10 a 15 (cadenas 104 a 109), las SEQ ID NO: 32, 34,
35, 39 a 41 (cadenas 201, 203, 204, 208 a 210) y las SEQ ID NO: 55, 58, 59, 61 a 65 y 67 (Cadenas 301, 304, 305,
307 a 311 a 311 y 313) son particularmente activos contra Klebsiella.

En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra Pseudomonas, en particular, Pseudomonas aeruginosa. Los
péptidos que comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10 a 12 y 15 (cadenas 104 a 106, 109), las
SEQ ID NO: 32, 34, 35y 39 (Cadenas 201, 203, 204, 208) y las SEQ ID NO: 55 a 65 y 67 (cadenas 301 a 311 y 313),
son particularmente activas contra Pseudomonas.

En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra Aspergilli, en particular, A. flavus. Los péptidos que
comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10, 11 0 15, las SEQ ID NO: 32 o 35 (Cadenas 104, 105 o
109), las SEQ ID NO: 32 o 35 (cadenas 201 o 204); las SEQ ID NO: 60, 61, 62 y 64 (cadenas 306, 307, 308 y 310)
son particularmente activos contra Aspergilli.

En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra Penicillium, en particular, P. chrysogenum. Los péptidos que
comprenden esencialmente cualquiera de las SEQ ID NO: 10, 11 0 15, las SEQ ID NO: 32 o 35 (Cadenas 104, 105 o
109), las SEQ ID NO: 32 o 35 (cadenas 201 o 204); las SEQ ID NO: 60, 61, 62 y 64 (cadenas 306, 307, 308 y 310)
son particularmente activos contra Penicillium.
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En un ejemplo, el péptido presenta una actividad contra cepas clinicas de E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P.
aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, S. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, A. johnsonii, S. aureus,
Candida albicans, C.glabrata, C. parapsilosis y C. quillermondiae. Los péptidos que comprenden esencialmente
cualquiera de las SEQ ID NO: 10, 11 0 15, las SEQ ID NO: 32 o 35 (Cadenas 104, 105 o 109), las SEQ ID NO: 32 o
35 (cadenas 201 o0 204); las SEQ ID NO: 58, 60, 61, 62, 63, 64 y 65 (cadenas 304, 306, 307, 308, 309, 310y 311).

La cadena 104, la cadena 105, la cadena 109, la cadena 201, la cadena 204, la cadena 307, la cadena 308 y la cadena
310 son péptidos antimicrobianos de amplio espectro demostrables, activos contra bacterias gram positivas y
negativas en un intervalo de 0,5 a 32 ug/ml y tiene pocos efectos secundarios para los humanos segun lo probado por
el ensayo de hemdlisis.

La presente divulgacion también se refiere a una composiciéon antimicrobiana que comprende un péptido o péptidos
antimicrobianos descritos en el presente documento. En un ejemplo, dicha composicion comprende ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente otros ingredientes convencionales.

El péptido con la SEQ ID NO: 4 (cadena 100), la SEQ ID NO: 5 (cadena 200), la SEQ ID NO: 6 (cadena 300) o una
variante de las mismas que tiene al menos un 37 %, preferentemente, al menos el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %,
mas preferentemente al menos el 80 % y lo mas preferentemente al menos el 90 % de identidad con dicha secuencia
o cualquier péptido de acuerdo con la presente divulgacion para su uso en terapia, en particular, para su uso como
agente antimicrobiano.

La actividad antimicrobiana puede ser contra bacterias u hongos o bacterias y hongos. Las bacterias pueden ser
bacterias Gram positivas o Gram negativas. En particular, el péptido tiene actividad contra microorganismos de los
géneros Staphylococcus o E. coli o tanto Staphylococcus como E. coli. Se han tratado anteriormente diversas
actividades antimicrobianas y propiedades hemoliticas de los péptidos.

Un ejemplo adicional de la divulgacion es el uso del péptido de acuerdo con la presente divulgacion como
medicamento, aditivo para piensos, conservante o tensioactivo.

En un ejemplo, un péptido que tiene cualquiera de las SEQ ID NO: 4, 5 o0 6 o una variante del mismo que tiene al
menos un 37 %, preferentemente, al menos el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, mas preferentemente al menos el 80
% y lo mas preferentemente al menos el 90 % de identidad con dicha secuencia o cualquier péptido de acuerdo con
la presente divulgacion se usa como un medicamento, especialmente como medicamento contra los microbios
contaminantes que incluyen S. aureus tratados anteriormente.

La presente divulgacion también se refiere a un uso del péptido (o péptidos) y se reivindican sus variantes descritas
en el presente documento como un medicamento, aditivo para piensos, conservante o tensioactivo. Las toxinas
producidas por diversos microorganismos contaminan los alimentos humanos y los piensos para animales, y estos
péptidos utilizados como conservantes pueden reducir el crecimiento de los contaminantes. Las actividades y otras
propiedades de los péptidos se han tratado anteriormente en relacion con otros ejemplos.

Los péptidos de la cadena 104, la cadena 105, la cadena 109, la cadena 201, la cadena 204, la cadena 307, la cadena
308 y la cadena 310 son péptidos antimicrobianos de amplio espectro demostrables, activos contra bacterias gram
positivas y negativas en un intervalo de 0,5 a 32 ug/ml y tiene pocos efectos secundarios para los humanos segun lo
probado por el ensayo de hemdlisis. Estos péptidos tienen un potencial para el tratamiento contra las infecciones por
bacterias Gram negativas causadas por Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y la Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para destruir o inhibir el crecimiento de microbios, que
comprende la etapa de tratar dichos microbios con un péptido (o péptidos) o sus variantes descritas en el presente
documento. En un ejemplo, el péptido o una variante del mismo presenta una actividad contra microorganismos, en
particular contra bacterias Gram positivas y/o Gram negativas, en particular contra las familias Staphylococcaceae y
Enterobacteriaceae, en particular contra microorganismos de la especie S. aureus y/o E. coli. En un ejemplo, el péptido
0 una variante del mismo presenta una actividad contra los hongos. En otro ejemplo adicional, el péptido o una variante
del mismo presenta actividad contra hongos y bacterias. Las actividades y otras propiedades de los péptidos se han
tratado anteriormente en relacion con otros ejemplos.

El catéter actia como portador de bacterias a través de la unién a la superficie y luego a la luz de la uretra. La mayoria
de los catéteres estan hechos de caucho de silicona en la que los microbios se adhieren faciimente para formar
biopeliculas y causar infecciones. Se han desarrollado varias estrategias para superar estos problemas mediante el
uso de compuestos antibiéticos tales como la rifampicina y la minociclina, o un recubrimiento de plata en las superficies
del catéter. Sin embargo, el uso de antibiéticos pone en riesgo el desarrollo de resistencia bacteriana y la eficacia
antibidtica en las aplicaciones clinicas no se conoce bien. Se descubrié que los catéteres recubiertos de plata eran
ineficaces en estudios in vitro.

Las infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres (ITUAC) se pueden prevenir mediante el uso de catéteres
urinarios recubiertos con péptido antimicrobiano (PAM), que también evitan la propagacion de la resistencia a los
antibidticos.
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También debe entenderse que el péptido (o los péptidos) o sus variantes de la presente divulgacion se pueden usar
con diversos usos que requieren actividad antimicrobiana.

Debe entenderse que la terminologia empleada en el presente documento tiene fines descriptivos y no debe
considerarse como limitante.

Las caracteristicas de la divulgacion descritas en el presente documento como ejemplos separados también se pueden
proporcionar en combinacion en un solo ejemplo. También varias caracteristicas de la divulgacion descrita en el
presente documento en el contexto de un solo ejemplo, también se pueden proporcionar por separado o en cualquier
subcombinacion adecuada. Deberia entenderse, que los ejemplos dados en la descripcion anterior son solo para fines
ilustrativos, y que son posibles diversos cambios y modificaciones dentro del ambito de la divulgacion.

A continuacion se detallara una lista de las referencias citadas.
Los siguientes ejemplos no limitativos ilustran la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento total de ADN vegetal

Las hojas frescas y jévenes de Empetrum nigrum L. se esterilizaron en superficie con etanol al 70% (v/v) durante 1
minuto y en hipoclorito de sodio (3,5 % en v/v) durante 5 minutos y se usaron para el aislamiento del ADN genémico
(Pirttila y col. 2001).

Ejemplo 2: Construccion de la biblioteca metagenémica y deteccion de actividad antibacteriana

El ADN vegetal aislado de E. nigrum se disolvié en agua estéril a una concentracién de 0,1 ug ul'. El ADN se sometio
luego a electroforesis en gel preparativa de campo pulsado en un sistema CHEF-DRII (Bio-Rad). Las condiciones de
electroforesis (intervalos de pulso y duraciones) fueron: N/S - 60 s y E/W - 60 s durante 6 h; N/S -90sy E/W -90 s
durante 6 h; N/S - 99 s y E/W - 99 s durante 6 h, respectivamente, con un voltaje de 6 V/cm, un angulo fijo de 120 ° y
usando un tampon Tris-borato-EDTA (TBE) a 0,15x. Durante la electroforesis, la temperatura se mantuvo a 10 °C.
Después de la electroforesis, se cortd una tira de cada lado del gel y se tifid con bromuro de etidio para visualizar el
ADN. EI ADN de alto peso molecular se extirpd de la parte restante no tefida del gel y se eluyd por electrodo durante
1 hora a 100 V en una bolsa de dialisis que contenia TBE a 0,5x. La amplificacién por cebadores especificos para
hongos y bacterias se realizé como anteriormente (Koskimaki y col. 2010, Tejesvi y col. 2010) para confirmar la
separacion del ADN microbiano. Para la clonacion, el ADN de aproximadamente 25-30 kb se reparé en sus extremos
para producir ADN fosforilado en 5' y se ligé al vector pPCC1FOS ™ desfosforilado de extremos romos. La mezcla de
ligadura se empaquetd en fagos lambda usando los extractos de empaquetamiento MaxPlax Lambda Packaging
Extracts (Epicenter). La biblioteca empaquetada se transdujo a E. coli EPI-300, y los transformantes se seleccionaron
en placas de agar LB suplementadas con cloranfenicol. La biblioteca empaquetada de fasmido se almacend en
criotubos como agrupaciones de clones que contenian aproximadamente 103 clones por grupo hasta el cribado.

El cribado de la biblioteca de fasmido se realiz6 de la siguiente manera: los grupos de clones se descongelaron y se
extendieron sobre placas de agar LB de 150 mm suplementadas con cloranfenicol para obtener ~ 1000 colonias por
placa. Las placas de la biblioteca se incubaron durante la noche a 30 °C seguido de incubacién a temperatura ambiente
(TA) durante 3-5 dias adicionales. Las placas se cubrieron con agar superior que contenia un crecimiento exponencial
de Staphylococcus aureus 'y se incubaron durante la noche a 37 °C, seguido de una incubacion adicional a temperatura
ambiente durante 3-5 dias. Las colonias con actividad antibacteriana se identificaron mediante una zona de inhibicién
de crecimiento de S. aureus. Dichas colonias se recogieron a través del agar superior y se separaron de la cepa de
ensayo sensible al cloranfenicol (S. aureus) haciendo estrias en placas con LB que contienen ampicilina y
cloranfenicol. El analisis de restriccion del clon de fasmido antibacteriano seleccionado se realizé por digestion con
SamHI y electroforesis.

Ejemplo 3: Cepas, plasmidos y condiciones de crecimiento

Los cultivos de E. coli resistente al fago EPI-300™-T1R T1 se cultivaron a 37 °C en agar Luria-Bertani (LB) o en caldo
LB + MgSO4 10 mM suplementado con los antibidticos apropiados. Las siguientes concentraciones de antibioticos se
utilizaron para la cepa de E. coli- 12,5 pug ml" de cloranfenicol y 100 ug ml' de ampicilina. El plasmido pCCIFOS ™
(Epicentre, Madison, EE.UU.) que tiene dos origenes de replicacion, un origen de copia uUnica (ori2) y un origen
inducible de copia alta (oriV) se utiliz6 para construir la biblioteca metagendémica a partir de enddfitos de Empetrum
nigrum y para subclonar los genes que confieren dicha actividad antibacteriana. El vector pET11-c se us6 para
expresar los genes responsables de la actividad antibacteriana en la cepa hospedadora de E. coli BL21 (DE3) gold.

Ejemplo 4: Subclonacién y secuenciacion del clon pFosS1A

El clon de fasmido antibacteriano seleccionado del ensayo de recubrimiento de agar se denomind pFosS1. El fasmido
metagenomico se aislé usando el kit Plasmid Midiprep (Qiagen) y se sometio a digestion parcial con Sau3Al (0,1 U I
'de ADN, 37 °C durante 15 min) y electroforesis para la seleccién del tamario del ADN y la subclonacién. Se extrajeron
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fragmentos del gel de mas de 1,5 kb, se repararon sus extremos y se ligaron en pCC1FOS ™ desfosforilado de
extremos romos. La mezcla de ligadura se transformé en E. coli y los clones recombinantes se seleccionaron mediante
el ensayo de recubrimiento de agar y se extendieron sobre placas LB suplementadas con cloranfenicol. Los subclones
que muestran zonas claras de inhibicion de S. aureus se analizaron por electroforesis en gel después de la digestion
con SamHI para seleccionar el subclon que alberga el inserto mas pequefio de ~ 1,8 kb. Este subclon se denominé
pFosS1 Ay se secuenciaron con los cebadores pCC1 directos y pCC1 inversos de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Analizador de ADN Abi 3730, kit Abi Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing, Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido). El marco de lectura abierto contenido dentro del subclon pFosS1 A fue nombrado En-MAP1
y analizado por el programa BLAST de Genbank, asi como SignalP y pfam.

Ejemplo 5. Construccion y cribado de la biblioteca metagenémica

La banda correspondiente al ADN endofitico se separé del ADN gendmico de Empetrum nigrum, que permanecio en
los pocillos del gel de agarosa después de la electroforesis PFGE. La presencia de ADN endofitico en la banda se
confirmoé mediante la amplificacion de productos de PCR con cebadores especificos para hongos y bacterias. Se
obtuvieron aproximadamente 8.000 clones metagendmicos de 20 ug de ADN. El cribado de la biblioteca metagenémica
mediante el procedimiento de superposicion de agar dio como resultado la identificacion de un clon antibacteriano que
presenta una zona de inhibicién para S. aureus. Sin embargo, no se observd la inhibicion del crecimiento del
hospedador E. coli. El analisis de fragmentos de restriccion reveld que el clon portaba un inserto de ADN de mas de
30 kb de tamafio. Se generd una biblioteca secundaria a partir del clon antibacteriano para seleccionar subclones
antibacterianos y caracterizar los genes individuales responsables de la actividad antibacteriana. El analisis de
fragmentos de restriccion de subclones antibacterianos identificd el inserto mas pequefio de 1,8 kb en el subclon
pFosS1A, que todavia presentaba inhibicion del crecimiento de S. aureus en el ensayo de recubrimiento de agar (Fig.

1).
Ejemplo 6: Fraccionamiento y analisis del sobrenadante del clon

Las células de E. coli que portaban el subclon pFosS1 Ay el control (vector vacio) se cultivaron durante la noche a 37
°C en caldo LB que contenia cloranfenicol. Estos cultivos se usaron como inéculos para el procedimiento de
amplificacion del nimero de copias. Se afadié un volumen de estos cultivos a 10 volimenes de LB fresco +
cloranfenicol y se afiadié 1/100 de solucion de induccion CopyControl (Epicentre) a los medios para inducir clones a
un numero alto de copias. Después de agitar vigorosamente los cultivos a 37 °C durante 20 h, el sobrenadante se
separo6 de las células bacterianas por centrifugacion durante 20 minutos a 3040 x g a 4 °C. El sobrenadante se liofilizé
con un liofilizador Heto PowerDry LL1500 (ThermoElectron, Mukarov, Republica Checa). Se peso el caldo liofilizado y
se disolvieron 50 mg en 2 ml de agua destilada. El material se mantuvo en ultrasonidos durante 20 minutos, se
centrifugd durante 10 minutos, se filtr6 (GHP Bulk Acrodisc 13, Pall Life Sciences) y se fracciond por cromatografia
liquida de alta presion semi preparativa (HPLC). Las fracciones se probaron para determinar la actividad antibacteriana
mediante el procedimiento estandar de placa de 96 pocillos utilizando S. aureus como la cepa de prueba. Los
sobrenadantes del subclon pFosS1 Ay el control se analizaron para detectar moléculas pequefias por Alliance 2690
HPLC (Waters, Milford, MA, EE. UU.) combinado con espectrometria de masa de tiempo de vuelo (TOFMS) Micromass
LCT (Micromass, Altrincham, Reino Unido).

Ejemplo 7. Analisis de secuencia del subclon antibacteriano

El inserto del subclon pFosS1A se secuencié por completo en ambas direcciones y contenia un marco de lectura
abierto Unico de ~ 1650 pb. El supuesto sitio de uniéon al ribosoma y la secuencia promotora estan presentes en la
region aguas arriba -35/-10 del coddn de iniciacion. La secuencia de nucledtidos se sometié a analisis BLAST contra
secuencias presentes en las bases de datos de Genbank, pero no se identificé similitud con ninguna secuencia
conocida. Esto sugirié que el gen aislado codificaba una proteina de estructura nueva vy, por lo tanto, la proteina se
llamo proteina antibacteriana metagenémica 1 de Empetrum nigrum (En-MAP1). El analisis de la secuencia de
aminoacidos deducida reveld que En-MAP1 codifica una proteina de 549 aminoacidos (Fig. 2), que comparte la mayor
similitud del 32 % con una proteina hipotética de Pseudozyma hubeiensis y sin similitud con ninguna proteina de
funcién conocida. El analisis de SignalP indicoé que la secuencia de aminoacidos de En-MAP1 no tenia supuestas
secuencias sefial amino-terminal para secrecion o translocaciéon. Cuando se analizé la secuencia de aminoacidos
deducida en busca de motivos conservados utilizando la base de datos de la familia de proteinas pfam, se identificaron
tres motivos de repeticion del pentatricopéptido en las posiciones 77 a 107, 126 a 153 y 392 a 420 aa (Fig. 2). Se
predijo que En-MAP1 era una proteina soluble que no tenia una regién transmembrana analizada por TMpred y
PSORT. Los restos 147-176 también consistieron en una region de hélice superenrollada predicha, lo cual es tipico
para las proteinas involucradas en las interacciones proteina-proteina, y una posible cremallera de leucina que
comienza en el resto 490, analizado por PSORT.

Ejemplo 8: Expresion de proteinas en pET23(b)

El gen En-MAP1 se amplific6 usando cebadores con sitios de restriccion Nde1 y Sal1 pFosS1 F
(CATATGAGACTAGTAGCTCATCCTGTTCCTGATGC; SEQ ID NO: 2) y pFosS1R
(GTCGACTTATTAACGAGATGACGTCCTCTGCTGTACG; SEQ ID NO: 3). Los productos de amplificacién se
clonaron en vectores pET23 (b), se transformaron en células competentes XL1, y la identidad del gen se confirmé por
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secuenciacion. Los estudios de expresion se realizaron utilizando las cepas de E. coli BL21 pLysS y BL21 pRARE
como hospedadores. La proteina se expresd en ambas cepas como cuerpos de inclusion, que fueron aislados (van
Lith y col. 2007). Los cuerpos de inclusién se suspendieron en clorhidrato de guanidina 5 M / tampon de fosfato de
sodio 0,2 M (pH 7,0) y la proteina se replegd en la columna HisTrap (GE Healthcare Life Sciences) usando un
intercambio de tampdn lineal de guanidina 3 M / fosfato de sodio 0,2 M (pH 7,0 ) a fosfato de sodio 0,2 M (pH 7,0)
durante 4 h en FPLC AKTA, y finalmente se eluyé con EDTA 50 mM / tampdn de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0). La
secuencia de nucleétidos de En-MAP1 se ha depositado en el GenBank con el numero de referencia KC466596.

Ejemplo 9: Analisis de la actividad antibacteriana de la proteina

Tanto las proteinas plegadas como las desplegadas se analizaron para determinar la actividad antibacteriana contra
S. aureus pipeteando 10 pg de proteina en el cultivo de S. aureus en una placa LB. La actividad también se probé en
proteinas plegadas y desplegadas digeridas con tripsina en acido acético al 0,01 % a concentraciones de 30 y 60
pg/mi.

Ejemplo 10: Prediccion de péptidos antimicrobianos y sintesis de péptidos

La proteina En-MAP1 se digirié con tripsina por simulacién informatica (http://au.expasy.org) y se pronosticoé que 12
péptidos (Met1-Met12) (http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial) son antimicrobianos mediante tres algoritmos
diferentes (clasificador Support Vector Machine (SVM), Clasificador Random Forest y Clasificador de Analisis
Discriminante) y por APD2 (http://aps.un-mc.edu/AP/prediction/prediction_main.php). Los péptidos sintetizados se
encargaron de GenScript, EE.UU.

Ejemplo 11: Actividad antimicrobiana de péptidos sintetizados

El ensayo de difusion radial (EDR) se realiz6 segun lo descrito por Andersen y col. (2010). Brevemente, se vertieron
30 ml de 1/10 de caldo Muller-Hinton (MHB) suplementado con agarosa al 1% y 5,0 x 105 UFC/ml de células de S.
aureus o E. coli o K. pneumoniae, o P. aeruginosa en un omnitray de un solo pocillo (Nunc) y se cubrieron con una
placa TSP de 96 pocillos. Se probaron cien ug de cada péptido sintetizado. Los péptidos también se probaron contra
Fusarium oxysporum y Verticillium dahliae, para lo cual se usé 1/3 de dextrosa agarosa de patata. Para probar el
efecto sinérgico de los péptidos, cada péptido se mezcld en concentraciones equimolares. Los Mix1 (met1-12), Mix2
(met3, 4 y 5), Mix3 (met8, 9y 10), Mix 4 (met11, 12) y Mix5 (8, 9, 10, 11, 12) se prepararon y probaron contra E. coli y
S. aureus. La gentamicina y la vancomicina se incluyeron como controles positivos para bacterias y la anfotericina B
se us6 como control para hongos.

Las concentraciones minimas de inhibicion (CMI) se determinaron contra Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853). También las cepas clinicas de E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P. aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, S. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, A. johnsonii y S. aureus se utilizaron para ensayos de CMI.
Ademas, se usaron las cepas clinicas de levaduras que incluyen Candida albicans, C.glabrata, C. parapsilosis 'y C.
quillermondiae. La susceptibilidad de estos microorganismos a los péptidos en cadena se determiné usando un ensayo
de diluciéon de micro caldo. Las colonias del microorganismo respectivo de las placas de agar Muller Hinton (MH)
incubadas durante la noche se suspendieron en medio de caldo MH y la concentracién final de microorganismo se
ajusté a 5,0x10° ufc/ml. Se afiadio una alicuota de 10 pl de cada péptido de cadena, o gentamicina, tetraciclina como
antibioticos de referencia en diferentes concentraciones junto con 90 pl de suspension bacteriana a placas de
polipropileno de 96 pocillos y se incubaron a 37 °C durante 20 a 24 horas. Las concentraciones de péptidos de cadena
y antibidticos de referencia variaron de 0,125 a 128 yg/ml y las CMI se registraron como la concentracion mas baja sin
crecimiento visual de bacterias. De forma similar, se probaron CMI antifingicos en caldo de dextrosa de patata.

Ejemplo 12: Analisis de expresion del clon antibacteriano

El subclon que expresa pFosS1A se analizé por HPLC-MS para la posible produccién de pequeiias moléculas
antimicrobianas en el medio liquido y se comparo con el control (vector vacio). Los cromatogramas y los espectros de
los picos para el clon antibacteriano y el control fueron idénticos. El medio se fraccioné y se probd la actividad
antibacteriana contra S. aureus, pero no se detectd actividad. Esto sugirid que la actividad antibacteriana contra S.
aureus no era de un metabolito generado por actividad de En-MAP1.

El gen En-MAP1 se clon6 después en el plasmido de expresion pET23 (b) para analizar si la actividad antibacteriana
se debia a la propia proteina. La construccion resultante pET23(b)-FosS1A contenia el gen En-MAP1 en marco.
Cuando se transformo en la cepa de expresion de E. coli BL21 (DE3) pLyseS y BL21 (DE3) pRARE, se produjo una
proteina de aproximadamente 63 kDa (masa predicha de 63,3 kDa) en los extractos celulares de cultivos inducidos,
pero no en los cultivos no inducidos. La proteina resultante incluye la secuencia de aminoacidos MHHHHHHM antes
del primer aminoacido de la secuencia de proteinas. La proteina se expresdé en ambas cepas como cuerpos de
inclusion y se purificaron y plegaron en una columna His-Trap, resultando en aproximadamente ~ 1 mg de proteina
plegada pura. La proteina plegada se probd para la actividad antibacteriana contra S. aureus y no se observo actividad.
Para probar si un fragmento mas corto fue responsable de la actividad antibacteriana debido a sitios de inicio de
traduccion alternativos, se disefiaron y expresaron tres construcciones que codifican fragmentos mas cortos de En-
MAP1, pero no se observo actividad. Sin embargo, cuando la proteina de En-MAP1 completamente plegada (SEQ ID
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NO: 1) se digirié con tripsina, se observd actividad antibacteriana durante hasta dos horas después de la digestion
(datos no mostrados). No se detecto actividad en la digestion de tripsina de la proteina desplegada. Esto sugirio que
la actividad antimicrobiana fue resultado de la fragmentacion de la proteina, produciendo un péptido, que contenia un
sitio interno de escision de tripsina que estaba protegido por la estructura plegada.

Para identificar ain mas el péptido responsable de la actividad antimicrobiana, la proteina En-MAP1 se digirié por
simulacion informatica, y se sintetizaron los péptidos, que se predijo que serian antimicrobianos. Los sitios de escision
para varias enzimas de restriccion, proteasas y compuestos quimicos, tales como la ArgC proteinasa, Asp-N
endopeptidasa (EC 3.4.24.33), quimotripsina-HS30 (EC 3.4.21.1), clostripaina, CNBr (EC 208-051-2), acido férmico,
Lys-C, acido iodosobenzoico, prolina endopeptidasa y tripsina se incluyeron en el analisis por simulacion informatica.
Las actividades antimicrobianas de los fragmentos de péptidos se predijeron utilizando cuatro algoritmos diferentes
(clasificador Support Vector Machine (SVM), Clasificador Random Forest, Clasificador de analisis discriminante y
APD2).

La mayoria de estos péptidos provenian de predicciones de digestion triptica, mientras que tres péptidos (mostrados
como Met10, Met11 y Met12 en la Figura 3 y la Cadena 100 definidos por la SEQ ID NO: 4, Cadena 200 definida por
la SEQ ID NO: 5 y Cadena 300 definida por la SEQ ID NO: 6, respectivamente en tablas (1, 2a, 2b, 2c, 3a, 3by 3c) y
el listado de secuencias) fueron resultado de digestiones de Asp-N-endopeptidasa16, quimotripsina-HS30 y CnBr,
respectivamente. Ocho de estos péptidos contenian un sitio interno de escisién de tripsina.

Ejemplo 13: Sales, pH y estabilidad térmica

La estabilidad térmica se evalud diluyendo péptidos a la concentracion de 2 mg/ml en tampon PBS (pH 7,4) e
incubando a diferentes temperaturas, tales como +4 °C, 25 °C (TA), 37 °C y 45 °C, los péptidos almacenados a -20
°C se usaron como control. Después de cada intervalo de tiempo, se tomaron 100 pl (2 mg/ml) de péptidos y se
almacenaron a -20 °C para el ensayo de difusion radial para determinar la actividad antibacteriana (Figura 8). Los
péptidos también se probaron diluyéndolos a diferentes valores de pH a partir de pH 4 a 9. El efecto del NaCl sobre la
actividad antimicrobiana se prob6 afiadiendo diferentes concentraciones (50, 100 y 200 mM) de NaCl al medio MH y
las concentraciones minimas inhibitorias se probaron contra 4 cepas bacterianas ATCC.

Ejemplo 15: Adhesion bacteriana en catéteres de silicio recubiertos y no recubiertos.

Los catéteres de silicio recubiertos (Cadena 105 o Cadena 201) y no recubiertos se cortaron en trozos de 0,5 cm y se
colocaron en placas de 24 pocillos suspendidas con 1 ml de 5 x 10° UFC/ml de cultivo bacteriano (E. coliy S. aureus)
en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las muestras se incubaron a 37 °C durante 6 h a 150 RPM. Después
de la incubacion, cada pieza del catéter se enjuagd con 1 ml de PBS por 2 veces usando PBS nuevo. Las piezas del
catéter se transfirieron a tubos Eppendorf y se afiadieron 500 uyl de PBS, se sometieron a ultrasonidos en bafo de
agua durante 2 minutos, se agitaron durante 5 segundos, se diluyeron en serie, y se determinaron las UFC.

Ejemplo 14: Preparacion de células para microscopia electrénica de transmision (MET)

E. coliy S. aureus se cultivaron hasta la fase exponencial media y se diluyeron en medio de caldo Muller Hinton (MHB)
hasta una densidad celular de 0,1 tomando absorbancia a 600 nm y se incubaron a 37 °C durante 1 h con 10 yg/ml
de péptidos de cadena. Después de la incubacién, se afiadié un volumen igual de glutaraldehido al 2 % en tampdn
fosfato 0,1 M y las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 2 minutos, y el sedimento
celular se fijé con glutaraldehido al 1 % en fosfato 0,1 M. Las células se fijaron posteriormente con tetroxido de osmio,
se deshidrataron usando concentraciones crecientes de acetona o alcohol, y se embebieron en resina plastica (Epon).
Las secciones ultrafinas (70-80 nm) se tifieron posteriormente con acetato de uranilo y citrato de plomo antes de la
observacion con MET. La microscopia se realizé con un MET Tecnai G2 Spirit 120 kV con camaras Veleta y Quemesa
CCD.

12



ES 2 809 798 T3

¥70rOSdINYD (% 92) LY 4 0e St 160 Nvd 6026'0 8660 MOMAAYHTEMM Sl |[euspe) Le
LELYOSANVD % S¥) LL/S € 61 vZlL 166'0 Nvd GZ96'0 3 TMAVYHTIMM ¥l euspe)d 0c
_ MEMM
SE0p5.65 10 % ¥¥) 9LIL 9 08 19 160 NvYd G6¥8'0 3 AVHTHINVEMWSE €L [euspeD 6l
MEM
o|nu O}iX9 uls L 09 g8 928'0 Nvd 1980 G660 MWHVHIHINYEATY  ZLL BuspeED 8l
MEM
ojnu o)Xz ulg yA S g8 9180 Nvd 698°0 966°0 AAVHTHINYEMN A L1 eusped L
_ 1Y
8tz6665. 16 % ¥¥) 9L/ 8 ve oLl 926'0 NvYd G828'0 9160 MHVYHTHIANYEATA 0L L Buspe) 9l
LLL¥G265 1B (% 9¢) Li/F € [#44 08 966'0 Nvd G9.6'0 3 MTAMIVYHTAMM 601 BUSPED Gl
PrOrOSdINYD (% #8) L1/9 14 4] 08 ¥66'0 NvYd 9€6'0 L MTAEAVYHTIMM 801 BUSpED ¥l
PPOFOSANVD (% 9¢) LI/¥ 14 6'ze 08 €660 Nvd 160 3 MTIANAYHTIMM L0} Buspe) ch
ELLPSL6G 16 % St) LLIS g €S Q0L G660 Nvd 126'0 3 HHTEHMHTHIM 90| eusped ch
_ MM
689F8G6.9 16 (% #8) L1/9 yA 6¢ g8 258'0 NvYd G/£8'0 1660 AVHTHINYEMHAY  SOL Beuspe) LE
~ MY
£6ZZ.vy. 16 (% ¥S) L1/9 8 Ly °1°] 1280 Nvd GG6.'0 6860 AVHTHINYEIMAY 0L BuspeD ]
ojnu o)IX9 ulg 9 99 Sl 226'0 Nvd 9690 £68'0 HAYTEIAVYHTE A €0l euspe)d 6
8r09csec 16 (% z22) 118 8 g8 0. S66'0 Nvd G699'0 1660 HATHEHIHTEMM ¢0l euspe) 8
€L0SdNVD (% ¥S) L1/9 L 5174 Q0L 5660 Nvd 6zL'0 9160 HETIAHHTHIM L0l Buspe) L
ADN
890FDSdNYD (% t5) L1/9 L L'pL 6. ZL0'0 Nvd GLOP'0 9610 ANVHTHINYSMOA 001 eusped ¥
sdINVD Ejau  pepljiqejsaul ,0013ejlje pVa qdd eNAS
ap sojep ap aseq sapeppuap| ebieo ap aolpu| ao1pu] 9p S3IO|EA ,NNY 9P S2I0|eA 9P S3I0|BA e|2UaN23g aiquioN ON'IS

(va ANNY ‘4 ‘WAS) dIWVD solep
2p aseq e| opuez||ijn sooisipelsa sojgpow Jod seyoipald A saiebn| souea us eujuibie A euis)| ‘oueloidu) ap sojsal opuesn sepelssusb seaipidad ssjueuea se ;| ejqel

13



ES 2 809 798 T3

LOLYS.6G 1B (% 9¢) LI/ S Sl 16 780 Wvd 968'0 666'0 UM IMHMOAIMM 012 BUSPED Ly
S¥SEOSINYD (% ¥S) LL/9 9 19 16 1260 Wvd GS06°0 L WITHIUMYAINM  B0Z BUSPED  OF
SSEOSINYD % Sb) LL/S 9 oLl 901 ¥86'0 Wvd G916°0 b WITHYMYTIYM  80ZBUSPED  BE
G7SEDSINYD (% #S) L1/9 8 06 68 E¥6'0 Wvd GL¥8'0  666'0 MM THHMYAINM 0z EBuspeD 8¢

eeorsLeg 1B % Gt) LL/G L vol 19 ZL6'0 Wvd 181'0 ) WIHMYMEAIEM  g0zeusped L€

909.0%¢ 16 (% 9€) LIy L 41" 19 996'0 Wvd zL'0 $66'0 UMHLHMYAIYN GOz BuspeD  9¢
£e0rs.6G 1B % St) LLIS 9 gLl 16 816'0 Wvd 688'0 b HIVMAHEMITEY 0z BuspeD  GE
ojnu opxe uIg 9 8zl 16 760 Wvd GE08'0 b WIAMETIAINY  €0zeuspeDd  pE

GoBGe.£€ 1B (% ¥8) L1/9 L I 19 166'0 Wvd G/69'0 8860 UMJLEMAAIMYE  ZOZEuspED ¢

68075265 1B (% ¥S) LL/I9 g 69 L9 96'0 Wvd L16'0 b UMAUMEMAIMY - LOZ BUSPED  Z€

soyx@
uoJelsiuoous
ojnu 8s ON € €5 19 900'0 dAYN  GZLED 8200 USSLYDOAIMN  00Z BuspeD g

90075265 1B (% €9) 1112 14 19 44 866'0 Wvd 9€6'0 L HUMMMYHTIMM  GZL Buspe) Le

809.0v€ 16 % St) LLIS 14 06 44 666'0 Wvd €€6'0 b MMENEYHTIMM  ¥ZL Busped  0f

69LYG/65 16 (% ¥S) LL/9 14 19 44 866'0 Wvd 8260 L HMUMAYHTEIMM €21 BUSpED 6T

80920p¢716 % Gb) L1/G G 0zl 44 166'0 Nvd 65180 L MUMEMVYHTSMM 221 eusped gz
#POFDSHINYD (% 9€) LIy € V'L GLL G660 Nvd §856°0 b MTINTIVHTIMW L2 BuspeDd  gZ
vPOrOSdINYO % S¥) L1/S 14 60'6 14 8660 Wvd 896'0 L MMMIHYHIYMM 021 eudped 9z

L1ZrSL6G 1B (% S€) LI/ S 6 14 £66'0 Wvd L0860 L HMOIMMYHISMM 6L BUSPERD 6T

809.0%¢ 16 % G¥) L1/S S 06 14 966'0 Wvd GL06'0 b MEIMAVHTEIMM  8LLBUSPED 2
600¥OSdINYD (% 22) LLIE 14 LE'L 08 £66'0 Wvd 696'0 b MIYIYHTIMM  LLL BuspeD €7
vPOYOSdINYD (% 9¢) LiLiv 4 60'6 14 G660 Nvd ¥S6'0 L MADDVHTIMM 91 [euspeD [44

ap mo_wnm_ﬁw_w aseq sopepnuap| mamw.“_u .,_UM_M_HHM.“.__:_ owﬂ.«”w__ ¢ ap MM._W_? NNV @p Mw_.mu_m_: muﬂs.._bm_g BI9U2N23g 2iquoN ON'IS

(ugioenunuo)

14



ES 2 809 798 T3

8LzLe2LZ 1B % S¥) LLIS g L€ a0l ¥6'0 Wvd GEEB0 2660 HAHATTAMATY 80€ eusped Z9
190¥5.66 1B % S¥) LLIS 9 2'09 a0l 9v6'0 Nvd G6.8'0 6660 EAHSTIMAMMI T L0€ euaped L9
orzgegLeg 1B (% ¥#S) 1119 L vel 02 L16'0 Wvd G/890 2 HAHATIMEN TS 90¢€ EUaped 09
LZL¥G5L6G 1B (% 9€) LIy ] L'yl a0l L¥6'0 Wvd G6°0 666°0 ATHEIMAMATY G0g euaped 66
75.0SdINVYO % S¥) LLIS S Ge L 86'0 WYd GS6'0 3 MAASTHSHHMI #0€ Busped 85
L02¥6.GLL 16 % Sb) LL/S 9 GS Ll 9/6'0 Nvd £88°0 L HYMATHIHHM €0¢ euspe) L5
6LL¥S/66 6 % Sb) LL/S 4 16 241 966'0 Nvd S1L/6°0 L TAAIMAMNEA T ¢0¢ euspe) 95
90Zy64GL1L 16 % G¥) LL/S g oL 441 666'0 Nvd GGZ6'0 6860 AMATHAENA LOE EUSPED Gg
o|nu 0}x3 UIS 4 LE Geg LL'0 Nvd GLSZ'0 S0.'0 NMMAT1D49MAA 00€ eusped 9
809.0¥€ 16 (% 9€) LLip 9 cel 9 686'0 Nvd G969°0 666°0 A4 LHIHATIM £¢¢ BUspe) S
G0sZ L. 1B (% 9€) L1y L vel 19 G86'0 Nvd 88.°0 1660 HHHLHAAHAIAM ¢Zg euspep €6
o|nu olxg uIg 9 cel 88 966'0 Nvd S$¥59°0 6660 HA4LHHHAINAG LZ¢ eusped A
o[|nu ojxg uIg 9 ¥8l 19 986'0 Nvd 690 I Y4 1HHOAIMY 0Z¢ euspe) LG
SPSEOSINYD (% 9¢€) LIy 9 cel L9 116'0 Nvd 6990 L HA 4L HEMANIYY 61.¢ BUBPED 0s
9/z6665. 16 (% ¥S) LL/9 Fi 08 L9 896'0 Nvd zG9'0 1660 AL IAMEAIES 81 ¢ BUBPED 6F
ojnu olxg uis 9 [A5% 16 866'0 Nvd 8/9'0 6660 M LHHHAITY 112 BUSPED ey
orz88.z9 1B (% s€) LLiy g (114 L9 £96'0 Nvd Sz08'0 1660 A4 LAMMAINY 9l¢ euspe Ly
ojnu ojxa uIs L 66 L9 866'0 Wvd 290 1660 A LHEAAAY GlLc eusped i4
GESEDSdINYD (% #8) L1L/9 ¥ 8¢ el €860 Wvd G2S9'0 LEG'D A LUAAAIIN v1¢ BEuspe) St
ojnu ojxa uis 4 8¢ el £86°0 Wvd G/59°0 250 HUASLHTIAI-GEN €1¢ BUBPED 1474
BlLECLYYL 1B % Gb) LL/S L 901 gt G6'0 Wvd £08°0 3 A TIMAEIMEN ¢l ¢ eusped 1474
/£26666. 16 (% #S) L1/9 L GEZ9l 19 6660 WYd GS¥9'0 3 A LHHHAIEA L 1€ Busped [44
sdINVD Bjau  pepljigejsaul  ,0dNejle pvdad LEL| eNAS
ap sojep ap aseq sapeppuap;  ebies ap a21pu| 821pu|  9p SSIO[BA NNV 9P S3IO|BA ap SAIO[BA CIEITE G RETS alquioN OoN'IS

(ugioEenuiUOD)

15



ES 2 809 798 T3

ursaryuuoig-dwes mmmy/-diy - dINYD solep ep eseq 6 ‘s|qejse eiapisuod 8s Of > ‘pEp!|IgeIsaul ap 82Ipu| '} ‘pep||Ie}SeOLLIs) B| UOD OPEUOIJE|81102
sjuswenisod :0oneyie 20Ipu| ‘@ ‘BjUBUILILIOSIP SISIeuE Y[ ‘P 'S8|BIoyILE S3[eUCINaU Sapal INNY 'O 1$210} WOPUE :4Y 'q ‘Saulyoew J0joaA Loddns JNAS ‘e

0L2¥6.GL1L 1B (% ¥S) L1L/9 L 6¢ 0L 1160 Wvd zLL'o 866'0 UMM ATH AN TH gggeusped 9L
LOFOSINYD (% ¥S) L1L/9 g 8z 0L v¥6'0 Nvd G¥.8'0 666'0 DMIMNIMIEN  pZeeusped gL
6YECOSdNYD (% 85) ThiL 9 95 ogl 886'0 Wvd /89'0 966'0 TUMHATIAEN TS €geeusped /4
ovzee/z9 16 (% ¥8) LL/9 g Ll o] 9860 Wvd 6920 l RESEERIEERSER/N geceuspey g/
980£DSdNYD (% ¥8) L1/9 9 Ll 0L G060 Nvd 8.8'0 L RN ERFE RN lgeeusped G/
980€DSdNYD (% ¥S) L1/9 14 Ll e 1960 Wvd €1L'0 866'0 WYMITOJOMMM  0ZEBUSPED ¥/
80Z¥6.511 16 (% S¥) LIS 9 LL Ge ¥56'0 Wvd §6.8'0 I MMMATHSEMMYE GLEBUSPRD €L
802v6.G1) 1B % Gt) LLIG L 901 Ge 256'0 Wvd G¥GL'0 L WiNATHIENMY  glLgeusped gL
0zgZ290zLL 16 (% €9) LLIL 8 Zyl 9¢ 8660 Wvd 6£9'0 L MHH4Td49ME llgeuspey |/
1 LOSdINYD (% €9) LLiL L 901 GE 866'0 Wvd 59850 §86'0 NMMATH4EMEY gl euspeD QL
L0Z¥6.G11 716 % G) L1L/S 9 9's o] 2860 Wvd G95.'0 1660 L EREEE MR GlLgeuspey 69
L0Z¥6.6L1L16 (% ¥S) L1L/9 8 8 ge 866'0 Wvd §269'0 L UM TSN ylgeusped g9
L02¥6.6L1 16 % Z¥) TLIS 8 95 g9 ¥66°0 Wvd zTL'0 6660 MUMYATHIEMTY €lceusped /9
zLey6L51L 1B (% 22) Lig L G'L- 0l 96'0 Wvd 6180 666'0 AN THANMTH Zigeusped 99
9e8v900L" 16 % 9€) LU g ¥4 0L 16'0 Wvd ¥G6'0 6660 UMM TMAMMI T Ligeuspey g9
L 9¥OSdINYD (% ¥S) L1L/9 g 8z 0L 7¥6'0 Wvd S¥.8'0 666'0 INATIMEMNAYEY  OLEBUSPED 9
¥SEOSINYD (% ¥S) L1L/9 g z'9g b'Ge G66'0 Wvd g6v6'0 L HYMATIMIMIEM  60E BUSPED €9
sdINVD eJou  pepljiqejsaul  ,0oneHe pva qdd eINAS
ap sojep ap 9seq  sapepniuap| ebBies ap aoIpu| a21pu| ap salojeA NNV 9P S940|BA 9p SalojeA [IBIIET BETS alquon OoN'IS

(uoloenuRuo?)

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 809 798 T3

La actividad antimicrobiana de los doce péptidos (Met1-Met12) se probd contra S. aureus, E. coli, y Verticillium dahliae.
La deteccion inicial se realizé mediante el ensayo de difusiéon radial para confirmar la actividad antimicrobiana. Los
péptidos Met1, Met3, Met4, Met5, Met10, Met11 y Met12 fueron activos contra E. coli (Fig. 3) y Met3, Met10 y Met11
presentaron actividad contra S. aureus, cada uno a la concentracion de 100 ug/pocillo. El efecto sinérgico de los
péptidos también se probd mezclando concentraciones equimolares de péptidos, pero no se observaron diferencias
significativas en la actividad. Se observo actividad antifingica moderada para Met8 contra Verticillium dahliae (datos
no mostrados). Se realizaron ensayos de concentracion inhibitoria minima (CMI) para todas las muestras contra E.
coliy S. aureus. Met11 fue activo a la concentracion de 95 uM y el resto de los péptidos tenia una CMI de > 190 uM.
Se predijo que todos los péptidos tenian una estructura alfa helicoidal, excepto Met12.

Mediante el uso de técnicas de disefio racional, Los presentes inventores han disefiado variantes de péptidos
incorporando o reemplazando varios aminoacidos en los péptidos originales. Por lo tanto, los presentes inventores
han disefiado y modificado la Cadena 100, Cadena 200 y Cadena 300 con triptéfano (W), arginina (R) y lisina (K) en
varias posiciones para mejorar la actividad antimicrobiana (Figuras 4a-c y 5a-c). En algunos péptidos también han
usado otros aminoacidos como la leucina (L), Cisteina (C), Isoleucina (), Fenilalanina (F) y Alanina (A). Para la sintesis,
se seleccionaron 32 variantes y 3 péptidos originales en funcién de los diversos parametros, tales como la carga
positiva, el indice alifatico e indice de inestabilidad. Las variantes de péptidos se probaron usando un ensayo de
difusion radial contra Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) (Figuras 6a-c). La zona de inhibicion oscil6 entre 10-18 mm
para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, 6-18 mm y 8-18 mm para Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumonia, respectivamente (Tabla 2). Para la gentamicina estaba entre 22-24 mm. Se probd la actividad antifungica
en busca de péptidos antibacterianos prometedores (Cadenas 104, 105, 109, 201, 204, 306, 307, 308, 310) contra
Aspergillus flavus (DSM 1959) y Penicillium chrysogenum (DSM 1075). Todos estos péptidos tienen actividad a una
concentracion de 20 ug, se uso anfotericina B como control positivo a 20 pg (Figura 7).

Las concentraciones minimas de inhibicion (CMI) se probaron mediante el procedimiento de dilucién de microcaldo y
las cadenas 104, 105y 109 inhibieron el crecimiento de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Kilebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) entre 1-8 ug/ml
respectivamente (Tablas 3a, 3b y 3c). Las actividades membranoliticas de los péptidos se probaron midiendo la
liberacion de hemoglobina de los eritrocitos de sangre fresca donados por voluntarios. Los niveles de hemoglobina se
determinaron espectrométricamente tomando la DO a 540 nm siguiendo el protocolo de Schmidtchen y col., 2011. La
hemdlisis previa oscil6 entre 0,1y 9 %, lo que indica que la mayoria de estos péptidos no tienen ningun efecto sobre
el hospedador a una concentracion de 128 ug/ml (Tabla 3).

Doce péptidos, la cadena 104, la cadena 105, la cadena 109, la cadena 201, la cadena 204, la cadena 304, la cadena
306, la cadena 307, la cadena 308, la cadena 309, la cadena 310 y la cadena 311 resultaron ser muy activos contra
las cuatro cepas ATCC y, por lo tanto, se sintetizaron como aminoacidos en forma de D y se probaron contra cepas
clinicas de E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, P. aeruginosa, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, S. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, A. johnsoniiy S. aureus. Las cepas clinicas de levaduras que incluyen Candida albicans,
C.glabrata, C. parapsilosis y C. quillermondiae también se probaron con los 12 péptidos de cadena. La concentracion
inhibitoria minima (CMI) varié entre estos péptidos y se presentan en las Tablas 4a, 4b, 4c y 5a, 5b, 5c. Los péptidos
de Cadena 105, 201 y 308 son antimicrobianos de amplio espectro con CMI entre 0,5-32 pug/ml contra todas las
bacterias y levaduras analizadas, excepto Serratia marcescens y Proteus mirabilis, contra la cual las CMI estaban
entre 64-128 pg/ml. La cadena peptidica 306 tiene una actividad de espectro estrecho contra E. coli a 1 ug/mly para
el resto de las cepas bacterianas a> 32 pg/ml (Figura 10c).

Los péptidos de la cadena 104, la cadena 105, la cadena 201, la cadena 308, la cadena 310 se probaron contra cepas
sensibles a antibidticos de S. aureus RN4220 y cepas resistentes a la meticilina de S. aureus COL (MRSA). Los
péptidos de cadena que comprenden aminoacidos en forma L o D se probaron contra estas bacterias, y se descubrio
que los péptidos en forma D tienen una mejor actividad en comparacion con la forma L (Tabla 6). Se probd la actividad
sinérgica de los péptidos de cadena junto con Ertapenem (4 ug/ml) para saber si influira en la actividad contra las
cepas de MRSA. Se descubrié que todos los péptidos de cadena tenian actividad antibacteriana contra cepas de
MRSA con CMI en el intervalo de 0,03 a 4 pg/ml. La cadena 310 tiene la mejor actividad antibacteriana contra las
cepas de MRSA con una CMI de 0,06 y 0,03 pg/ml junto con Ertapenem (4 ug/ml) para ambas formas de péptidos L y
D (Tabla 6).

Muchos péptidos antimicrobianos (PAM) tienen actividad antimicrobiana de amplio espectro contra cepas clinicas de
bacterias y hongos. Los péptidos antimicrobianos forman estructuras secundarias por interacciones electrostaticas con
membranas bacterianas por un paso sensible a la sal. Por lo tanto, las altas concentraciones de sal en los fluidos del
cuerpo humano pueden desactivar muchos PAM y es esencial desarrollar PAM tolerantes a la sal para aplicaciones
en la atencion médica. Sin embargo, es bien sabido que la condicion fisioldgica, el pH, la temperatura y las altas
concentraciones de sal influiran en la actividad de estos péptidos. Los presentes inventores han evaluado el pH, la sal
y la termoestabilidad de las cadenas 104, 105, 201, 204, 306 y 308 y han descubierto que estos péptidos no se ven
obstaculizados por el pH o la temperatura, incluso hasta 45 °C durante mas de 14 dias (Figuras 8 y 9). Sin embargo,
hay un aumento de 2 veces en los valores de CMI de las cadenas 104, 105, 201, 204, 306 y 308 al usar una
concentracion de NaCl 200 mM.
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Se necesitaban estudios de microscopia electrénica para conocer el mecanismo de accién de los PAM en las células
tras el tratamiento con 5X de CMI en la superficie celular, asi como las alteraciones intracelulares. Los PAM suelen
causar multiples tensiones en las membranas celulares, incluso a bajas concentraciones. La E. colitiene una estructura
celular compleja con membrana citoplasmatica (7 nm), capa de peptidoglucano (7-8 nm) y una membrana externa (10-
5 15 nm). La resistencia a los antibioticos de E. coli se debe a la presencia de peptidoglucano interno junto con la
membrana externa. Tras la incubacion con péptidos en cadena (105, 201, 308), casi todas las células de E. coli habian
perdido su integridad estructural en forma de baston y la acumulacion de estructuras granulares, estructura similar a
una burbuja que sobresalia de la superficie celular y se observaron distorsiones en las células (Fig. 11). La interaccion
de los péptidos de cadena con la bicapa lipidica de S. aureus se puede ver con una expansion del area de la
10 membrana. Los presentes inventores también observaron la propagacion de la membrana citoplasmatica y los
mesosomas esféricos como membranas bicapa intracelular y estructuras similares a los mesosomas formadas dentro

de las células.

Las infecciones asociadas a los catéteres fueron iniciadas por la adherencia de las células bacterianas plancténicas a

la superficie del biomaterial por colonizacion y formacion de biopeliculas. Los catéteres inmovilizados con la Cadena
15 201 o la Cadena 105 presentaron una excelente actividad antimicrobiana contra E. coliy S. aureus. Se observé una

reduccion de mas del 70 % y del 30 % de las células vivas de S. aureus y E. coli, respectivamente (Fig.12).

Tabla 2a. Actividad antibacteriana de variantes peptidicas por procedimiento de difusién radial. La zona de inhibicion
se proporciona en milimetros para los respectivos patdégenos bacterianos.

Péptidos Zona de inhibicién (mm)*

Escherichia coli Staphylococcus aureus P‘:Zgg;.’:ggaas pgﬁﬁ:ﬁ:ﬁe
Cadena 200 - - - -
Cadena 201 16 15 15 14
Cadena 202 - - - -
Cadena 203 16 8 5 10
Cadena 204 18 15 18 15
Cadena 205 6 5 - -
Cadena 206 14 10 - -
Cadena 207 - - - -
Cadena 208 15 12 10 12
Cadena 209 14 11 - 8
Cadena 210 13 10 -
Gentamicina 22 24 24 22

Concentracion de prueba: Gentamicina - 5 pg; Péptidos - 50 ug

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

* Valores de diametro incluyendo los pocillos.

20 Tabla 2b. Actividad antibacteriana de variantes peptidicas por procedimiento de difusion radial. La zona de inhibiciéon
se proporciona en milimetros para los respectivos patdégenos bacterianos.

Péptidos Zona de inhibicion (mm)*
Escherichia coli Staphylococcus Pseudo_monas KIebsieII_a
aureus aeruginosa pneumoniae

Cadena 200 - - - -
Cadena 201 16 15 15 14
Cadena 202 - - - -
Cadena 203 16 8 5 10
Cadena 204 18 15 18 15
Cadena 205 6 5 - -
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(continuacion)

Péptidos Zona de inhibicién (mm)*
Escherichia coli Staphylococcus Pseudo_monas KIebsieII_a
aureus aeruginosa pneumoniae

Cadena 206 14 10 - -
Cadena 207 - - - -
Cadena 208 15 12 10 12
Cadena 209 14 11 - 8
Cadena 210 13 10 - 6
Gentamicina 22 24 24 22

Concentracion de prueba: Gentamicina - 5 og; Péptidos - 50 ug

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

* Valores de diametro incluyendo los pocillos.

Tabla 2c. Actividad antibacteriana de variantes peptidicas por procedimiento de difusién radial. La zona de inhibicion
se proporciona en milimetros para los respectivos patdégenos bacterianos.

Péptidos Zona de inhibicién (mm)*
Escherichia coli Staphylococcus aureus  Pseudomonas Klebsiella
aeruginosa pneumoniae

Cadena 300 - - - -
Cadena 301 12 10 5 10
Cadena 302 12 12 10 -
Cadena 303 12 10 4 -
Cadena 304 14 16 16 11
Cadena 305 15 12 15 11
Cadena 306 12 8 9 -
Cadena 307 19 20 20 17
Cadena 308 19 20 20 18
Cadena 309 11 10 10 11
Cadena 310 17 15 20 16
Cadena 311 13 14 18 13
Cadena 312 - - - -
Cadena 313 8 7 14 -
Gentamicina 22 24 24 22

Concentracion de prueba: Gentamicina - 5 og; Péptidos - 50 ug

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

* Valores de diametro incluyendo los pocillos.
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Tabla 3a. Concentracion inhibitoria minima de diferentes variantes de péptidos probadas contra 4 patégenos
bacterianos. La actividad hemolitica de los péptidos se probd a 128 ug/ml y se presenta el porcentaje de hemdlisis.

Concentracion inhibitoria minima (ug/ml)

Staphylococcus Pseudomonas

Escherichia coli aureus (ATCC  Klebsiella pneumoniae aeruginosa (ATCC % de

(ATCC 25922) 25923) (ATCC 10031) 27853) hemodlisis*
Cadena 100 > 128 > 128 > 128 > 128 0,4
Cadena 101 > 128 > 128 > 128 > 128 4.1
Cadena 102 > 128 > 128 > 128 > 128 5,0
Cadena 103 > 128 > 128 > 128 > 128 0,7
Cadena 104 8 32 16 0,25 0,5
Cadena 105 2 2 1 2 0,2
Cadena 106 > 128 > 128 > 128 64 0,9
Cadena 107 64 > 128 > 128 > 128 0,1
Cadena 108 > 128 > 128 > 128 > 128 0,5
Cadena 109 8 8 8 16 3,8
Gentamicina 1 0,25 0,25 0,25 -
Tetraciclina e 8 2 2 32 -

*Probado a 128 pg/ml

Tabla 3b. Concentracion inhibitoria minima de diferentes variantes de péptidos probadas contra 4 patdgenos
bacterianos. La actividad hemolitica de los péptidos se probd a 128 ug/ml y se presenta el porcentaje de hemdlisis.

Concentracion inhibitoria minima (ug/ml)

Escherichia coli Staphylococcus Klebsiella Pseudomonas ¢, de hemdlisis’
(ATCC 25022) aureus pneumoniae (ATCC aeruginosa
(ATCC 25923) 10031) (ATCC 27853)

Cadena 200 > 128 > 128 > 128 > 128 0,62
Cadena 201 2 4 8 8 0,56
Cadena 202 > 128 > 128 > 128 1 0,56
Cadena 203 32 > 128 > 128 > 128 0,46
Cadena 204 2 16 32 4 0,55
Cadena 205 64 > 128 > 128 > 128 0,60
Cadena 206 16 > 128 > 128 > 128 0,29
Cadena 207 > 128 > 128 > 128 > 128 0,33
Cadena 208 32 > 128 > 128 32 2,01
Cadena 209 64 > 128 > 128 > 128 9,01
Cadena 210 > 128 > 128 > 128 > 128 8,61
Gentamicina 1 0,25 0,25 0,25 -

tetraciclina 8 2 2 32 -

*Probado a 128 pg/ml
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Tabla 3c. Concentracion inhibitoria minima de diferentes variantes de péptidos probadas contra 4 patégenos

ES 2 809 798 T3

bacterianos. La actividad hemolitica de los péptidos se probd a 128 ug/ml y se presenta el porcentaje de hemdlisis.

Concentracion inhibitoria minima (ug/ml)

o ) Staphylococcus Klebsiella Pseudomonas

Escherichia coli aureus pneumoniae (ATCC  aeruginosa

(ATCC 25922) (ATCC 25923) 10031) (ATCC 27853) % de hemdlisis'
Cadena 300 > 128 > 128 > 128 > 128 6,81
Cadena 301 64 > 128 > 128 64 0,24
Cadena 302 > 128 128 > 128 16 0,44
Cadena 303 64 > 128 > 128 > 128 0,22
Cadena 304 16 32 64 8 0,34
Cadena 305 128 64 64 16 0,43
Cadena 306 8 2 > 128 64 0,04
Cadena 307 8 4 16 1 0,22
Cadena 308 1 4 4 2 0,32
Cadena 309 32 32 64 8 0,09
Cadena 310 4 8 16 1 3,69
Cadena 311 16 32 32 8 1,18
Cadena 312 > 128 > 128 > 128 > 128 4,87
Cadena 313 32 > 128 > 128 64 5,40
Gentamicina 1 0,25 0,25 0,25 -
tetraciclina 8 2 2 32 -

*Probado a 128 pg/ml

Tabla 4a: Concentracion inhibitoria minima de variantes peptidicas determinada por el procedimiento de
microdilucion.

Bacterias*® Cepas Cadena 104 Cadena 105 Cadena 109
Escherichia coli
1 4 1 16
2 4 4 4
3 4 1 4
4 4 1 4
5 4 2 4
Klebsiella pneumoniae
1 8 4 16
2 4 2 8
3 8 4 8
4 16 4 16
5 4 2
Pseudomonas aeruginosa
1 4 4 16
2 2 4 16
3 4 4 16
4 2 4 16
5 1 4 8
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Bacterias* Cepas Cadena 104 Cadena 105 Cadena 109
Serratia marcescens
1 > 128 128 > 128
2 > 128 128 > 128
3 > 128 128 > 128
4 > 128 128 > 128
5 128 128 64
Proteus mirabilis
1 > 128 > 128 > 128
2 32 32 64
3 128 64 64
4 > 128 > 128 > 128
5 > 128 > 128 > 128
Enterobacter cloacae
1 4 2 4
2 4 2 8
3 8 2 8
4 4 2 8
5 2 1 4
Staphylococcus aureus
1 4 2 2
2 2 2 4
3 4 2 2
4 2 2 2
5 4 2 2
Streptococcus pneumoniae
1 4 4 16
2 2 2 8
3 1 2 2
4 4 4 8
5 1 2 8
Acinetobacter baumannii
1 16 4 -
2 8 4 -
3 8 4 -
4 4 2 -
5 8 4 -
Acinetobacter johnsonii
1 8 4 -

* Los valores de CMI se determinan mediante el procedimiento de microdilucién utilizando el caldo de Muller-
Hinton ajustado en cationes en presencia del 0,02 % de BSA y del 0,2 % de acido aceético.
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Tabla 4b: Concentracién inhibitoria minima de variantes peptidicas determinada por el procedimiento de
microdilucion.

Bacterias* Cepas Cadena 201 Cadena 204
Escherichia coli
1 16 8
2 1 1
3 1 1
4 1 1
5 1 1
Klebsiella pneumoniae
1 2 8
2 2 4
3 4 16
4 4 4
5 2
Pseudomonas aeruginosa 1 4 4
2 4 16
3 4
4 2
5 2 4
Serratia marcescens
1 64 > 128
2 64 > 128
3 64 128
4 64 > 128
5 128 > 128
Proteus mirabilis
1 > 128 > 128
2 32 32
3 64 64
4 > 128 > 128
5 > 128 > 128
Enterobacter cloacae
1 1 4
2 2 8
3 2 4
4 2 8
5 1 2
Staphylococcus aureus ] 1 1
2 1 2
3 1 2
4 1 1
5 1 1
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(continuacion)

Bacterias* Cepas Cadena 201 Cadena 204

Streptococcus pneumoniae

a b~ WON -
A AN b~ O

H A A A

Acinetobacter baumannii

a ~ WO N =
& A~ A A b

& A~ A A b

Acinetobacter johnsonii

* Los valores de CMI se determinan mediante el procedimiento de microdilucién utilizando el caldo de Muller-
Hinton ajustado en cationes en presencia del 0,02 % de BSA y del 0,2 % de acido acético.
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Tabla 5a: Concentraciéon minima inhibitoria de variantes peptidicas probadas contra cepas clinicas de levadura

Hongos Cepas Cadena 104D Cadena 105D Cadena 109D
Candida albicans 1 8 32 128
2 8 16 128
3 8 32 128
4 8 32 128
5 8 32 128
C.glabrata 1 8 16 128
2 8 16 128
3 8 8 16
4 16 32 64
C. parapsilosis 1 4 8 128
2 4 8 128
3 4 8 128
4 2 4 8
C.quillermondiae 1 4 8 128

Tabla 5b: Concentraciéon minima inhibitoria de variantes peptidicas probadas contra cepas clinicas de levadura

Hongos Cepas Cadena 201D Cadena 204D

Candida albicans

-

=N
o O 00 0 O 0 0 O
o H» 00 00 0O O 00

C. glabrata

3
32

»
SN
N

C. parapsilosis

= R WON 2B OON-~ O ODN -

o O O 0 0
A 00 0 b

C.quillermondiae
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de variantes peptidicas contra cepas sensibles y resistentes a
antibiodticos de S. aureus y actividad sinérgica con Ertapenem.

S. aureus COL + 4 ug/ml de

Compuesto S. aureus RN4220 S. aureus COL (MRSA) Ertapenem
104 > 64 pg/ml > 64 pg/ml 0,25 pg/mi
104D 64 pg/mi 32 pg/ml 4 ug/ml
105 > 64 ug/ml > 64 ug/ml 0,5 ug/ml
105D 16 ug/mi 8 pg/mi 2 pg/ml
201 64 pg/mi 64 pg/mi 0,5 ug/ml
201D 2 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml
308 > 64 ug/ml > 64 ug/ml 0,5 ug/ml
308D 4 ug/ml 4 ug/ml 1 pg/ml
310 > 64 ug/ml > 64 ug/ml 0,06 ug/mi
310D > 64 ug/ml > 64 ug/ml <0,03 ug/mi

* D - D-Aminoacidos.
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Arg

125

Leu

Ala

Val

Tyr

Asp

Thr

Leu

Val

Asp

Arg

110

Ala

Leu

Lys

Gln

Ala

15

Asn

Ser

Phe

Tyr

Lys

95

Met

Thr

Arg

Trp

Glu
175

Leu

Leu

Lys

Arg

Thr

80

Gly

Ser

Tyr

Ala

Gln

160

Trp



Glu

Phe

Pro

Ala

225

Met

Ile

Gly

Leu

val

305

Lys

Phe

Tyr

Asn

Leu

385

His

Phe

Leu

Leu

Glu

210

Ser

Asp

Leu

Gln

Asn

290

val

Ser

Thr

His

Ala

370

Asp

Ala

Ala

Leu

Phe

185

Thr

Glu

Glu

Arg

Gln

275

Ser

Glu

Leu

Vval

Leu

355

Thr

Ser

Lys

Arg

Glu

180

Tyr

Glu

Val

Ser

Glu

260

Ser

Tyr

Arg

Phe

Ile

340

Ala

Phe

Arg

Tyr

Leu
420

Val

Thr

Gly

Thr

Lys

245

Val

Asn

Ile

Ile

Glu

325

Asp

Cys

His

Thr

Asn

405

Tyr

ES 2 809 798 T3

Glu

Tyr

Lys

Ser

230

Leu

Thr

Leu

Ala

Ser

310

Glu

Ala

Glu

Arg

Ile

390

Gln

Pro

Glu

Ala

Lys

215

Val

Val

Ser

Leu

Val

295

Glu

Thr

Cys

Met

Glu

375

Ser

Val

Pro

Met

Ser

200

Glu

Ser

Tyr

Leu

Ser

280

Leu

vVal

Gly

Gly

Trp

360

Asn

Asp

Asp

Ala

Arg

185

His

Leu

Pro

Ser

Leu

265

Ser

Ser

vVal

Thr

Met

345

Gln

Pro

Cys

Glu

Ser
425

31

Pro

Thr

Glu

Val

Leu

250

Asp

Val

Ala

val

Ser

330

Met

Arg

Leu

Trp

Ala

410

Leu

Asp

Thr

Gly

Ser

235

Pro

Arg

Gln

His

Gly

315

Val

Glu

Trp

Lys

Ser

395

Met

Phe

Thr

Ser

Lys

220

Glu

Thr

Ile

Ile

Cys

300

Thr

Asn

His

Leu

Ala

380

Ala

Lys

Asn

Asn

Ser

205

Ala

Pro

Ser

Lys

Asn

285

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

365

Lys

Met

Leu

Ser

Thr

190

Lys

Glu

Pro

Ser

Ser

270

Ser

Ser

Glu

Tyr

Pro

350

Leu

Glu

Ile

vVal

Leu
430

Met

Ala

Glu

Glu

Gln

255

Asp

Lys

Ser

Asn

Thr

335

Asp

vVal

Ile

Arg

His

415

Thr

Ala

val

Arg

Pro

240

Ala

Gln

Leu

Gln

Pro

320

Cys

Thr

Glu

Gly

Leu

400

Glu

Phe



10

15

20

Glu Pro Ser Ser Thr
435

Gln Glu Ile Ser Pro
450

Arg Gly Arg Asp Ile
465

Thr Leu Gln Phe Arg
485

Leu Glu Thr Arg Pro
500

Ser Tyr Glu His Gln
515

Asp Leu Phe Thr Ser
530

Arg Thr Ser Ser Arg
545

<210> 2

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2
catatgagac tagtagctca tcctgttcct gatge

<210> 3

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3

ES 2 809 798 T3

Ser

Leu

Ser

470

Ala

Lys

Leu

Arg

gtcgacttat taacgagatg acgtcctctg ctgtacg

<210> 4
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> péptido

<400> 4

Ser

Phe

455

Arg

Val

Asp

Gln

Gln
535

Ser

440

Ser

Ile

Gln

Leu

Pro

520

Ala

Ser

Ser

Gln

Ile

Ala

505

Lys

Ala

32

Leu

Thr

Asn

Leu

490

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

475

His

Leu

Pro

Asn

35

37

Pro

Leu

460

Met

Leu

Ser

Lys

Arg
540

Arg

445

Thr

Ser

Arg

Trp

Ser

525

Ile

Lys

His

Gln

Leu

Leu

510

Leu

Val

Gly

Ser

Asp

Val

495

Leu

Gln

Gln

Val

Ile

Pro

480

Glu

Lys

Gly

Gln
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Asp Cys Trp Ser Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Tyr Asn Gln Val

1 5 10

<210>5

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido

<400> 5

Asn Arg Ile Val Gln Gln Arg Thr Ser Ser Arg
1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido

<400> 6
Tyr Asp Lys Gly Phe Gly Leu Phe Lys Lys Met
1 5 10

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (101)

<400> 7

Lys Ile Arg Leu His Arg Lys Arg Leu Arg Lys
1 5 10

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (102)
<400> 8

Lys Lys Arg Leu His Arg Lys Arg Leu Arg Lys
1 5 10

<210>9

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido (103)

<400> 9

33
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Lys Leu Arg Leu His Ala Lys Arg Leu Arg Lys
1 5 10

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (104)

<400> 10

Arg Lys Trp Arg Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Arg Leu Arg Lys
1 5 10 15

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido (105)

<400> 11

Arg Lys Trp Arg Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Trp Leu Arg Lys
1 5 10 15

<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (106)

<400> 12

Trp Ile Arg Leu His Trp Lys Arg Leu Arg Lys
1 5 10

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (107)

<400> 13

Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Leu Trp
1 5 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (108)

<400> 14
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Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Arg Lys Leu Trp
1 5 10

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (109)

<400> 15

Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Trp Lys Leu Trp
1 5 10

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (110)

<400> 16

Lys Leu Lys Arg Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Lys Arg Leu Lys
1 5 10 15

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (111)

<400> 17

Lys Leu Lys Arg Ala Met TIle Arg Leu His Ala Lys Lys Trp Arg Trp
1 5 10 15

<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (112)
<400> 18

Arg Leu Lys Arg Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Lys Trp Arg Trp
1 5 10 15

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (113)

<400> 19

35
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Arg Trp Trp Arg Ala Met Ile Arg Leu His Ala Lys Lys Trp Arg Trp
1 5 10 15

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (114)

<400> 20

Trp Trp Arg Leu His Ala Ala Lys Lys Ile Leu
1 5 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (115)

<400> 21

Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Cys Trp
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (116)
<400> 22

Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Phe Trp
1 5 10

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (117)

<400> 23

Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Ile Trp
1 5 10

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (118)

<400> 24
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Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Arg Trp

1 5 10
<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (119)
<400> 25
Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Trp Arg
1 5 10
<210> 26
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (120)
<400> 26
Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Lys Lys Trp Trp
1 5 10
<210> 27
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (121)
<400> 27
Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Leu Lys Leu Trp
1 5 10
<210> 28
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (122)
<400> 28
Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Arg Lys Arg Trp
1 5 10
<210> 29
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (123)

<400> 29
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Trp Trp Arg Leu His Ala Lys Trp Arg Trp Arg
1 5 10

<210> 30

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (124)

<400> 30

Trp Trp Arg Leu His Ala Arg Lys Arg Trp Trp
1 5 10

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (125)

<400> 31

Trp Trp Arg Leu His Ala Trp Lys Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (201)

<400> 32

Lys Trp Ile Val Trp Arg Trp Arg Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (202)
<400> 33

Asn Arg Ile Val Gln Gln Arg Thr Ser Ser Arg
1 5 10

<210> 34

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (203)

<400> 34

38



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 809 798 T3

Arg Arg Ile Val Lys Leu Arg Trp Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 35

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (204)

<400> 35

Arg Arg Leu Ile Trp Arg Arg Phe Lys Trp Leu Arg
1 5 10

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (205)

<400> 36

Lys Arg Ile Val Arg Trp Arg Thr Arg Lys Arg
1 5 10

<210> 37

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (206)

<400> 37
Lys Arg Ile Val Arg Trp Arg Trp Arg Lys Arg
1 5 10

<210> 38

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (207)

<400> 38
Lys Arg Ile Val Arg Trp Arg Lys Leu Lys Arg Lys
1 5 10

<210> 39

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (208)

<400> 39
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Trp Arg Ile Leu Arg Trp Arg Lys Leu Lys Arg
1 5 10

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (209)

<400> 40

Trp Arg Ile Val Arg Trp Arg Lys Leu Lys Arg
1 5 10

<210> 41

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (210)

<400> 41

Trp Arg Ile Val Gln Trp Arg Lys Leu Lys Arg
1 5 10

<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (211)

<400> 42

Lys Arg Ile Val Arg Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (212)

<400> 43
Lys Arg Trp Arg Lys Trp Arg Leu Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena (213)

<400> 44
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Asn Arg Ile Val Leu Leu Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (214)

<400> 45

Asn Arg Ile Val Lys Lys Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (215)

<400> 46

Arg Lys Ile Val Lys Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 47

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (216)

<400> 47

Arg Lys Ile Val Trp Trp Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (217)

<400> 48

Arg Leu Ile Val Arg Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (218)

<400> 49

Arg Arg Ile Val Arg Lys Lys Thr Phe Lys Arg
1 5 10
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<210> 50
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (219)
<400> 50
Arg Arg Ile Val Trp Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10
<210> 51
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (220)
<400> 51
Arg Trp Ile Val Gln Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10
<210> 52
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (221)
<400> 52
Arg Val Ile Val Arg Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10
<210> 53
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (222)
<400> 53
Trp Lys Ile Val Lys Lys Arg Thr Arg Arg Arg
1 5 10
<210> 54
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (223)
<400> 54
Trp Arg Ile Val Arg Arg Arg Thr Phe Lys Arg
1 5 10
<210> 55
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<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (301)

<400> 55

Ile Ile Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (302)

<400> 56

Ile Leu Lys Arg Trp Trp Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (303)

<400> 57

Ile Trp Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (304)

<400> 58
Ile Trp Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Trp
1 5 10

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (305)

<400> 59
Arg Leu Lys Trp Phe Trp Leu Arg Lys Leu Lys
1 5 10

<210> 60
<211> 11
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (306)

<400> 60

Arg Leu Lys Arg Trp Arg Leu Phe Arg Lys Arg
1 5 10

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (307)

<400> 61

Arg Leu Lys Trp Phe Trp Leu Phe Arg Lys Arg
1 5 10

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (308)

<400> 62

Arg Leu Lys Trp Phe Leu Leu Phe Arg Lys Arg
1 5 10

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (309)

<400> 63

Trp Arg Lys Trp Phe Trp Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210> 64

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (310)

<400> 64

Lys Arg Lys Trp Arg Trp Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10

<210> 65

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> péptido (311)

<400> 65

Lys Leu Lys Trp Phe Trp Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210> 66

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (312)

<400> 66

Lys Leu Lys Lys Phe Lys Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210> 67

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (313)

<400> 67

Arg Leu Lys Arg Phe Arg Leu Phe Arg Lys Arg Lys
1 5 10

<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (314)

<400> 68

Lys Arg Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210> 69

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (315)

<400> 69

Arg Leu Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10

<210>70

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> péptido (316)
<400> 70

Arg Arg Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Met
1 5 10

<210> 71

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (317)

<400> 71

Arg Arg Lys Arg Phe Arg Leu Phe Arg Arg Lys
1 5 10

<210>72

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (318)

<400> 72

Arg Trp Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10

<210>73

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (319)

<400> 73

Arg Trp Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Trp
1 5 10

<210> 74

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (320)

<400> 74

Trp Lys Lys Gly Phe Gly Leu Phe Lys Lys Met
1 5 10

<210>75

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (321)
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<400> 75
Trp Lys Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10
<210> 76
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (322)
<400> 76
Trp Leu Arg Arg Phe Arg Leu Phe Arg Arg Leu
1 5 10
<210> 77
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (323)
<400> 77
Arg Leu Lys Arg Phe Leu Leu Phe Arg Lys Arg Leu
1 5 10
<210>78
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido (324)
<400> 78
Lys Arg Lys Trp Phe Trp Leu Phe Lys Lys Leu
1 5 10
<210>79
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido (325)

<400> 79

Lys Leu Lys Arg Phe Arg Leu Phe Lys Lys Arg
1 5 10
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido antimicrobiano que comprende las SEQ ID NO: 55, 58, 59 o 61 a 65.
2. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una actividad contra hongos o levaduras.
3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una actividad contra las bacterias.

4. Un péptido tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en terapia, en particular,
para su uso como agente antimicrobiano.

5. Un procedimiento in vitro de destruccion o inhibicién del crecimiento de microbios, que comprende una etapa de
tratar dichos microbios con un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el péptido presenta una actividad contra bacterias u
hongos o tanto bacterias como hongos.

7. El péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso como un medicamento.

8. Uso del péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 como aditivo de piensos, conservante o
tensioactivo.
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Fig. 6a
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Fig. 6b

55



ES 2 809 798 T3

Gentamicina—

-5 pgs

Péptidos 50 ug

PSEUAGINGHEGS BErUGn

«

ah

ihsi

ella

vioraTu

preyrnonize ATCC 1003 Gentamicina

R,
.

@ e
~ S35

ERUH

SR,

Péptidos

Péptidos

50 ug

L S,

S0 ug

56




ES 2 809 798 T3

Aspergifos Howes DSAT 1358

Péptidos: 20 ug; Anfotericina B 20 g

Fig. 7a

Péptidos: 20 ug; Anfotericina B 20 ng

Fig. 7b

57



ES 2 809 798 T3

Escherichia coli ATCC 25922
\\\\\\\\\QQ\{\\&\Q&%\‘}%‘:&-‘:&\

BTN

> S
R

inosg ATCC 27853 Staphylococcus aureus ATCC 25923

e wc e e

3 v N
} \\\\ N \
% RN \Qs
N N
N RE
N R
N N
§ §§:‘.\‘.‘\\§§
N N
X .
N Rt
N N
N N
§ N
N RN
N N
\ .
N i
N NN

Escherichia coli ATCC 25922
“3\\\\§\%\\§\\\\\\\\\¥\‘\\\\\\\\\\\\§§\%&§§§§\§§1\& e -

X " \ \\\ o
N
\ N
RN
2N
RN N \- 3
\ \\\\;
NSRRI

phylococcus aureus ATCC 25923

Sta

Fig. 8a

58



ES 2 809 798 T3

R N A e e "
T HHHHs LR
R s R \\\x\;\*\

NN ) ‘
3 D \ N
X
. g
R R N \.\. ‘
HaN A .\t\' DR
SRR N

W RATLLTRRLN \\\\&\\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\E{\\\\\\\\\ """"""" LR \ NN .\-‘\‘- NN RN X\

Escherichia coli ATCC 25922 Klebsielig pneumoniae ATCC 10031
WWE&&Wsﬁﬁn»\.\.\tt-‘n‘“.‘.t”.‘.? NN \\\&\\\\\\\\\_\\\ NP RN R
T N

S

. MbMMUTORkxi
\\ %
ATRAR
\ SN
8 R N
BN
N
S ) 3 3 MEWE §
; ; N
N
N
\\ | R
N A
R . ‘\§\\S: R
R R «{_{-\_;3 \
&\ T R R \5\\\\\\%\\\\:\\\&

SN X SRR SN
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Staphylocaccus aureus ATCC 25923

R

DERRRREY R N N N
eu
DR

Q

N
&

N §\§

RN
i
3

N \\\\ Nk
N 3N

§ RN

N

§\ RN RS \\
N SENEIRY

Escherichia coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
N\ NN
NN § N

\ N\
. Q | R R \ N

NN R I
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fig. 8b

59



ES 2 809 798 T3

e e
T T T A \§\\\\.:\\~\\

N N X \§\
N N R
N HIK NK ._Q\\\\
RN N RN 3
N 2 RN
N X BTN
X
\\} \\t\ R
N X
N NN
= W N N
DR
N
\\
N
AN N
AR 3
N \\‘§
IR N

Klehsiefla pneumonige ATCC 10031

R T N

SRR
RN X

N ' N
3% RN NIRRT R 3
R
N N QYN
N X NS NS \
NN N
N R N R
R R N
N
\\\\ N :§\§ DR
3 N
R \
R )
' NN
N N
R
N N
N
N
N Q ""\ 3
N R N \ N
NR R N \ N

Psevdomonas aeruginosa ATCC 27853

N
§ \ N X X \ \:
§ N NN

MR
N NN
\\\- R
) ...‘:?:\‘&
R N \

NIRRT
ebsiefla pneumoniage ATCC 10031

\ Escherichia coli ATCC 25922

Ay R T
TR R T
= \x

. \\ . “\\

\§E?‘:‘- TR
N
N R
3 R
N

\ N

N D

DR
Sy §.‘

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fig. 8c

60



E
S
2
8
09 7
9
8
T
3

N\

\
\\\

\
\

61



ES 2 809 798 T3

Fig. 9c
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