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DESCRIPCION
Péptido antibiotico derivado de plantas rico en glicina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo péptido extraido de las semillas de guayaba (Psidium guajava), que
posee actividad bactericida, especialmente contra bacterias gram negativas que se sabe que provocan infecciones
urinarias, hospitalarias y del tracto intestinal (Profeus sp. y Klebsiella sp.). El péptido posee la secuencia de
aminoacidos RESPSSRMEC YEQAERYGYG GYGGGRYGGG YGSGRGQPVG QGVERSHDDN RNQPR, y
pertenece a la clase de proteinas ricas en glicina con un peso molecular aproximado de 5 kDa.

Antecedentes de la invencion

En las ultimas dos décadas ha habido un aumento significativo de la resistencia bacteriana a antibioticos sintéticos
disponibles en el mercado. Las bacterias gram negativas de la familia Enterobacteriaceae, tales como Klebsiella sp.
y Proteus sp., que eran anteriormente susceptibles a medicinas son en la actualidad la principal causa de
infecciones hospitalarias en varios paises en desarrollo (Mendes, 2000). En consecuencia, se ha presentado un
aumento de la tasa de mortalidad de pacientes inmunodeprimidos infectados con estas bacterias. En respuesta a
este problema, se han aislado varios compuestos de origen proteico que tienen actividad antimicrobiana de
diferentes especies de plantas, mamiferos y microorganismos (Campos et al., 2006; Bevins, 2006).

Varias proteinas vegetales han demostrado actividad contra bacterias y hongos (Selitrenikkoff, 2001). Normalmente
tienen un papel preponderante en la defensa de la planta, protegiéndola de patégenos ambientales. Estas proteinas
se han clasificado dentro de diversos grupos y familias de acuerdo con sus similitudes estructurales y funcionales.
Estas incluyen ciclétidos, defensinas, y-tioninas, Proteinas Transportadoras de Lipidos (LTP), lectinas, inhibidores de
enzimas digestivas y diversas otras (Selitrenikkoff, 2001, Pelegrini y Franco, 2005; Franco et al., 2002; Pelegrini et
al., 2006).

Las proteinas ricas en glicina (o GRP) consisten en un nuevo grupo de moléculas de defensa vegetal que se ha
descrito que tienen actividad antimicrobiana. Se caracterizaron inicialmente como proteinas de almacenamiento,
usandose como fuentes esenciales de aminoacidos (Mousavi, 2005). Estudios anteriores han indicado la actividad
de proteinas ricas en glicina en la adaptacion al frio y en tolerancia creciente a temperaturas bajas, que actuan como
factores de union a ARN (Shinozuka, 2006). Ademas, se ha demostrado que la expresion de su ARNm
correspondiente aumenta en plantas expuestas a temperaturas bajas (Shinozuka, 2006). Ademas, se ha observado
que las proteinas ricas en glicina pueden alterar la germinacion y el crecimiento de plantas en condiciones de
tension, tales como altas concentraciones salinas o deshidratacion (Kwak, 2005). Estudios anteriores indicaron que
ocho proteinas ricas en glicina aisladas de semillas de Triticum kiharae no demostraron actividad antimicrobiana
contra bacterias pero mostraron, sin embargo, actividad contra hongos filamentosos, tales como Helminthosporium
sativum y Fusarium culmorum (Egorov, 2005). Las GRP pueden caracterizarse por su alto porcentaje de restos de
glicina y su secuencia primaria pero, sin embargo, esta varia con cada planta y organismo (Mousavi, 2005). Las
proteinas ricas en glicinia pueden clasificarse dentro de tres grupos diferentes de acuerdo con su contenido de
glicina. El primer grupo contiene proteinas que presentan mas del 70% de restos de glicina en la secuencia de
aminoacidos, tales como GRP de tomate y plantas de sal (Ringli, 2001). También hay un tercer grupo que incluye
proteinas de alto contenido en glicina pero que no tienen dominios especificos (Ringli, 2001). Las proteinas de este
grupo son normalmente hidréfobas en lugar de hidrdéfilas provocandose posiblemente este rasgo por la presencia de
tirosina y fenilalanina (Ringli, 2001). La estructura secundaria de las GRP no se ha estudiado completamente pero
las investigaciones preliminares indican que puede ser predominantemente rica en laminas § (Matsui, 1995).

Investigaciones previas indican que se encuentran genes de proteinas ricas en glicina principalmente en tejidos
vasculares, mas especificamente en el xilema (Ryser, 1992; Keller, 1988; Keller, 1989), a pesar de que también se
han encontrado en hipocétilos y pistilos (Ye, 1991). La expresion de genes de GRP parece estar ligada a la
induccion por tension e influida por cambios ambientales, tales como heridas, tratamiento hormonal, temperaturas
bajas y deshidratacion (Keller, 1988; de Oliveira, 1990; Bergeron, 1994; Keister, 1995; Laberge, 1993; Condit; 1987).

Este trabajo tiene el objetivo de purificar y caracterizar una proteina antimicrobiana de semillas de guayaba
(PgAMP1) similar a proteinas ricas en glicina. Se demostré que esta proteina era capaz de inhibir el crecimiento de
dos bacterias gram negativas, ambas reconocidas como causantes de infecciones hospitalarias, asi como
infecciones urinarias y gastrointestinales. Este es el primer informe de una proteina del grupo de proteinas ricas en
glicina que demuestra actividad contra bacterias patégenas humanas.

La proteina PgAMP1 identificada de la presente investigacion y objeto de la presente invencion demostré ser capaz

de inhibir el crecimiento de dos bacterias gram negativas (Proteus sp. y Klebsiella sp.) y la secuencia de 55
aminoacidos permitid su clasificacion como un miembro de las proteinas ricas en glicina.
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La busqueda de referencias anteriores desvelé documentos que describian la actividad antibacteriana de aceites
esenciales o extractos (acuosos, hidroalcohdlicos, etandlicos, metabdlicos y/o cloroférmicos) de Psidium guajava
contra diferentes especies bacterianas (véase Tabla 1, posterior). Se usaron diferentes partes de la planta para
obtener los extractos, principalmente las hojas y la corteza del tallo. No hay informes del uso de semillas de P.
guajava para obtener compuestos que tengan actividad antibacteriana.

Tabla 1: Microorganismos e informes respectivos de actividad antibacteriana en extractos o aceites esenciales de
Psidium guajava.

Especie

Referencias

Actinomyces sp.

Razak et al. (2006).

Bacillus anthracis

Akinpelu y Onakoya (2006).

Bacillus cereus

Akinpelu y Onakoya (2006); Arima y Danno (2002).

Bacillus subtilis

Akinpelu y Onakoya (2006); Karawya et al. (2001); Martinez et al. (1997); Rabe y van
Staden (1997); Sanches et al. (2005).

Clostridium Akinpelu y Onakoya (2006).
sporogenes
Corynbacterium | Akinpelu y Onakoya (2006).
pyogenes

Escherichia coli

Abdelrahim et al. (2002); Akinpelu y Onakoya (2006); Carvalho (2002); Chah et
al. (2006); Martinez et al. (1997); Rivera de Leodn et al. (2001); Vieira et al. (2001);
Voravuthikunchai et al. (2004).

Klebsiella Abdelrahim et al. (2002); Akinpelu y Onakoya (2006); Rivera de Ledn et al. (2001).
pneumoniae
Mycobacterium Karawya et al. (2001).
phlei
Propionibacterium | Qadan et al. (2005).
acnes

Proteus mirabilis

Gongalves et al. (2005); Karawya et al. (2001).

Proteus morganii

Karawya et al. (2001).

Proteus spp.

Carvalho (2002); Chah et al. (2006).

Proteus vulgaris

Abdelrahim et al. (2002); Karawya et al. (2001).

Pseudomonas Abdelrahim et al. (2002); Akinpelu y Onakoya (2006); Carvalho (2002); Chah et al. (2006);
aeruginosa Gnan y Demello (1999); Martinez et al. (1997); Rivera de Leodn et al. (2001).
Pseudomonas Akinpelu y Onakoya (2006).
fluorescens
Salmonella Arima y Danno (2002).
enteritidis
Salmonella Lutterodt et al. (1999).
paratyphi

Salmonella spp.

Carvalho (2002).

Salmonella typhi

Lutterodt et al. (1999).

Salmonella Gnan y Demello (1999); Lutterodt et al. (1999)
typhimurium
Shigella Akinpelu y Onakoya (2006); Ali et al. (1997); Ali et al. (1996); Lutterodt et al. (1999)
dysenteriae
Shigella flexneri Lutterodt et al. (1999).
Shigella sonnei Lutterodt et al. (1999).
Shigella spp Carvalho (2002); Chah et al. (2006).
Staphylococcus | Abdelrahim et al. (2002); Akinpelu y Onakoya (2006); Betoni et al. (2006); Chah et al.
aureus (2006); Gnan y Demello (1999); Gongalves et al. (2005); Jaiarj et al. (1999); Lutterodt ef al.
(1999); Martinez et al. (1997); Nascimento et al. (2000); Qadan et al. (2005); Rabe y van
Staden (1997); Rivera de Ledn et al. (2001); Sanches et al. (2005); Vieira et al. (2001).
Streptococcus Gnan y Demello (1999); Qadan et al. (2005); Rabe y van Staden (1997).
epidermidis
Streptococcus Akinpelu y Onakoya (2006).
faecalis
Streptococcus Razak et al. (2006).
mitis
Streptococcus Gnan y Demello (1999); Gongalves et al. (2005)
pyogenes
Streptococcus Razak et al. (2006).
sanguinis

Vibrio cholerae

Lutterodt et al. (1999).
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Los documentos encontrados cuando se investigan antecedentes también confirmaron que no hay consenso con
respecto a la especie para la que los extractos de P. guajava mostraron actividad inhibidora. Algunos estudios
indicaron, por ejemplo, actividad antimicrobiana de P. guajava en bacterias de los géneros Proteus (Aldelrahim et
al., 2002; Carvalho, 2002; Chah et al., 2006; Gongalves et al., 2005; Karawya et al., 2001) y Klebsiella (Abdelrahim
et al., 2002; Akinpelu y Onakoya, 2006; Rivera de Ledn et al., 2001), mientras que otros (Rabe y van Staden, 1997;
Gnan y Demello, 1999; Nascimento et al., 2000) no identificaron ninguna actividad en estas bacterias. Por lo tanto, la
determinacion de la composiciéon de los extractos (de acuerdo con el origen del material vegetal o los disolventes
usados en la extraccion, por ejemplo) demostro ser un factor importante al verificar la actividad antibacteriana de P.
guajava.

Algunos de los compuestos de los extractos que se ha identificado que tienen actividad antimicrobiana incluyeron
flavonoides, tales como guaijaverina, quercetina (Arima y Danno, 2002 y Rabe y van Staden, 1997), morin-3-O-a-L-
lixo-piranésido y morin-3-O-a-L-arabo-piranésido (Arima y Danno, 2002; documento JP2004250406); triterpenos,
tales como o y B-amirina (Sanches et al.,, 2005); sesquiterpenos tales como cariofileno, aromadendreno, o y B-
selineno o B-bisaboleno (Karawya et al., 2001); esteroles tales como B-sitosterol (Sanches et al., 2005) y taninos
(Akinpelu y Onakoya, 2006). Ninguno de estos trabajos, sin embargo, describe el péptido PgAMP1 o ninguna otra
proteina rica en glicina derivada de P. guajava.

Las proteinas ricas en glicina son conocidas por su actividad antimicrobiana (Egorov ef al., 2005; Park et al., 2000;
van Kan et al., 2001; documentos CN1699409; CN1699416; EP1693381), pero hay, no obstante, pocos estudios que
se refieran a una accion especifica contra bacterias (Park et al., 2000; van Kan et al.; 2001; documento EP1693381).

Park et al. (2000) describen dos nuevos péptidos aislados de Capsella bursa-pastoris que presentan actividad
inhibidora contra bacterias gram negativas. Van Kan et al. (2001) describe la acciéon de clavanina A en la bacteria
Micrococcus flavus.

La solicitud de patente europea EP1693381 describe varias secuencias de proteinas ricas en glicina que muestran
actividad antibacteriana. Los péptidos descritos en este trabajo tienen pesos moleculares por debajo de 10 kDa y
derivan de diversos organismos que varian del hombre a (Saccharomyces cerevisiae). Debido a su actividad
antibiotica, los inventores proponen el uso de estos péptidos en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades
infecciosas provocadas por bacterias y, mas especificamente, en los casos en los que los organismos patégenos
han desarrollado resistencia a los antibiéticos habitualmente prescritos. Para confirmar la actividad antibacteriana de
estas secuencias, los inventores adelantaron experimentos que implicaban a los péptidos descritos y las especies
Escherichia coliy Bacillus subtfilis.

Deberia observarse que la presente invencion representa un avance tecnoldgico considerando que a pesar de la
existencia de informes acerca de la actividad antibacteriana de proteinas ricas en glicina, ninguno de estos
documentos describe un péptido que derive de P. guajava o que muestre accion contra las bacterias de los géneros
Proteus sp. y Klebsiella sp.

Descripciéon resumida de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo péptido extraido de semillas de guayaba (Psidium guajava), que posee
actividad bactericida, especialmente contra bacterias gram negativas que se sabe que provocan infecciones
urinarias, hospitalarias y del tracto intestinal, (Proteus sp. y Klebsiella sp.).

El péptido posee la secuencia de aminoacidos RESPSSRMEC YEQAERYGYG GYGGGRYGGG YGSGRGQPVG
QGVERSHDDN RNQPR y pertenece a la clase de proteinas ricas en glicina con un peso molecular de
aproximadamente 5 kDa.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un péptido rico de glicina antibiético con actividad antimicrobiana
que comprende la secuencia de aminoacidos idéntica expuesta a continuacion:
RESPSSRMECYEQAERYGYGGYGGGRYGGGYGSGRGQPVGQGVERSHDDNRNQPR.

La cadena peptidica de longitud completa o partes de la misma del péptido antibidtico de la presente invencion
puede comprender los aminoacidos o-D y/o a-L.

La presente invencion también se refiere a composiciones antibidticas para tratamiento humano, veterinario y
vegetal. Las composiciones deberian incluir al menos un péptido objeto de la presente invencién, asi como un
excipiente farmacéuticamente adecuado o vehiculo agricolamente aceptable. Como alternativa, el péptido puede
usarse en la transformacion de organismos con la intencién de aportar resistencia a ciertos patdégenos, asi como
otras ventajas adaptativas, asi como caracteristicas fenotipicas de multiple interés.
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En consecuencia, la presente invencion se refiere a una composicién para inhibir el desarrollo de una célula de
Proteus sp. o una célula de Klebsiella sp., que comprende:

(a) al menos un péptido antibiético de acuerdo con la presente invencion,
(b) opcionalmente uno o mas péptidos antibiéticos que tienen actividad antimicrobiana; y
(c) un excipiente farmacéutico adecuado.

La composicion puede ser adecuada para usos humanos, veterinarios o farmacéuticos.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion para detener fitopatégenos y para proteger plantas
contra patdgenos, que comprende:

(a) al menos un péptido antibiético de acuerdo con la presente invencion, y
(b) un vehiculo agricolamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: A) Cromatografia en Red-Sepharose CI-6B del extracto en bruto de semilla de guayaba (P. guajava). La
flecha negra indica la eleccion inicial de las proteinas conservadas usando Tris-HCI que contiene NaCl 3,0 M. B)
Perfil de la cromatografia de fase inversa de HPLC (Vydac C18-TP) de las fracciones retenidas en la Red-Sepharose
generadas a partir de la semilla de guayaba (P. guajava). La linea diagonal indica el gradiente de acetonitrilo lineal.
Ademas, la grafica en la esquina derecha representa la nueva cromatografia de la fraccion proteica en la misma
columna.

Figura 2: SDS-PAGE de Pg-AMP1 (linea 2, flecha). La linea 1 corresponde a un marcador molecular.

Figura 3: A) Secuencia de aminoacidos de Pg-AMP1. N indica el extremo N terminal y C indica el extremo C
terminal. B) Alineamiento de Pg-AMP1 con ofras proteinas ricas en glicina de plantas.

Figura 4: Bioensayo bacteriano usando Pg-AMP1 purificada contra A) Proteus sp. y B) Klebsiella sp. (m) indica
control negativo, (A ) indica control positivo y (#) indica ensayo usando Pg-AMP1.

Figura 5: Representacion en forma de dibujo de AMP-PgGRP. La capa electroestatica esta representada en azul
para cargas positivas, en rojo para cargas negativas y blanco para no polares. Las espirales rojas representan
hélices a y los tubos verdes representan bucles. La cadena lateral esta representada por lineas verdes.

Figura 6: Representacion de AMP-PgGRP por dimerismo. La capa electroestatica esta representada en azul para
cargas positivas, en rojo para cargas negativas y blanco para no polares. Las espirales rojas representan hélices o y
los tubos verdes representan bucles.

Descripcion detallada de la invencién

Uno de los problemas actuales a los que se enfrenta la salud humana consiste en el aumento de la resistencia de
las bacterias patdgenas a los antibioticos sintéticos comercializados en la actualidad. Esto hace dificil el tratamiento
de varias enfermedades, tales como infecciones de los tractos urinario y gastrointestinal. Con la intencién de reducir
el nimero de casos de estas enfermedades asi como reducir la tasa de resistencia bacteriana, se han realizado
diversos estudios en relaciéon con la accién de péptidos de defensa que tienen actividad antibacteriana. En el
presente proyecto, se purificd una proteina de las semillas de la planta de guayaba, Pg-AMP1, y se caracterizd
bioquimica y estructuralmente con el fin de desarrollar una nueva estrategia contra bacterias que provocan
infecciones de los tractos urinario y gastrointestinal. Ademas, se realizaron bioensayos en este proteina contra las
dos bacterias gram negativas que son las principales causas de las enfermedades diana: Klebsiella sp.y Proteus sp.
La estructura tridimensional de Pg-AMP1 se obtuvo por medio de estudios por ordenador que revelaron la formacion
estructural dimérica para actividad antibacteriana. Estos resultados permiten el desarrollo de nuevos antibiéticos
capaces de retardar el proceso de resistencia bacteriana y también ayudar en el tratamiento de enfermedades.

Extraccion y aislamiento de las proteinas de semillas de guayaba (P. guaba):

Las proteinas de semillas de guayaba se extrajeron usando una solucion de NaCl 0,6 M y HCI 0,1% (1:3 p/v). El
extracto bruto se centrifugé y el sobrenadante se precipité con sulfato de amonio (0-100%). Después de la
precipitacion, las fracciones se centrifugaron de nuevo a 5.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El precipitado se
resuspendid, se dializd contra agua destilada y se situ6 en una columna de afinidad de Red-Sepharose equilibrada
con Tris-HCI 0,15 M pH 7,0 que contenia CaCl, 50 mM. Las fracciones descartadas se retiraron con tampén de
equilibrio y las fracciones retenidas se eluyeron mediante la adicion de tampdn de equilibrio aumentado con NaCl 3,0
M. Después de didlisis y liofilizacion, se diluyeron 1,0 mg de la fraccion retenida con acido trifluoroacético 0,1% y se
situé en una columna de cromatografia de fase inversa de HPLC (Vydac C-18TP), en la que las proteinas se
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eluyeron con un gradiente lineal de acetonitrilo (0-100%).
Anadlisis de peso molecular:

La masa molecular de las proteinas obtenidas por HPLC se analizé6 mediante SDS-PAGE de acuerdo con el método
de Laemmli et al. (1970) con modificaciones. El analisis de peso molecular se realizd con gel de poliacrilamida al 5%.
Las muestras se sometieron a 200 voltios durante un periodo de 45 minutos y se tifieron con nitrato de plata. Las
muestras de HPLC se analizaron con MALDI-TOF (Voyager-DE STR Bioworstations), de acuerdo con el método de
Franco et al. (2000). Las proteinas liofilizadas se diluyeron con acido trifluoroacético 0,1% y se aplicaron a una
matriz compuesta de acido sinapico (acetonitrilo / &cido trifluoroacético 0,1% 1:1 v/v). Esta solucion se homogenizé y
se situd en equipamiento MALDI-TOF. Los iones se eliminaron por radiacion laser a 337 nm, y se aceleraron a una
potencia de 23 kV. Las muestras se ionizaron después con 100-200 rafagas por un pulso de laser de 3-ns. La sefal
se evalud en una fraccion de 500 MHz y los datos se mostraron por un sistema convencional Voyager.

Secuenciacion de aminodcidos:

Las muestras obtenidas del HPLC se liofilizaron con el fin de retirar el acetonitrilo y el acido trifluoroacético. La
secuencia proteica se determind usando analisis de MS como se describe por Wang et al. (2000) con
modificaciones. Las muestras proteicas se incubaron con tripsina 10 ug/ml en Tris-HCI 2,5 mM durante 24 horas a
37 °C. Los fragmentos tripticos se eluyeron después en acetonitrilo 50% y &cido trifluoroacético 0,5% por difusién
facilitada por ultrasonicacion. Las fracciones liofilizadas se disolvieron en agua nanopura, se mezclaron en una
solucién saturada de una matriz compuesta de alfa-ciano-4-hidroxicinamico (1:3), se depositaron en una placa de
tipo Anchorchip de 600 mm y se dejo secar a temperatura ambiente. Se determinaron las masas moleculares
exactas de los componentes moleculares usando un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker
Daltonics, Alemania). Los espectros se obtuvieron en un modo de extraccion de reflexion retardada con una masa
que variaba entre 1.000-20.000 Da. Los espectros de 64 rafagas en 20 posiciones diferentes fueron continuos para
proporcionar una “huella” de la masa proteica para la muestra. Los iones de las proteinas generados por autolisis de
la tripsina se usaron como modelos de patrén interno para calibrar la masa del espectro. Las masas de las proteinas
se analizaron por el software Ms-Fit, basandose en los siguientes parametros: tolerancia de masas de 0,5 Da,
minimo de cuatro combinaciones peptidicas y sin errores de escision. Se usé calibracion externa en modo de
funcionamiento reflejo y positivo. Los iones que presentaban una relacién de sefial-sonido apropiada se sometieron
a fragmentacion (MS/MS) en modo de funcionamiento LIFT. Las isoformas halladas para cualquier proteina se
analizaron por el FindMod y Peptide Mass en ExPaSy para predecir sus posibles modificaciones. Se realizé
homologia de secuencia usando los programas informaticos BioEdit y FASTA3.

Analisis “por ordenador”:

La secuencia de aminoacidos obtenida se compard con otras proteinas en el Banco de Datos de Proteinas del NCBI
(www.ncbi.nih.gov). Se usé un alineamiento usando software ClustalW (Thompson, 1994) y BioEdit (Page, 1996)
para la proteina con el fin de analizar similitudes de secuencia primaria dentro del grupo de proteinas ricas en
glicina. También se prepard un arbol filogenético usando la proteina de guayaba con otras proteinas que mostraron
mayor identidad por medio del software TreeView (Hall, 1999).

Modelado molecular:

Se realizd un alineamiento comparativo con la base de datos de estructura proteica para dilucidar la estructura
tridimensional de AMP-PgGRP. Para esto se us6 el Bionfo Meta Server (Ginalski et al., 2003) pero este no desveld
ninguna estructura similar. Por lo tanto, se llevaron a cabo técnicas de prediccion de estructura proteica desde el
principio. Para esto se us6 el paquete de dinamica molecular Gromacs (Lindahl et al., 2001). Se construyo
inicialmente una estructura primaria usando el software View Swiss PDB Viewer (Guex et al., 1997). Esta estructura
se situdé después en una caja cubica, se centralizé y se cargdé con moléculas de agua. Se ejecuté una simulacion de
minimizacion de energia parcial usando 2000 etapas del mayor desnivel con la intencion de retirar posibles
impedimentos esteroquimicos. Esto siguié de una simulacion completa usando una temperatura de acoplamiento y
presion de 300 k y 1 atm., respectivamente, y ecuaciones del movimiento de Newton (MD) como método dinamico a
60.000 picosegundos. La simulacién completa se ejecutd en una estacion de trabajo Sun AMD Opteron biprocesada.
La trayectoria y el modelo final se visualizaron usando el software Pymol (Delano, 2002).

Bioensayos contra bacterias:

Los bioensayos contra bacterias se realizaron usando 1,0 ml de medio Luria Bertani (NaCl 10 g.I'1, extracto de

levadura 5 g.I'1 y bactopeptona 45 g.I'1). Se usaron dos especies, concretamente Klebsiella sp. y Proteus sp., con la

proteina que se ensayaba restringida a concentraciones micromolares. Las bacterias se cultivaron en el medio LB

durante 16-18 horas a 37 °C antes de evaluarse con las proteinas. Se us6 agua destilada como control negativo y

cloranfenicol 40 pg.ml'1 como control positivo. Se incubé proteina de semillas de guayaba contra las bacterias a 37

°C durante 4 horas. El crecimiento bacteriano se evalué por una lectura de absorbancia a 600 nm en cada hora del
6
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experimento. Cada experimento se realizé por triplicado.
Resultados y andlisis:
a) Purificacion y caracterizacion molecular de PgAMP1

Se situé una fraccion de semilla de guayaba (Psidium guajava) precipitada con sulfato de amonio (0-100%) en una
columna de afinidad de Red-Sepharose CL-6B con el fin de aislar péptidos antimicrobianos, que dieron como
resultado un pico conservado (Fig. 1A). Este pico conservado mostré varias proteinas cuando se analizé por SDS-
PAGE, puesto que las masas moleculares observadas variaban entre 5,0 y 80,0 kDa (datos no mostrados). Las
muestras del pico conservado se sometieron después a cromatografia de fase inversa (HPLC), que revel6 un pico de
mayoria de acetonitrilo al 42% (Fig. 1B). Las muestras de este pico se sometieron de nuevo a cromatografia usando
un gradiente de acetonitrilo 20-50% que desvel6 un péptido purificado en acetonitrilo al 42% (datos no mostrados).
Después de la cromatografia, las muestras del pico de la HPLC se sometieron a analisis de masas moleculares por
SDS-PAGE y mostraron un péptido con una masa molecular por debajo de 10 kDa (Fig. 2).

b) Secuenciacion y alineamiento de aminodcidos:

La secuenciacion completa de la proteina de guayaba reveld un fragmento de 55 restos de aminoacidos (Fig. 3A).
Un alineamiento usando el software FASTA3 mostré que la secuencia obtenida presentaba una similitud del 72%
con proteinas ricas en glicina. Se realizé una comparacion de la secuencia primaria de Pg-AMP1 con otras nueve
proteinas ricas en glicina aisladas de plantas usando el software BioEdit (Hall, 1999). Puede verse que a pesar de
que la secuencia primaria entre proteinas ricas en glicina generalmente es muy diversa, estas muestran una region
conservada en la que predominan los restos de glicina (Fig. 3B). Sin embargo, Pg-AMP1 parece pertenecer al tercer
grupo de GRP, puesto que muestra un alto contenido de restos de glicina, pero no contiene ningun dominio
especifico, como se ve en las proteinas de P. pattens, B. napus, S. tuberosum, M. sativa, R. obtusifolius y E. esula
(Hovarth y Olson, 1998; Kevei et al., 2002, Vermel et al., 2002). Puede percibirse ademas que los restos cargados
positivamente hallados en el medio de la region rica en glicina parecen estar conservados en este grupo de
proteinas, tales como Arg35 y Arg45 (Fig. 3B). Resulta interesante que la presencia de restos de cisteina y la
formacion de enlaces disulfuro no estan conservadas entre las proteinas ricas en glicina (Fujimura et al., 2003).

La secuenciacion de Pg-AMP1 revel6 un fragmento de 55 restos de aminoacidos con similitudes con las proteinas
ricas en glicina (Fig. 3A). Esta es una familia amplia y variada de proteinas que tienen diferentes secuencias de
aminoacidos y funciones. Su principal caracteristica consiste en poseer mas del 60% de su secuencia primaria
constituida de restos de glicina pero poder clasificarse en tres grupos distintos de acuerdo con la presencia/ausencia
de otros dominios conservados (Mousavi, 2005; Ringli, 2001). No obstante, se han descrito diversas proteinas ricas
en glicina en la bibliografia y muestran diversas funciones en plantas. Algunos autores informan de proteinas ricas
en glicina que actian como reguladores postranscripcionales en condiciones de tensién y, en consecuencia, en la
expresion de genes en diversas especies vegetales (Kim, 2005). Las proteinas ricas en glicina que actian como
moléculas de enlace de ARN también se han descrito en plantas tales como arroz (Nomata, 2004; Lee, 1997).
Ademas, ciertas de las proteinas de este grupo aisladas de trigo se describieron recientemente como proteinas
antimicrobianas que actuan contra hongos filamentosos (Egorov, 2005).

Un alineamiento de Pg-AMP1 con otras nueve proteinas ricas en glicina demostré que a pesar de que la secuencia
primaria diferia ampliamente en este grupo, habia, no obstante, similitud en el dominio rico en glicina (Fig. 3B).
También puede percibirse un patron de conservacion con ciertos restos de tirosina que sugiere que este fragmento
puede ser importante para su estructura y/o funciéon. También puede observarse un resto cargado positivamente en
el medio de la region rica en glicina con conservacion en las otras proteinas presentes en el alineamiento. El papel
de estos restos no se ha explicado aun completamente de forma experimental, pero hay indicios de que pueden ser
importantes para la estabilidad de las proteinas de esta familia.

Ademas, el aumento significativo de las tasas de resistencia bacteriana a antibiéticos sintéticos ha hecho el
tratamiento de infecciones urinarias, hospitalarias y gastrointestinales mucho mas dificil. Con esta intencion, se
ensay6 en Pg-AMP1 contra bacterias gram negativas de los géneros Klebsiella sp. y Proteus sp., siendo ambas las
causas principales de infeccion en pacientes inmunocomprometidos en paises en desarrollo. Como tal, Pg-AMP1
demostré una actividad inhibidora del 90% y 30%, respectivamente, para estas bacterias. No obstante, Pg-AMP1
parece ser la primera proteina rica en glicina de plantas en mostrar actividad antimicrobiana contra bacterias gram
negativas patoldgicas para seres humanos.

c) Bioensayos contra bacterias gram negativas

Se us6 Pg-AMP1 purificada para bioensayos in vivo contra bacterias gram negativas. Esta proteina demostré ser
perjudicial contra Klebsiella sp. y Proteus sp, demostrando una actividad inhibidora del 90% y 30%, respectivamente,
para estas bacterias, en concentraciones micromolares (Figs. 4A y 4B). Pg-AMP1 también demostrd ser especifica
contra bacterias gram negativas puesto que los bioensayos preliminares contra bacterias gram positivas, tales como

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2410605 T3

Staphylococcus aureus, no revelaron ninguna actividad inhibidora. Hay algunos informes en la bibliografia de
proteinas ricas en glicina que tienen actividad antimicrobiana. De esta manera, se observé que una proteina que se
une a ARN rica en glicina aislada de Nicotiana glutinosa puede estar relacionada con la relacion planta-patégeno
puesto que la expresion de su gen aumenté cuando la planta se infecté con el virus TMV (Naqvi et al., 1998). Otra
proteina rica en glicina, en este caso aislada de la calabaza y llamada “curcumosquina”, mostré actividad antifingica
contra Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Mycosphaerella oxysporum (Wang et al., 2003). Ademas, ciertas
proteinas ricas en glicina presentaron un dominio de unién con quitina que la hizo incapaz de inhibir el crecimiento
de hongos filamentosos, tal como en el caso de dos proteinas aisladas de avena (Avena sativa) y Ginkgo biloba
(Huang et al., 2000, Lii y Claeson, 2003). No obstante, no hay informes de una proteina rica en glicina aislada de
plantas que presente actividad contra bacterias. Por lo tanto, esta es la primera vez que una proteina rica en glicina
de una planta presenta actividad antimicrobiana contra bacterias gram negativas patégenas para seres humanos.

d) Modelado molecular

El modelo final esta compuesto de dos hélices o, con una en el extremo n terminal y la otra en el ¢ terminal, con un
bucle en espiral entre ellas (Figura 1). Este es el bucle que contiene la mayoria de los restos de glicina que le
confieren su flexibilidad. Las extremidades de hélices a tienen restos de arginina que confieren una carga positiva en
estos sitios (Figura 1). Varios restos no polares se localizan a lo largo de la estructura y actuan para proporcionar
hidrofobicidad molecular (Figura 5). El analisis de la capa electroestatica muestra dos regiones cargadas grandes,
una de forma positiva en el extremo n terminal y otra de forma negativa la longitud del extremo c terminal (Figura 5y
6). Estas areas permitieron que dos AMP-PgGRP se agregaran y formaran moléculas diméricas (Figura 6). Un
posible mecanismo en la accién de estos péptidos puede ser el contacto de la arginina en los extremos “N” y “C”
terminales dando como resultado las cabezas fosfolipidicas de las membranas plasmaticas la ruptura de la
membrana permitiendo de este modo un desequilibrio osmético y, en consecuencia, la aparicion de lisis celular (Shai
et al., 2001). Otro mecanismo podria ser la aglomeracion de diversos péptidos a través de fuerzas hidréfobas que
formarian una alfombra que estira las membranas bacterianas impidiendo de este modo su flexibilidad necesaria y
destruyendo su estructura (Shai et al., 2001). Pueden tener lugar pronto experimentos con resonancia magnética
nuclear y dinamica molecular para proporcionar un mejor entendimiento del método de accion.

La presente invencién, concretamente una nueva proteina capaz de inhibir el crecimiento de bacterias gram
negativas puede, en el futuro cercano, proporcionar nueva informacion con respecto a los mecanismos de accion de
este grupo de proteinas. Ademas, las proteinas antibacterianas de semillas de la planta de guayaba pueden
proporcionar las nuevas herramientas para el control de patégenos, a través de ingenieria genética, especialmente
en el caso de plantas y animales.
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido antibidtico rico en glicina con actividad antimicrobiana que comprende la secuencia de aminoacidos
idéntica expuesta a continuacion:

5
RESPSSRMECYEQAERYGYGGYGGGRYGGGYGSGRGQPVGQGVERSHDDNRNQPR.

2. Péptido antibidtico de la reivindicacion 1, en el que la cadena peptidica de longitud completa o partes de la misma
comprende los aminoacidos a-D- y/o a-L.

10
3. Composicién para inhibir el desarrollo de una célula Proteus sp. o una célula Klebsiella sp., que comprende:

(a) al menos un péptido antibidtico de acuerdo con la reivindicacion 1,
(b) opcionalmente uno o mas péptidos antibiéticos que tienen actividad antimicrobiana; y
15 (c) un excipiente farmacéutico adecuado.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en la que dicha composicion es adecuada para usos humanos, veterinarios
o farmacéuticos.

20 5. Composicion para detener fitopatdégenos y para proteger plantas contra patdgenos, que comprende:

(a) al menos un péptido antibidtico de acuerdo con la reivindicacion 1, y
(b) un vehiculo agricolamente aceptable.
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Figura 2
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tinicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
5 excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

«  JP 2004250406 B [0010] +  EP 1803381 A [0011] [0013]

«  CN 1629409 [0011] +  BR FINE0SGSE0 [0039]
«  CN 1659416 [0011]
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