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DESCRIPCION
Compuestos antimicrobianos

La presente invencién se refiere a moléculas bioactivas, en particular a péptidos que exhiben actividad
antimicrobiana.

Los péptidos y sus derivados se han reconocido durante mucho tiempo como moléculas terapéuticamente
interesantes. Una amplia diversidad de organismos usan péptidos como parte del mecanismo de defensa del
hospedador. Se han aislado péptidos antimicrobianos de especies tan diversas como bacterias y mamiferos. En
general, estos péptidos tienen una carga neta positiva y una propension a formar estructuras anfifilicas de hélices a
o laminas B tras la interaccién con la bicapa fosfolipidica externa en las membranas de las células bacterianas. En la
mayoria de los casos, se desconocen los mecanismos moleculares detallados de la accion de los antibidticos,
aunque se cree que ciertos péptidos clasificados como péptidos de clase L (liticos) interaccionan con las membranas
de las células bacterianas, probablemente formando canales de iones o poros.

La mayoria de los péptidos antibacterianos conocidos comprenden 10 o mas, en general 20 o0 mas aminoacidos, y
este numero de aminoacidos es necesario para proporcionar una longitud suficiente para que el péptido, en general
en forma de hélice a, abarque la membrana celular bacteriana y forme un poro. Tal mecanismo es la manera
generalmente aceptada en la que la mayoria de tales péptidos ejercen su actividad citotoxica.

La sintesis de los péptidos antibacterianos de la técnica anterior puede ser dificil, y en general requiere que los
péptidos sean sintetizados por bacterias u otros organismos que se pueden cultivar y recolectar para proporcionar el
péptido de interés, y normalmente son necesarias etapas de procesamiento adicionales tras el aislamiento del
producto directo de la traduccion. Si se pudieran identificar péptidos activos que fueran mas cortos, esto posibilitaria
la fabricacion econdmica mediante la sintesis a partir de los bloques de construcciéon de aminoacidos o di- o tri-
péptidos disponibles. Ademas, los péptidos cortos ofrecerian ventajas para la bioadministracion. Existe una
demanda creciente de antibiéticos que se puedan administrar sin la necesidad de una inyeccion, tal como mediante
inhalacion y absorcion a través de los capilares sanguineos de las fosas nasales.

La busqueda de antibidticos nuevos se ha llevado a cabo con una urgencia particular, debido al nimero creciente de
cepas bacterianas que estan exhibiendo resistencia a los farmacos conocidos y usados de forma generalizada. Las
personas que trabajan en los campos de la medicina, asi como en agricultura, proteccion medioambiental y
seguridad alimentaria, necesitan constantemente agentes antibacterianos nuevos, y pueden tener que tratar a una
poblaciéon o lugar determinado con varios agentes antibacterianos diferentes para combatir de manera eficaz las
bacterias indeseables.

Como se describié en el documento WO 01/66147, recientemente se ha demostrado que, de hecho, es posible
generar moléculas antibidticas pequefias, en particular péptidos, que se cree que actian por medio de la
desestabilizacion de la membrana.

Haug (Antibacterial peptides containing non-coded aromatic amino acids, 01-05-2002, Universidad de Tromso)
describe, entre otros, la preparacion de di- y tripéptidos antibacterianos catidnicos.

Svenson et al. (J. Med. Chem., 2007, 50, 3334-3339) se ocupa de la unién a albumina de micropéptidos
antimicrobianos cationicos cortos y su influencia sobre el efecto bactericida in vitro.

Haug et al. (Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 17, (2007), 2361-2364) se ocupa de la aplicacion del
acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura para incrementar la potencia antimicrobiana en la generacion de agentes
antibacterianos.
Los presentes inventores han identificado un pequefio grupo de péptidos modificados que exhiben una serie
impresionante de caracteristicas, en particular una combinacién util de actividad antimicrobiana, toxicidad baja y
estabilidad, es decir, resistencia a la degradacion enzimatica.
Asi, en un aspecto se proporciona un compuesto, que es un péptido, de féormula (l1)

AA1-AA2-AA+-X-Y-Z (1

en la que:

AA es un aminoacido cationico, preferiblemente lisina o arginina, pero puede ser histidina o cualquier aminoacido no
codificado genéticamente o modificado que porta una carga positiva a pH 7,0.

AA; es un aminoacido con un grupo R lipdfilo grande seleccionado de tributil triptéfano (Tbt) o un derivado de
bifenilalanina seleccionado de Phe (4-(2-Naftilo)), Phe (4-(1-Naftilo)), Bip (4-n-Bu), Bip (4-Ph) y Bip (4-T-Bu);
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X es un atomo de N, que puede estar sustituido, pero preferiblemente no esta sustituido, con un grupo arilo o alquilo
C1-C1o ramificado o sin ramificar, p.ej. metilo, etilo o fenilo, y este grupo puede incorporar hasta 2 heteroatomos
seleccionados de N, Oy S;

Y representa -Ra-Rp- en la que
R.esCy

Ry es C; cada uno de R, y Ry, puede estar sustituido con grupos alquilo C+4-C4 0 sin sustituir, preferiblemente Y es -
Ra-Ro- en el que R, es C y -Ra-Rp- no esta sustituido; y

Z es un grupo que comprende 1 grupo ciclico de 5 6 6 atomos distintos de hidrégeno (preferiblemente atomos de C),
el anillo puede estar sustituido y estas sustituciones pueden incluir, pero en general no incluiran, grupos polares, y
los grupos sustituyentes adecuados incluyen halégenos, preferiblemente bromo o fldor, y grupos alquilo C1-Cg; el
resto Z incorpora un maximo de 15 atomos distintos de hidrégeno, preferiblemente 5-12, lo mas preferiblemente es
fenilo;

el enlace entre Y y Z es un enlace covalente entre R, 0 R, de Y y un atomo distinto de hidrégeno del grupo ciclico de
Z.

Los aminoacidos no codificados genéticamente y los aminoacidos modificados adecuados que pueden proporcionar
un aminoacido catiénico incluyen los analogos de lisina, arginina e histidina, tales como homolisina, ornitina, acido
diaminobutirico, acido diaminopimélico, acido diaminopropionico y homoarginina, asi como trimetilisina y
trimetilornitina, acido 4-aminopiperidin-4-carboxilico, acido 4-amino-1-carbamimidoilpiperidin-4-carboxilico y 4-
guanidinofenilalanina.

Entre los compuestos anteriores, se prefieren ciertos compuestos. En particular, los compuestos en los que el
aminoacido con un grupo R lipdfilo grande, mencionado de manera conveniente en la presente memoria como AA,,
se selecciona de Phe (4-(2-Natftilo)) y Tbt, son los mas preferidos.

Otro grupo preferido de compuestos son aquellos en los que Ra y Ry, estan sin sustituir.

Un grupo preferido adicional de compuestos son aquellos en los que -X-Y-Z juntos son el grupo -NHCH2CHPh.

Los compuestos incluyen todas las formas enantioméricas, aminoacidos D y L y enantidmeros resultantes de los
centros quirales en los grupos R de los aminoacidos y los restos Y o Z.

Los compuestos mas preferidos son los siguientes:

Hy
oy
||~iH u/C\TH/CH;gN/C NH
" o O\‘C/NH
chL\C /gf\CH /!:I\N /LI:H\CH

Compuesto 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2468 250 T3

Py
c CH, c
HH ﬂ/ \(IIH/ f-t,N/ A
c 0 NH
HT/ N, ﬁ \T/
Ha
N /C\CH/C\N/CH\GH
H, ‘ H 2
NH;
-Bu /
+-Bu
HN
1By

Compuesto 2

En un aspecto adicional, se proporcionan compuestos de férmula (Il), para el uso en la terapia, en particular para el
uso como un agente antimicrobiano (p.ej. antibacteriano), pero también como un agente anti-tumoral. Las moléculas
de la invencion también son eficaces como agentes antifingicos, y su uso como tales en el tratamiento (que incluye
la prevencion) de las infecciones fungicas constituye aspectos adicionales de la presente invencion. La onicomicosis
es especialmente adecuada para el tratamiento con las moléculas de la invencién. Las moléculas preferidas de la
invencion son activas como agentes tanto antifingicos como antibacterianos.

Tales moléculas antimicrobianas también tienen usos no terapéuticos, por ejemplo en agricultura o en situaciones
domésticas o industriales como agentes esterilizantes para materiales susceptibles a la contaminaciéon microbiana.
Asi, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso ex vivo de las moléculas de la invencién como
agentes antimicrobianos, en particular como agentes antibacterianos.

Las moléculas exhiben actividad antimicrobiana, en particular ejercen un efecto citotdxico por medio de un
mecanismo directo que afecta a la membrana, y se pueden denominar agentes antimicrobianos que actuan sobre la
membrana. Estas moléculas son liticas, y desestabilizan o incluso perforan la membrana celular. Esto ofrece una
ventaja terapéutica diferente respecto de los agentes que actian sobre o que interaccionan con los componentes
proteicos de las células seleccionadas como objetivo, p.ej. los receptores de la superficie celular. Aunque las
mutaciones pueden dar como resultado formas nuevas de las proteinas seleccionadas como objetivo que conduzcan
a la resistencia al antibiético, es mucho menos probable que los cambios radicales en las membranas lipidicas
pudieran llegar a impedir el efecto citotoxico. El efecto litico provoca una muerte celular muy rapida, y asi tiene la
ventaja de destruir las bacterias antes de que tengan la oportunidad de multiplicarse. Ademas, las moléculas pueden
tener otras propiedades utiles que destruyan o dafien a los microbios seleccionados como objetivo, p.ej. la
capacidad de inhibir la sintesis de proteinas, y asi pueden tener actividad hacia multiples objetivos.

Las moléculas de la invencidon se pueden usar para desestabilizar y/o permeabilizar las membranas celulares
microbianas. 'Desestabilizar' significa una perturbacién de la configuracion tridimensional normal de la bicapa
lipidica, que incluye, pero sin limitacion, un estrechamiento de la membrana, una permeabilidad incrementada de la
membrana (el general, sin implicar canales) al agua, iones o metabolitos, etc., que también altera los sistemas
respiratorios de las bacterias.

Los aminoacidos B y v, asi como los aminoacidos a, se incluyen en el término 'aminoacidos', que se pueden
considerar todos como unidades AA. Las moléculas de la invencion incluyen los péptidos beta y depsipéptidos.

También se describen en la presente memoria los compuestos de formula (ll) que son moléculas peptidomiméticas
de los péptidos descritos y definidos en la presente memoria. Una molécula peptidomimética se caracteriza en
general por retener la polaridad, el tamafio tridimensional y la funcionalidad (bioactividad) de su equivalente
peptidico, pero en la que se han sustituido los enlaces peptidicos, a menudo por uniones mas estables. 'Estable’
significa mas resistente a la degradacion enzimatica mediante enzimas hidroliticas. En general, el enlace que
sustituye al enlace amida (sustituto del enlace amida) conserva muchas de las propiedades del enlace amida, p.ej. la
conformacion, el efecto estérico, el caracter electrostatico, la posibilidad de formacion de puentes de hidrogeno, etc.
El capitulo 14 de "Drug Design and Development", Krogsgaard, Larsen, Liljefors and Madsen (Eds) 1996, Horwood
Acad. Pub., proporciona una discusion general de las técnicas para el disefio y la sintesis de moléculas
peptidomiméticas. En el presente caso, en el que la molécula va a reaccionar con una membrana en vez del sitio
activo especifico de una enzima, algunos de los problemas descritos sobre la imitacion exacta de la afinidad y
eficacia o la funcion del sustrato no son relevantes, y se puede preparar facilmente una molécula peptidomimética
basandose en una estructura peptidica dada o en un motivo de grupos funcionales necesarios. Los sustitutos de los
enlaces amida adecuados incluyen los grupos siguientes: N-alquilacion (Schmidt, R. et al., Int. J. Peptide Protein
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Res., 1995, 46, 47), amida retro-inversa (Chorev, M y Goodman, M., Acc. Chem. Res, 1993, 26, 266), tioamida
(Sherman D.B. y Spatola, A.F. J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 433), tioéster, fosfonato, cetometileno (Hoffman, R.V.
y Kim, H.O. J. Org. Chem., 1995, 60, 5107), hidroximetileno, fluorovinilo (Allmendinger, T. et al., Tetrahydron Lett.,
1990, 31, 7297), vinilo, metilenamino (Sasaki, Y y Abe, J. Chem. Pharm. Bull. 1997 45, 13), metilentio (Spatola, A.F.,
Methods Neurosci, 1993, 13, 19), alcano (Lavielle, S. et. al., Int. J. Peptide Protein Res., 1993, 42, 270) y
sulfonamido (Luisi, G. et al. Tetrahedron Lett. 1993, 34, 2391).

Los compuestos peptidomiméticos descritos en la presente memoria pueden tener 3 subunidades identificables que
son aproximadamente equivalentes en tamafio y funcion a los aminoacidos (unidades AA). El término 'aminoacido’
se puede usar asi de manera conveniente en la presente memoria para hacer referencia a las subunidades
equivalentes de un compuesto peptidomimético. Ademas, las moléculas peptidomiméticas pueden tener grupos
equivalentes a los grupos R de los aminoacidos, y la discusion de la presente memoria de grupos R adecuados y de
grupos modificadores N- y C-terminales se aplica, mutatis mutandis, a los compuestos peptidomiméticos.

Como se discute en el libro de texto mencionado anteriormente, al igual que la sustitucion de enlaces amida, las
moléculas peptidomiméticas pueden implicar la sustitucion de restos estructurales mayores con estructuras de
moléculas di- o tri-peptidomiméticas, y en este caso, se pueden usar restos miméticos que implican el enlace
peptidico, tales como moléculas miméticas derivadas de azol, como sustituciones de dipéptidos. Sin embargo, se
prefieren las moléculas peptidomiméticas, y asi los esqueletos peptidomiméticos en los que los enlaces amida se
han sustituido como se discutié anteriormente.

Las moléculas peptidomiméticas adecuadas incluyen péptidos reducidos en los que el enlace amida se ha reducido
hasta una metilen-amina mediante tratamiento con un agente reductor, p.ej. borano o un hidruro reactivo tal como
hidruro de litio y aluminio. Tal reduccion tiene la ventaja afiadida de incrementar la cationicidad global de la molécula.

Otras moléculas peptidomiméticas incluyen peptoides formados, por ejemplo, mediante la sintesis por etapas de
poliglicinas funcionalizadas con amida. Ciertos esqueletos peptidomiméticos estaran facilmente disponibles a partir
de sus precursores peptidicos, tales como los péptidos que se han permetilado, y Ostresh, J.M. et al. describe
métodos adecuados en Proc. Natl. Acad. Sci. USA(1994) 91, 11138-11142. Las condiciones muy basicas
favoreceran la metilacion en N sobre la metilacion en O, y daran como resultado la metilacién de ciertos o todos los
atomos de nitrégeno en los enlaces peptidicos y el nitrdgeno N-terminal.

Los esqueletos peptidomiméticos preferidos incluyen los poliésteres, poliaminas y los derivados de los mismos, asi
como los alcanos y alquenos sustituidos. Las moléculas peptidomiméticas tendran preferiblemente extremos N- y C-
terminales que se pueden modificar tal como se discute en la presente memoria.

La invencién proporciona las diversas moléculas de la invencién para el uso en el tratamiento de infecciones
microbianas. De forma similar, se describen las diversas moléculas de la invencién para el uso en la
desestabilizaciéon de las membranas celulares microbianas. La cantidad administrada deberia ser eficaz para destruir
todos o una proporcion de los microbios seleccionados como objetivo, o para prevenir o reducir su velocidad de
reproducciéon o de otra manera disminuir su efecto perjudicial en el cuerpo. El médico o el paciente deberian
observar una mejora en uno o mas de los parametros o sintomas asociados a la infeccién. La administracion
también puede ser profilactica.

Los péptidos de la invencion se pueden sintetizar de cualquier manera adecuada. En general, los grupos reactivos
presentes (por ejemplo amino, tiol y/o carboxilo) estaran protegidos durante toda la sintesis. La etapa final en la
sintesis sera asi la desproteccion de un derivado protegido de la invencion.

En la construccion del péptido, se puede comenzar en principio en el extremo C-terminal o N-terminal, aunque se
prefiere el procedimiento que comienza en el extremo C-terminal.

Los métodos de sintesis de péptidos son muy conocidos en la técnica, pero para la presente invenciéon puede ser
especialmente adecuado llevar a cabo la sintesis en un soporte de fase soélida, y tales soportes son muy conocidos
en la técnica.

Se conoce una amplia seleccion de grupos protectores para aminoacidos, y los grupos protectores para amina
adecuados pueden incluir carbobenzoxi (también denominado Z) t-butoxicarbonilo (también denominado Boc), 4-
metoxi-2,3,6-trimetilbenceno sulfonilo (Mtr) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (también denominado Fmoc). Se apreciara
que cuando el péptido se construye desde el extremo C-terminal, habra presente un grupo protector de amina en el
grupo a-amino de cada residuo nuevo afiadido, y sera necesario eliminarlo de manera selectiva antes de la siguiente
etapa de acoplamiento.

Los grupos protectores para carboxilo que se pueden emplear, por ejemplo, incluyen los grupos éster que se
escinden facilmente tales como los grupos bencilo (Bzl), p-nitrobencilo (ONb), pentaclorofenilo (OPCIP),
pentafluorofenilo (OPfp) o t-butilo (OtBu), asi como los grupos de acoplamiento en soportes solidos, por ejemplo
grupos metilo unidos a poliestireno.
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Los grupos protectores para tiol incluyen p-metoxibencilo (Mob), tritilo (Trt) y acetamidometilo (Acm).

Existe una amplia diversidad de procedimientos para eliminar los grupos protectores de amina y carboxilo. Estos, sin
embargo, deben ser coherentes con la estrategia sintética empleada. Los grupos protectores de las cadenas
laterales deben ser estables en las condiciones usadas para eliminar el grupo protector de a-amino temporal antes
de la siguiente etapa de acoplamiento.

Los grupos protectores para amina, tales como Boc, y los grupos protectores para carboxilo, tales como tBu, se
pueden eliminar de manera simultanea mediante tratamiento con un acido, por ejemplo con acido trifluoroacético.
Los grupos protectores para tiol, tales como Trt, se pueden eliminar de manera selectiva mediante el uso de un
agente de oxidacion tal como yodo.

Las referencias y técnicas para sintetizar compuestos peptidomiméticos y las otras moléculas bioactivas se
describen en la presente memoria, y asi son muy conocidas en la técnica.

Las formulaciones que comprenden uno o mas compuestos de la invencién mezclados con un diluyente, vehiculo o
excipiente adecuado constituyen un aspecto adicional de la presente invencion. Tales formulaciones pueden ser,
entre otros, para fines farmacéuticos (que incluyen los veterinarios) o agricolas, o para el uso como agentes
esterilizantes para materiales susceptibles a la contaminacién microbiana, p.ej. en la industria alimentaria. El experto
en la técnica conoce los diluyentes, excipientes y vehiculos adecuados.

Los péptidos definidos en la presente memoria exhiben una amplia actividad antimicrobiana, y asi son también
adecuados como agentes antivirales y antiflingicos, que tendran aplicaciones farmacéuticas y agricolas, y como
promotores de la cicatrizacion de heridas o espermicidas. Todos estos usos constituyen aspectos adicionales de la
invencion.

Los aspectos adicionales de la presente invencion constituyen uno o mas de los péptidos de la presente invencion
para el uso en el tratamiento o la prevencion de infecciones bacterianas, virales o fungicas o en el tratamiento de
tumores. El paciente puede ser un paciente humano o animal.

Las composiciones segun la invencién se pueden presentar, por ejemplo, en una forma adecuada para
administracion oral, nasal, parenteral, intravenosa, intratumoral o rectal.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "farmacéutico” incluye las aplicaciones veterinarias de la
invencion.

Los compuestos activos definidos en la presente memoria se pueden presentar en las formas farmacologicas
convencionales de administraciéon, tales como comprimidos, comprimidos revestidos, aerosoles nasales,
disoluciones, emulsiones, liposomas, polvos, capsulas o formas de liberacion sostenida.

Los péptidos son especialmente adecuados para la administracion tépica, p.ej. en el tratamiento de ulceras
diabéticas o infecciones fungicas tales como la onicomicosis. Las formulaciones para la administracién topica estan
preferiblemente en forma de un gel, crema, locion, pasta u otra preparacién que es mas viscosa que el agua. Las
formulaciones adicionales para la aplicacion tépica incluyen vendajes, gasas, etc., que se han impregnado con un
compuesto de la invencion; cuando se impregnan tales materiales, no es necesario que la preparacion que contiene
un compuesto de la invencién sea mas viscosa que el agua. Se pueden emplear excipientes farmacéuticos
convencionales, asi como los métodos habituales de produccion, para la preparacion de estas formas. Se pueden
producir comprimidos, por ejemplo, mezclando el ingrediente o ingredientes activos con excipientes conocidos, tales
como, por ejemplo, con diluyentes, tales como carbonato calcico, fosfato calcico o lactosa, disgregantes tales como
almidon de maiz o acido alginico, aglutinantes tales como almidén o gelatina, lubricantes tales como estearato
magnésico o talco, y/o agentes para obtener una liberacion sostenida, tales como carboxipolimetileno, carboximetil
celulosa, acetato-ftalato de celulosa, o poli(acetato de vinilo).

Los comprimidos, si se desea, pueden consistir en varias capas. Se pueden producir comprimidos revestidos
revistiendo nucleos, obtenidos de una manera similar a los comprimidos, con agentes usados habitualmente para los
revestimientos de comprimidos, por ejemplo, polivinil pirrolidona o goma laca, goma arabiga, talco, diéxido de titanio
o azucar. Para obtener una liberaciéon sostenida o para evitar incompatibilidades, el nicleo también puede consistir
en varias capas. El revestimiento del comprimido puede consistir también en varias capas para obtener una
liberacion sostenida, en cuyo caso se pueden usar los excipientes mencionados anteriormente para los
comprimidos.

También se pueden usar sistemas de vehiculos especificos de érganos.

Las disoluciones para inyeccion se pueden producir, por ejemplo, de manera convencional, tal como mediante la
adicion de agentes conservantes, tales como p-hidroxibenzoatos, o estabilizantes, tales como EDTA. Las
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disoluciones se rellenan después en viales o ampollas para inyeccion.

Los aerosoles nasales que son un método preferido de administraciéon se pueden formular de forma similar en
disolucion acuosa y envasarlos en recipientes para aerosoles con un propelente de aerosol o proporcionar un medio
para la compresion manual. Se pueden producir capsulas que contienen uno o varios ingredientes activos, por
ejemplo, mezclando los ingredientes activos con vehiculos inertes, tales como lactosa o sorbitol, y rellenando la
mezcla en capsulas de gelatina.

Se pueden producir supositorios adecuados, por ejemplo, mezclando el ingrediente activo o combinaciones de
ingredientes activos con los vehiculos convencionales previstos para este fin, tales como grasas naturales o
polietilenglicol o derivados de los mismos.

Las unidades de dosis que contienen las moléculas activas contienen preferiblemente 0,1-10 mg, por ejemplo 1-5
mg del agente antimicrobiano. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas ingredientes activos
adicionales, que incluyen otros agentes citotoxicos tales como otros péptidos antimicrobianos. Otros ingredientes
activos pueden incluir diferentes tipos de antibidticos, citocinas, p.ej., IFN-y, TNF, CSF y factores de crecimiento,
inmunomoduladores, agentes quimioterapicos, p.ej., cisplatino o anticuerpos.

Las moléculas bioactivas, cuando se usan en composiciones topicas, estan presentes en general en una cantidad de
al menos un 0,1% en peso. En la mayoria de los casos, no es necesario emplear el péptido en una cantidad mayor
del 1,0% en peso.

Al emplear tales composiciones de manera sistémica (intramuscular, intravenosa, intraperitoneal), la molécula activa
esta presente en una cantidad para alcanzar un nivel en suero de la molécula bioactiva de al menos alrededor de 5
pg/ml. En general, no es necesario que el nivel en suero supere 500 ug/ml. Un nivel en suero preferido es alrededor
de 100 pg/ml. Tales niveles en suero se pueden alcanzar incorporando la molécula bioactiva en una composicion
que se va a administrar de manera sistémica a una dosis de 1 a alrededor de 10 mg/kg. En general, no es necesario
administrar la(s) molécula(s) a una dosis que supere 100 mg/kg.

También se describen métodos para tratar lugares o productos medioambientales o agricolas, asi como productos
alimenticios y lugares de produccion de alimentos, o superficies o herramientas, p.ej. en un medio hospitalario con
una o mas de las moléculas de la invencion para reducir el nimero de bacterias viables presentes o para limitar el
crecimiento o la reproduccién bacteriana.

La invencion se describira adicionalmente a continuacion con referencia a los Ejemplos no limitantes siguientes y las
Figuras, en las que

La Figura 1 es un grafico que muestra el efecto del tratamiento topico de un dia mediante el uso del compuesto 2
contra Staphylococcus aureus FDA486 en un modelo murino de infeccion cutanea. El numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) se muestra en el eje Y, y el tipo de tratamiento tdpico aplicado a los ratones se
muestra en el eje X.

La Figura 2 es un grafico que muestra el efecto del tratamiento topico de un dia mediante el uso del compuesto 2
contra Streptococcus pyogenes en un modelo murino de infeccion cutanea. El nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) se muestra en el eje Y, y el tipo de tratamiento topico aplicado a los ratones se muestra en el eje X.

La Figura 3 es un grafico que muestra una comparacion de la recuperacion de ATP tras el apagamiento inducido por
las formulaciones, y su comparacion con patrones de concentracion conocida (Ejemplo 5).

La Figura 4 es un grafico que muestra una comparacion de la liberacion de ATP ftras la aplicacion de diferentes
formulaciones (Ejemplo 5).

Ejemplos

Ejemplo 1

Actividades in vitro de las moléculas de la invencion
2.0 Materiales y Métodos

2.1 Antimicrobianos

Los viales de Compuesto 1 y Compuesto 2 pre-pesados fueron suministrados por Lytix Biopharma AS.
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Férmula general del compuesto: AA1-AA-AA-XYZ

AA AA, XYZ
Compuesto 1 Arg Phe(4-(2-Naftilo)) NHCH,CH,Ph
Compuesto 2 Arg 2,5,7-tri-terc-butiltriptéfano NHCH,CH,Ph

2.2 Aislamientos bacterianos

Los aislamientos bacterianos usados en este estudio fueron de diversas fuentes de todo el mundo almacenadas en
GR Micro Ltd. y mantenidas, con subcultivos minimos, congeladas a -70 °C en forma de una suspension densa en
una matriz de contenido elevado de proteinas de suero de caballo sin diluir. La especie usada y sus caracteristicas
se enumeran en la Tabla 1. Estos incluyen 54 bacterias grampositivas, 33 bacterias gramnegativas y 10 hongos.

2.3 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Las CIMs se determinaron mediante el uso de los siguientes métodos de microdilucién en caldo para ensayar la
susceptibilidad antimicrobiana publicada por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, anteriormente
NCCLS):

M7-A6 Vol. 23 N° 2, Enero de 2003, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that Grow
Aerobically; Estandar Aprobado-Sexta Edicion.

M100-S15 Vol. 25 N° 1, Enero de 2005, Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing;
Decimoquinto Suplemento Informativo.

M11-A6 Vol. 24 N° 2, Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria; Estandar Aprobado-
Sexta Edicion.

M27-A2 Vol. 22 N° 15, Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Estandar
Aprobado-Segunda Edicion.

M38-A Vol. 22 N° 16, Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi;
Estandar Aprobado.

Se llevaron a cabo las estimaciones de CIM mediante el uso de placas humedas, que contenian los agentes
antibacterianos o antifungicos, preparadas en GR Micro Ltd.

Se uso6 caldo Mueller-Hinton con ajuste de cationes (Oxoid Ltd., Basingstoke, R.U. y Trek Diagnostic Systems Ltd.,
East Grinstead, R.U.) (complementado con un 5% de sangre de caballo hemolizada para Strepfococcus spp.,
Corynebacterium jelke/um y Listeria monocytogenes) para las bacterias aerobias, con un inéculo inicial de
aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.

Se us6 medio de ensayo de Haemophilus (caldo Mueller-Hinton que contenia un 0,5% de extracto de levadura y
complemento de medio de ensayo de Haemophilus que contenia 15 mg/L de hematina y NAD todo obtenido de
Oxoid Ltd., Basingstoke, R.U.) para Haemophilus influenza, y se inoculd con aproximadamente 10° UFC/mL.

Se us6 caldo de Brucella complementado (SBB) para las cepas anaerobias con un inéculo de aproximadamente 10°
UFC/mL. SBB es un caldo que consiste en 1% de peptona, 0,5% de 'Lab-lemco’, 1% de glucosa y 0,5% de cloruro
sédico complementado con 5 pg/L de hemina y 1 pg/L de vitamina K (ambas obtenidas de Sigma Aldrich Ltd.)

Se llevaron a cabo CIM de levaduras y hongos filamentosos en medio RPMI 1640 tamponado con MOPS (el tampdn
MOPS se obtuvo de Sigma Aldrich Ltd., RPMI 1640 se obtuvo de Invitrogen Ltd, Paisley, Escocia). Los inéculos de
Ievadura estuvieron en el intervalo 7,5 x 10 - 4 x 10°> UFC/mL, y los hongos filamentosos aproximadamente 8 x 10° -
1 x 10° UFC/mL

Siguiendo las practicas normales, todas las placas que contenian caldo Mueller-Hinton se prepararon por
adelantado, se congelaron a -70 °C el dia de la preparacion y se descongelaron el dia del uso. Todas las
determinaciones de CIM fungicas, de Haemophilus y anaerobias se llevaron a cabo en placas preparadas el mismo
dia.

Para determinar si la congelacion afect6 a la actividad de los péptidos, ciertas determinaciones de CIM se repitieron
mediante el uso de placas que contenian caldo Mueller-Hinton recién preparado.

2.4 Cepas de control

Las siguientes cepas de control (referencia) se incluyeron en el panel de cepas ensayadas
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Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Candida krusei ATCC 6258

Las cepas de control siguientes fueron adicionales al panel de cepas de ensayo, y se incluyeron donde fue
adecuado para comprobar que los comparadores estuvieron dentro del intervalo.

Haemophilus influenzae ATCC 49247
Candida parapsilosis ATCC 22019
Bacteroides fragilis ATCC 25285
Eggerthella lenta ATCC 43055

3.0 Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 1 en forma de una lista de una sola linea. Los resultados de las cepas de
control repetidas se muestran en la Tabla 2. Se puede observar que los resultados de las cepas de control fueron
muy reproducibles, lo que incluye los datos de las placas que contuvieron caldo Mueller Hinton almacenado
congelado o usado fresco. La congelacion de las placas tampoco tuvo efecto sobre la CIM para otras cepas
bacterianas.

Los datos de CIM obtenidos son muy alentadores, e indican que los péptidos tienen un espectro de actividad
bastante amplio.

Tabla 1: Lista de una sola linea de la actividad in vitro de dos péptidos antimicrobianos nuevos y un comparador
contra un panel de bacterias grampositivas, bacterias gramnegativas y hongos.

Especie y propiedades Com;?luesto Comguesto
Candida albicans ATCC90028 - cepa de referencia 2 8
Candida albicans ATCC24433 - cepa de referencia 2 8
Candida tropicalis ATCC750 - cepa de referencia 2 4
Candida parapsilosis ATCC90018 - cepa de referencia 4 16
Candida (Issatchenkia) krusei ATCC6258 - cepa de referencia 4 4
Aspergillus niger- coleccion de G.R. Micro 4 8
Trichophyton mentagrophytes - coleccion de G.R. Micro 16 8
Trichophyton interdigitale - coleccion de G.R. Micro 8 8
Microsporum canis - coleccion de G.R. Micro 8 8
Cryptococcus neoformans - coleccion de G.R. Micro 4 4
Escherichia coli ATCC25922 - cepa de tipo sensible a antibiéticos 32 8
Escherichia coli ATCC32518 - cepa de tipo positivo a B-lactamasa 32 8
Escherichia coli - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 32 8
Klebsiella aerogenes NCTC11228 - cepa de tipo sensible a antibidticos 32 16
Klebsiella aerogenes - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 64 16
Enterobacter sp - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 32 4
Enterobacter sp - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 64 16
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 - tipo sensible a antibidticos 16 8
Pseudomonas aeruginosa - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 32 4
Stenotrophomonas maltophilia - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 8
Salmonella sp - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 16 8
Salmonella sp - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 16 8
Shigella sp - aislamiento clinico sensible a antibidticos 32 8
Morganella morganii - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 2128 16
Haemophilus influenzae - aislamiento clinico negativo a B-lactamasa 2128 8
Haemophilus influenzae - aislamiento clinico positivo a -lactamasa 2128 8
Haemophilus influenzae - negativo a B-lactamasa resistente a ampicilina 2128 8
Moraxella catarrhalis - aislamiento clinico positivo a B-lactamasa 4 4
Moraxella catarrhalis - susceptibilidad clinica reducida a fluorogquinolona 8 8
Acinetobacter baumanii - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 16
Staphylococcus aureus ATCC 29213 - control sensible a antibiéticos 4 2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - control sensible a antibiéticos 4 4
Staphylococcus aureus ATCC 43300 - cepa de control resistente a meticilina 4 2
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Especie y propiedades Com;?luesto Comguesto
Staphylococcus aureus - aislamiento clinico resistente a meticilina 4 4
Staphylococcus aureus - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 4
Staphylococcus aureus - aislamiento clinico intermedio a teicoplanina 4 4
Staphylococcus epidermidis - aislamiento clinico sensible a antibiticos 16 8
Staphylococcus epidermidis - aislamiento clinico resistente a meticilina 2 4
Staphylococcus haemolyticus - aislamiento clinico sensible a antibioticos 4 4
Staphylococcus saprophyticus - aislamiento clinico sensible a antibidticos 1 1
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - control sensible a antibiticos 4 4
Enterococcus faecalis - aislamiento clinico sensible a vancomicina 8 8
Enterococcus faecalis - aislamiento clinico resistente a vancomicina (VanA) 16 8
Enterococcus faecalis - aislamiento clinico resistente a vancomicina (VanB) 16 16
Enterococcus faecalis - aislamiento clinico resistente a gentamicina a nivel elevado 16 8
Enterococcus faecium - aislamiento clinico sensible a vancomicina 8 8
Enterococcus faecium - aislamiento clinico resistente a vancomicina (VanA) 16 8
Enterococcus faecium - aislamiento clinico resistente a vancomicina (VanB) 8 4
Enterococcus gallinarum - aislamiento clinico resistente a vancomicina (VanC) 4 4
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 - control sensible a antibiéticos 32 16
Streptococcus pneumoniae - aislamiento clinico sensible a penicilina 64 32
Streptococcus pneumoniae - aislamiento clinico intermedio a penicilina 32 32
Streptococcus pneumoniae - aislamiento clinico resistente a penicilina 32 16
Streptococcus pneumoniae - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 64 32
Streptococcus pyogenes - aislamiento clinico resistente a macroélidos (MLS) 32 16
Streptococcus pyogenes - aislamiento clinico resistente a macrolidos (tipo M) 32 16
Corynebacterium jeikeium - aislamiento clinico sensible a antibidticos 32 16
Corynebacterium jeikeium - aislamiento clinico multirresistente a farmacos 32 8
Listeria monocytogenes - aislamiento clinico sensible a antibidticos 32 16
MUS50 Staphylococcus aureus (MRSA) - cepa de tipo VISA 4 4
EMRSA3 Staphylococcus aureus (MRSA) - SSCmec tipo 1 4 4
EMRSA16 Staphylococcus aureus (MRSA) - SSCmec tipo 2 4 4
EMRSA1 Staphylococcus aureus (MRSA) - SSCmec tipo 3 8 8
EMRSA15 Staphylococcus aureus (MRSA) - SSCmec tipo 4 4 4
HT2001254 Staphylococcus aureus (MRSA) - positivo a PVL 4 4
Streptococcus agalactiae - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 16 8
Streptococcus agalactiae - aislamiento clinico resistente a macrolidos 32 16
Streptococcus del Grupo C - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 32 16
Streptococcus del Grupo C - aislamiento clinico resistente a macrélidos 64 32
Streptococcus del Grupo G - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 32 8
Streptococcus del Grupo G - aislamiento clinico resistente a macrélidos 32 16
Streptococcus mitis - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 16
Streptococcus mitis - aislamiento clinico resistente a macrélidos 2128 32
Streptococcus constellatus - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 32
Streptococcus constellatus - aislamiento clinico resistente a macrélidos 64 32
Streptococcus oralis - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 32
Streptococcus oralis - aislamiento clinico resistente a macrélidos 32 32.
Streptococcus bovis - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 32
Streptococcus bovis - aislamiento clinico resistente a macrélidos 8 8
Streptococcus sanguis - aislamiento clinico sensible a antibiéticos 64 32
Streptococcus sanguis - aislamiento clinico resistente a macrolidos 32 32
Clostridium perfringens - aislamiento clinico sensible a antibioticos 2128 32
Clostridium difficile - aislamiento clinico sensible a antibioticos 32 16

Tabla 2: Actividad in vitro de dos péptidos antimicrobianos nuevos y comparadores contra cepas de control de la
ATCC

5 (Incluye las cepas de control de la ATCC ademas del panel de las cepas de ensayo)

C’(\alga Especie y propiedades Cfl)mpue;to Tipo de placa
GPO1 Staphylococcus aureus ATCC. 292 13 8 4 MHB congelado
cepa de control sensible a antibidticos
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Staphylococcus aureus ATCC 29213

GPO1 ) o 4 4 MHB congelado
cepa de control sensible a antibidticos

GPO1 Staphylococcus aureus ATCC. 292 13 4 2 MHB fresco
cepa de control sensible a antibidticos

GNo1 | EScherichia coli ATCC 25922 32 | 8 | MHB congelado
cepa de tipo sensible a antibidticos

GNo1 | EScherichia coli ATCC 25922 32 | 8 | MHB congelado
cepa de tipo sensible a antibidticos

GNo1 | EScherichia coli ATCC 25922 16 | 8 | MHB fresco
cepa de tipo sensible a antibidticos

GN10 Pseudompnas aeruginosa ATCC 27853 16 8 MHB congelado
cepa de tipo sensible a antibidticos

GN10 Pseudompnas aeruginosa ATCC 27853 32 8 MHB congelado
cepa de tipo sensible a antibidticos

GN10 Pseudompnas aeruginosa ATCC 27853 8 8 MHB fresco
cepa de tipo sensible a antibidticos

GP11 Enterococcus faecall§ - ATCC. 292 12 8 8 MHB congelado
cepa de control sensible a antibidticos

GP11 Enterococcus faecall§ - ATCC. 292 12 8 8 MHB congelado
cepa de control sensible a antibidticos

GP11 Enterococcus faecall§ - ATCC. 292 12 4 4 MHB fresco
cepa de control sensible a antibidticos
Haemophilus influenzae - ATCC 47247 32 4 HTM
Candida parapsilosis ATCC 22019 4 8 RPMI 1640

FO5 Candida (Issatchgnk/a) krusei ATCC 6258 8 RPMI 1640
cepa de referencia
FO5 Candida (Issatchgnk/a) krusei ATCC 6258 8 8 RPMI 1640

cepa de referencia
Bacteroides fragilis - ATCC 25285 64 64 | SBB
Eggerthella lenta - ATCC 43055 16 32 | SBB

MHB, caldo Mueller Hinton; HTM, medio de ensayo de haemophilus; SBB, caldo Brucella complementado.
Ejemplo 2

Sintesis de Péptidos

Productos quimicos

Los aminoacidos protegidos Boc-Trp-OH, Boc-Arg-OH, Boc-4-fenil-Phe y Ac-Arg-OH se adquirieron de Bachem AG,
mientras Boc-4-yodofenilalanina, Boc-3,3-difenilalanina y Boc-(9-antril)alanina se adquirieron de Aldrich.
Bencilamina, 2-feniletilamina, 3-fenilpropilamina, (R)-2-fenilpropilamina, (S)-2-fenilpropilamina, N,N-metilbencilamina,
N,N-etilbencilamina y N,N-dibencilamina que constituyeron el extremo C-terminal del péptido se adquirieron de
Fluka, excepto N-etilbencilamina, que se adquirié de Acros. Diisopropiletilamina (DIPEA), 1-hidroxibenzotriazol (1-
HOBL), hexafluorofosfato de clorotripirrolidinofosfonio (PyCloP) y hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (HBTU) se adquirieron de Fluka. Acido 4-n-butilfenilborénico, acido 4-t-butilfenilboronico, acido 4-
bifenilbordnico, acido 2-naftilborénico, tri orto-tolilfosfina, bromuro de bencilo y acetato de paladio se adquirieron de
Aldrich. Los disolventes se adquirieron de Merck, Riedel-de Haén o Aldrich.

Preparacion de aminoacidos

Preparacion de Boc-2,5, 7-tri-terc-butiltriptéfano-OH: Se agita una mezcla de HaN-Trp-OH (1,8 g, 8,8 mmol), t-BuOH
(4,7 g, 63,4 mmol) en acido trifluoroacético (19 mL) a 70 °C durante 3 horas. El volumen de la disolucion transliucida
de color marrén medio resultante se reduce en un rotavapor a temperatura ambiente durante 30 min, y después se
tritura afiadiendo 60 mL de NaHCOs del 7% (en peso) gota a gota. El sdlido granular gris/blanco obtenido se
recupera después mediante filtracion a vacio y se seca a vacio a temperatura ambiente durante 24 horas. El
producto se aisla mediante cristalizacion a partir de una mezcla casi en ebullicién de un 40 % de etanol en agua. Los
volumenes son en general de aproximadamente 20 mL por gramo de producto bruto.

Una primera cristalizacion a partir del producto bruto produce el producto aislado con un 80 - 83 % de pureza (HPLC)
con respecto a las demas sustancias de la muestra, y aproximadamente un 94-95 % de pureza con respecto a los
analogos conocidos de TBT. Los rendimientos en esta etapa estan en el intervalo del 60 - 65 %.

Bencilacién de Boc-4-yodofenilalanina. Se disolvid Boc-4-yodofenilalanina (1 equivalente) en metanol al 90% en
agua y se neutralizé mediante la adicion de carbonato de cesio hasta un pH alcalino débil (determinado mediante
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papel de tornasol). El disolvente se elimind mediante evaporacion rotatoria, y el agua restante de la sal de cesio de
Boc-4-yodofenilalanina se redujo adicionalmente mediante destilacion azeotropica repetida con tolueno. La sal seca
resultante se disolvié en dimetilformamida (DMF), se afadié bromuro de bencilo (1,2 equivalentes) y la mezcla
resultante se agité durante 6 - 8 h. Al final de la reaccion se eliminé la DMF a presién reducida, y se formo un aceite
que contenia el compuesto del titulo. Este aceite se disolvio en acetato de etilo, y la disolucion resultante se lavo con
volumenes iguales de una disolucion de acido citrico (tres veces), una disolucion de bicarbonato sédico y salmuera.
El compuesto del titulo se aislé6 en forma de un aceite amarillo palido con un rendimiento del 85% mediante
cromatografia rapida con el uso de diclorometano:acetato de etilo (95:5) como eluyente. Se pudo obtener Boc-4-
yodofenilalanina de bencilo cristalina mediante recristalizacion a partir de n-heptano.

Procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki: Se afiadi6 Boc-4-yodofenilalanina de bencilo (1
equivalente), acido arilborénico (1,5 equivalentes), carbonato sédico (2 equivalentes), acetato de paladio (0,05
equivalentes) y tri orto-tolilfosfina (0,1 equivalentes) a una mezcla desgasificada de dimetoxietano (6 ml/mmol de
Boc-4-yodofenilalanina de bencilo) y agua (1 ml/mmol de Boc-4-yodofenilalanina de bencilo). La mezcla de reaccion
se mantuvo bajo argon y se calentd a 80 °C durante 4-6 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se
filtra a través de una almohadilla corta de silicagel y carbonato sdédico. La torta de filtracion se lavé adicionalmente
con acetato de etilo. Los filtrados se combinaron, y los disolventes se eliminaron a presién reducida. Los productos
se aislaron mediante cromatografia rapida con el uso de mezclas de acetato de etilo y n-hexano como eluyente.

Preparacion de Boc-Bip(n-Bu)-OBn: El compuesto del titulo se preparé con un rendimiento del 53% a partir de acido
4-n-butilfenilborénico mediante el uso del procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki. Boc-Bip(n-Bu)-
OBn se aislé mediante el uso de un eluyente de acetato de etilo:n-hexano 80:20.

Preparacion de Boc-Bip(t-Bu)-OBn: El compuesto del titulo se prepard con un rendimiento del 79% a partir de acido
4-t-butilfenilborénico mediante el uso del procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki. Boc-Bip(t-Bu)-
OBn se aislé mediante el uso de un eluyente de acetato de etilo:n-hexano 80:20.

Preparacion de Boc-Bip(4-Ph)-OBn: El compuesto del titulo se prepard con un rendimiento del 61% a partir de acido
4-bifenilborénico mediante el uso del procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki. Boc-Bip(4-Ph)-OBn
se aislé mediante recristalizacion del producto bruto a partir de n-heptano.

Preparacion de Boc-Bip(4-(2-Naftilo))-OBn: El compuesto del titulo se preparé con un rendimiento del 68% a partir
de acido 2-naftilborénico mediante el uso del procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki. Boc-Bip(4-(2-
Naftilo))-OBn se aislé mediante recristalizacion del producto bruto a partir de n-heptano.

Preparacion de Boc-Bip(4-(1-Naftilo))-OBn: El compuesto del titulo se preparé a partir de acido 2-naftilborénico
mediante el uso del procedimiento general para los acoplamientos de Suzuki. Boc-Bip(4-(1-Naftilo))-OBn se aisld
mediante recristalizacion del producto bruto a partir de n-heptano.

Procedimiento general para la desesterificacion de los ésteres de bencilo: El éster de Bencilo se disuelve en DMF y
se hidrogena durante 2 dias a presién atmosférica mediante el uso de un 10% de Pd sobre carbono como
catalizador. Al final de la reaccion, el catalizador se elimina mediante filtracion y el disolvente se elimina a presion
reducida. Los acidos libres se aislan mediante recristalizacion a partir de éter dietilico.

Preparacion de Boc-Bip(4-n-Bu)-OH: El compuesto del titulo se preparé con un rendimiento del 61% a partir de Boc-
Bip(n-Bu)-OBn mediante el uso del procedimiento general para la desesterificacion.

Preparacion de Boc-Bip(4-t-Bu)-OH: El compuesto del titulo se preparé con un rendimiento del 65% a partir de Boc-
Bip(t-Bu)-OBn mediante el uso del procedimiento general para la desesterificacion.

Preparacion de Boc-Bip(4-Ph)-OH: El compuesto del titulo se prepard con un rendimiento del 61% a partir de Boc-
Bip(4-ph)-OBn mediante el uso del procedimiento general para la desesterificacion.

Preparacion de Boc-Bip(4-(2-Naftilo))-OH: El compuesto del titulo se prepard con un rendimiento del 68% a partir de
Boc-Bip(4-(2-Naftilo))-OBn mediante el uso del procedimiento general para la desesterificacion.

Preparacion de Boc-Bip(4-(2-Naftilo))-OH: El compuesto del titulo se prepard con un rendimiento del 68% a partir de
Boc-Bip(4-(2-Naftilo))-OBn mediante el uso del procedimiento general para la desesterificacion.

Procedimiento general para la sintesis de péptidos en fase de disolucion mediante el uso de HBTU. Los péptidos se
prepararon en disolucion mediante acoplamiento de aminoacidos por etapas con el uso de la estrategia de
protecciéon con Boc segun el siguiente procedimiento general. La parte del péptido C-terminal con un grupo amino
libre (1 eq) y el aminoacido protegido con Boc (1,05 eq) y 1-hidroxibenzotriazol (1-HOBt) (1,8 eq) se disolvieron en
DMF (2-4 ml/mmol de componente amino) antes de la adicién de diisopropiletilamina (DIPEA) (4,8 eq). La mezcla se
enfrié en hielo y se afadié hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HBTU) (1,2 eq). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1-2 h. La mezcla de reaccién se diluyé mediante
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acetato de etilo y se lavd con acido citrico, bicarbonato sédico y salmuera. El disolvente se eliminé a vacio y el grupo
protector Boc del péptido resultante se desprotegié en la oscuridad mediante el uso de TFA al 95% o cloruro de
acetilo en metanol anhidro.

Formacion de amida en fase de disolucién mediante el uso de PyCloP. Sintesis de Boc-Arg-N(CH2Ph),. Se disolvio
Boc-Arg-OH (1 eq), NH(CH2Ph)2 (1,1 eq) y PyCloP (1 eq) en DCM seco (filtrado a través de alimina) (2 ml) y DMF (1
ml). La disolucion se enfrié en hielo, y se afiadié DIPEA (2 eq) con agitacion. Las disoluciones se agitaron durante 1
h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se evapord, y se redisolvié en acetato de etilo y se lavd con acido
citrico, bicarbonato sédico y salmuera. El disolvente se elimind a vacio y el grupo protector Boc del péptido
resultante se desprotegio en la oscuridad mediante el uso de TFA al 95%.

Purificacion y analisis de péptidos. Los péptidos se purificaron mediante el uso de HPLC de fase inversa en una
columna Cig Delta-Pak (Waters) (100 A, 15 ym, 25 x 100 mm) con una mezcla de agua y acetonitrilo (que contenian
ambos un 0,1% de TFA) como eluyente. Los péptidos se analizaron mediante RP-HPLC con el uso de una columna
analitica C+g Delta-Pak (Waters) (100 A, 5 ym, 3,9 x 150 mm) y espectrometria de masas con electronebulizacion de
iones positivos en un espectrometro de masas de cuadrupolo VG Quattro (VG Instruments Inc., Altringham, R.U.).

Ejemplo 3 Estabilidad hacia la degradacion con tripsina

Los compuestos de formula AA1-AA2-AA+-NHCH,CH,Ph se ensayaron en cuanto a su resistencia a tripsina y su
actividad antimicrobiana.

Medidas y calculo de la semivida de los péptidos

Cada péptido se disolvié en un tampén de NH:HCO3 0,1 M (pH 6,5) para producir una concentracion final de péptido
de 1 mg/ml. Se preparé una disolucion de tripsina disolviendo 1 mg de tripsina en 50 ml de tampon de NH4HCO3 0,1
M (pH 8,2). Para la determinacion de la estabilidad, se incubaron 250 pl de disolucién recién hecha de tripsina y 250
pl de disolucion de péptido en 2 ml de tampén de NH:HCO3 0,1 M (pH 8,6) a 37 °C en un agitador orbital. Se
tomaron alicuotas de 0,5 ml a diferentes intervalos de tiempo, se diluyeron con 0,5 ml de agua:acetonitrilo (60:40 v/v)
que contenia un 1% de TFA y se analizaron mediante RP-HPLC como se describié anteriormente. Las muestras sin
adicién de tripsina tomadas a las 0 h y después de 20 h a 37 °C se usaron como controles negativos. Se uso la
integracion del area de los picos a 254 nm para las muestras tomadas durante las primeras 5 horas del ensayo para
generar el 11/2. Los péptidos que no exhibieron degradacién durante las primeras 24 h se clasificaron como estables.

Ensayo antibacteriano

Las determinaciones de CIM en Staphylococcus aureus, cepa ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), cepa ATCC 33591 y Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (MRSE), cepa ATCC
27626, fueron llevadas a cabo por Toslab AS mediante el uso de los métodos habituales. Amsterdam, D. (1996)
Susceptibility testing of antimicrobials in liquid media, en Antibiotics in Laboratory Medicine. 42 ed. (Lorian, V., Ed.)
pags. 75-78, Williams and Wilkins Co, Baltimore.

Tabla 3. Estabilidad de los péptidos AA1-AA2-AA-NHCH.CH,Ph hacia tripsina medida como la semivida (1112) ¥y
actividades antibacterianas expresadas como CIM.

Péptido AA; AA; T112° (h) CIM® (uM)
S. aureus® MRSA°  MRSF°
Compuesto 6’  Arg Trp 7 145 97 81
Compuesto 5 Arg Bip(4-Ph) Estable 5 3 3
Compuesto 4 Lys  2,5,7-tri-terc-butiltriptéfano Estable 3 <2
Compuesto 3 Arg Phe(4-(1-Naftilo)) 20 3 3
Compuesto 2 Arg  2,5,7-tri-terc-buitiltriptéfano Estable <3 <3 <3
Compuesto 1 Arg Phe(4-(2-Naftilo)) Estable 4 <3 <3

@ Se uso la Calculadora Médica de la Universidad de Cornell para calcular la semivida.
® Concentracion inhibitoria minima

¢ Staphilococcus aureus, cepa ATCC 25923

@ Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATCC 33591

¢ Staphylococcus epidermis resistente a meticilina ATCC 27626

"fuera del alcance de la invencion

Ejemplo 4 Actividad in vivo del compuesto 2
Se infectd la piel de ratones con Staphylococcus aureus o Streptococcus pyogenes, y posteriormente se
administraron un total de tres tratamientos a intervalos de tres horas. Tres horas después del ultimo tratamiento, se

recogieron biopsias de piel y se determind el nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs) presentes en la
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muestra de piel. Los resultados se muestran en las Figuras 1 y 2, expresados como el ndmero de unidades
formadoras de colonias por ratén.

En el experimento 1 (Figura 1), se aplicé el compuesto 2 a la piel murina como parte de una crema o un gel que
contenia un 2% (p/p) de compuesto 2. Se us6 la misma crema o gel sin el compuesto 2 como control negativo
(placebo). Se puede observar claramente que el numero de UFCs se redujo cuando se aplico una crema o gel que
contenia el compuesto 2 a la piel murina, en comparacién con el control negativo, lo que indica que el compuesto 2
ejercio un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus aureus. La naturaleza del vehiculo, crema o gel, no tuvo un
efecto significativo.

En el experimento 2 (Figura 2), se aplicé el compuesto 2 en dos concentraciones diferentes, en forma de un gel del
1% o del 2%. Se usé un gel placebo y un agente antibacteriano conocido, "bactroban”, como controles. Se puede
observar que los geles que contienen el compuesto 2 fueron mas eficaces para reducir el numero de UFCs que el
gel placebo o el bactroban. El gel que contuvo un 2% de compuesto 2 fue mas eficaz que el gel que contuvo
solamente un 1% de compuesto 2.

Ejemplo 5 Eficacia ex vivo del Compuesto 2 contra Tricophyton rubrum en un modelo de ufia infectada

El objetivo de este estudio fue medir la eficacia antifungica del Compuesto 2 (como se definié en el Ejemplo 1) para
el tratamiento de la onicomicosis y compararlo con Loceryl®, comercialmente disponible, en el modelo de una
infectada TCCT™ in vitro de MedPharm mediante el uso de ufias humanas.

Materiales

El articulo de ensayo 1 es el Compuesto 2 en forma de una sal de HCI. El articulo de referencia 1 es la laca de ufias
Loceryl®

Tabla 4: Lista de materiales usados en el estudio

Materiales Proveedor

Anfotericina B Sigma, R.U.

Patrones de ATP Sigma, R.U.
BacTiter-Glo™ PROMEGA, R.U.

Etanol Fisher, R.U.

Agar Sabouraud-Dextrosa Oxoid, UK

Disolucion de Ringer Oxoid, UK

Hidrocloruro de terbinafina Hetero Labs Limited, India

Tween 80 Merck, Alemania

Sistemas de ensayo
Sistema ChubTur®
o El sistema de ensayo ChubTur® ha sido disefiado por MedPharm.

o El sistema de ensayo ChubTur® se establecié mediante el uso de T. rubrum como hongo de ensayo, y los
detalles de la fuente se describen mas adelante.

e Los sistemas de ensayo ChubTur® se establecieron a temperatura ambiente. Sin embargo, la incubacioén de las
celdas finales es a 25 + 2 °C.

T. rubrum

Un tubo de agar Sabouraud-dextrosa (SDA) inclinado se inoculé con T. rubrum obtenido de la Universidad de
Cardiff. El cultivo se aislo en un principio de un paciente de onicomicosis. Tras la recepcion, el organismo se
subcultivd en tubos de SDA inclinado a 25 °C durante 7 dias, y las muestras de referencia se colocaron en una
disolucion de glicerol y se congelaron criogénicamente. El organismo se ha subcultivado trimestralmente para
mantener la viabilidad. Los cultivos se almacenan a 25 °C durante siete dias después del subcultivo, y después se
almacenan a 2-8 °C hasta que son necesarios.

Métodos

Investigacion preliminar

Preparacién de Compuesto 2
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Se preparé una disolucion saturada del Compuesto 2 mediante el uso de 10 mg de Compuesto 2 en 1 ml de agua
desionizada. Después de agitar durante la noche, la mezcla se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min, y el
sobrenadante resultante se decanto y se almacendé a 2-8 °C durante un maximo de 14 dias.

El placebo fue agua desionizada solamente.

Preparacién de suspensiones de organismos

Preparacion de agar Sabouraud-dextrosa

Brevemente, se afiadieron 65 g de SDA en polvo a 1 L de agua desionizada. La mezcla se calenté hasta que el agar
se disolvié visiblemente. Después se esterilizd a 121 °C durante 15 min en un autoclave, se dejo enfriar a 56 °C,
antes de transferir 25 ml a placas Petri estériles de 90 mm. La placa Petri se dejé con la tapa ligeramente
entreabierta (aprox. una apertura de 1 cm) durante 30 min bajo una camara de flujo laminar antes del uso.

Preparacion de la disolucion de Ringer

La disolucién de Ringer se preparé como se describié en el documento SOP 3080. La disolucion se esterilizd
después en un autoclave durante 15 min a 121 °C.

Preparaciéon de una suspension de T. rubrum

(i) Una placa de SDA de 90 mm se sembrd con T. rubrum retirando suavemente el micelio y las esporas con el
uso de una torunda estéril de un cultivo inclinado, y transfiriéndolas a la superficie del agar.

(i) La placa de agar se incubd después a 25 °C durante 7 dias.
(iii) Las esporas blancas se arrastraron después de la superficie de la placa con disolucion de Ringer (20 ml).

(iv) La suspension de esporas se filtré después a través de una gasa estéril (Smith+Nephew, Propax, gasa de 7,5
cm x 7,5 cm 8 Ply, BP Tipo 13) para eliminar el micelio y los restos de agar.

(v) Se llevd a cabo un recuento viable de la suspension de esporas y el recuento de esporas se ajusté a
aproximadamente 1 x 107 ufc/ml, diluyendo o concentrando las esporas adecuadamente en un volumen final de
20 ml.

Preparacién de uias

Antes de cortar las ufias humanas distales en segmentos de 3 mm x 3 mm, las ufias se extrajeron del congelador y

se colocaron en una camara de flujo laminar durante 30 min para equilibrarlas a temperatura ambiente. Tras esto,

las ufias se lavaron brevemente por separado como sigue:

(i) Las ufas se sumergieron en una disolucién en agua de etanol al 70% y se mezclaron en vértex durante 1 min.

(i) Ladisolucion de etanol se decant6 y se sustituyé con una disolucion reciente de etanol al 70 %, y se mezcl6 en
vortex durante un minuto mas.

(iii) La disolucion de etanol se decantd y se sustituy6 con disolucion de Ringer, se mezclo en vértex durante 1 min 'y
se decantd y se sustituyd con disolucién de Ringer reciente. Este proceso de lavado con disolucion de Ringer
se llevd a cabo tres veces, sustituyendo la disolucion de lavado en cada fase.

(iv) Una vez que se completo el proceso de lavado, las ufias se colocaron en una placa Petri estéril sin tapa y se
secaron al aire bajo una camara de flujo laminar durante 30 min a temperatura ambiente.

Descripcion del método: Celdas ChubTur®
Las celdas ChubTur® se usaron como sigue:

(i) Después de preparar las ufias, se midié el grosor de cada ufia mediante el uso de un calibre antes de
montarlas en las celdas ChubTur®.

(i) Los segmentos de ufias se inocularon inicialmente en la parte inferior con T. rubrum (5 pL de ~1x10’ ufc/ml), se
secaron en una camara de flujo laminar y después se montaron en una celda ChubTur® con el lado dorsal
hacia arriba. El contenido de la camara receptora (volumen de 4,4 + 0,24 cm3) se rellené hasta la mitad con
disolucién de Ringer estéril.
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(i) Las celdas se incubaron después a 25 + 3 °C durante 14 dias para permitir el crecimiento completo del
organismo en la ufa.

(iv) Alos 14 dias, las celdas ChubTur® se retiraron de la incubacion y se aplicaron 10 uL del Compuesto 2 y de
Loceryl por separado a la superficie de la ufia en posicién opuesta al lado en el que se inoculé a las ufias la
suspension de organismos. Una vez que el Compuesto 2 y Loceryl se aplicaron a la superficie de las ufas, las
celdas se devolvieron a la incubacién a 25 + 3 °C.

(v) Se empled un régimen de dosis multiples en el que se aplicaron dosis a las celdas a intervalos de 24 h durante
5 dias (Tabla 5). Antes de aplicar las dosis, se lavo la superf|0|e de las ufias con disolucion de Ringer estéril
para eliminar cualquier exceso de Compuesto 2 y de Loceryl de la dosis previa. Una vez que se hizo esto, se
aplicé una dosis fresca de 10 yL de Compuesto 2 y de Loceryl a las celdas adecuadas segun el régimen de
dosificacion de la tabla 5.

Tabla 5: Tabla que muestra un resumen de las muestras a investigar:

Sistemas . Régimen de
. Articulo de ensayo A
Experimentales dosificacion

A (nf3) Compuest@? 2 Diario durante 5
B (n=3) Loceryl dias

C (n=3) Placebo

D (n=2) Control Infectado -

E (n=2) Control Sin Infectar -

(vi) Después de la dosificacion de 5 dias, cuando fue posible se eliminé el exceso de Compuesto 2 y de Loceryl®
de la superficie de las ufias, y las ufias se desmontaron de la junta de las celdas ChubTur®. Las ufias se
analizaron después en busca de la presencia de ATP de los hongos viables.

Resultados y discusion
Investigacion de interferencia: Efecto del apagamiento en presencia de la formulacion.

Cualquier efecto de apagamiento de los Articulos de Ensayo se ensay6 afadiendo 10 uL de Compuesto 2, Locery!®
y placebo a un patréon de calibracion de ATP de concentracion conocida (n=3) y comparandolo con el patrén solo
(que no contiene Articulos de Ensayo). Se gener6 una curva de regresion lineal que muestra la concentracion frente
a las unidades de luminiscencia para los patrones de calibracion de ATP en el intervalo de 10 mg/mL a 1000 ng/mL.
La comparacion entre el patron de ATP en presencia de diversas matrices se presenta en la Figura 3. Se puede
observar a partir del grafico que el Compuesto 2 y Loceryl mostraron apagamiento cuando se afiadieron a una
concentracion conocida de disolucion patrén de ATP (750 ng/mL), ya que la unidad de absorbancia para las dos
formulaciones mostré una disminucién notable en comparacion con el patrén solo. El placebo no mostré efecto de
apagamiento, ya que no hubo una diferencia evidente entre el placebo y el patron solo.

Recuperacion de ATP tras la aplicacion del farmaco

La Figura 4 muestra la variacion en la liberacion de ATP de muestras de ufias infectadas tras la aplicacion de los
Articulos de Ensayo (n=3) y su comparacion con muestras de ufias de control infectadas y sin tratamiento, y sin
infectar y sin tratamiento (los controles se ensayaron a n=2). Se deberia indicar que cuanto menor fue la cantidad de
ATP recuperada, mayor fue la eficacia del Articulo de Ensayo contra el organismo de ensayo. Se puede observar a
partir del grafico que el control infectado y sin tratar produjo una recuperacion de ATP elevada esperada, mientras el
control sm infectar y sin tratar prOdeO niveles muy bajos de ATP. También se observé que el Compuesto 2 y
Loceryl produjeron una recuperacion baja de ATP en comparacion con el control infectado y el placebo, lo que
indica una eficacia elevada contra el organismo de ensayo. No hubo una diferencia evidente entre el placebo y el
control infectado y sin tratar.

Ejemplo 6

Se preparé un compuesto adicional de la invencion y se obtuvieron los valores de Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) contra una diversidad de bacterias.

H-Arg-Tbt-Arg-NH (CH.)2(2-Br-fenilo)
Saponificacion de Boc-Arg-Tbt-Arg-OMe

Se afiadié LiOH-H20 (373 mg, 8,9 mmol) a una disolucién incolora de BocArgTbtArg-OMe -2 HCI (2,5 g, 2,9 mmol,
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preparada como se describié en el documento WO 01/66147) en una mezcla de H,O (5 ml) y THF (20 ml), y la
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 30 min, durante lo cual se desarrolld rapidamente un color
amarillo. Se afiadio HCI diluido (52 ml) y salmuera saturada (35 ml), y la mezcla resultante se extrajo con DCM. El
DCM se evaporo y el material organico se redisolvié en DCM, se seco sobre Na>SOy, se filtrd y se concentrd. Masa
obtenida de BocArgTbtArg-OH: 2,46 g, 93%.

Acoplamiento mediado por PyBOP

La sal de TFA de BocArgTbtArgCO2H (365 mg, 0,35 mmol) se mezclé con 2-bromo fenil etil amina (53 pl) en DMF
(0,9 ml), y se afiadié DIPEA (120 pul). La mezcla de reaccion se agitoé a temperatura ambiente durante 5 min antes de
afiadir PyBOP (194 mg, 0,37 mmol), y después se dej6 durante 3 horas. Antes del procesamiento, la mezcla se
diluy6 con EtOAc (20 ml) y se lavo con 2x30 ml de disol. de acido citrico del 5%, 2x30 ml de disol. de NaHCOs del
5%, 30 ml de salmuera sat., seguido de secado sobre Na>SOy, filtracion y concentracion. El producto bruto se aislo
en forma de un aceite (432 mg) que contuvo un subproducto del reactivo de acoplamiento. El grupo Boc se elimind
disolviendo el producto bruto en 15 ml de HCl 4 M en 1,4-dioxano y agitandolo durante 30 min a temperatura
ambiente antes de la concentracion y purificacion final mediante cromatografia de fase inversa.

Pureza: >95%, Espectrometria de masas con electronebulizacién (m/z, ién molecular protonado): 866,48/868,56
(calculado), 866,5/868,5 (observado).

Datos microbiolégicos

Concentracion inhibitoria minima (mg/l), H-Arg-Tbt-Arg-NH-Y-Z

Y-Z E. coli S. aureus MRSA | Str. pyogenes
-(CH2)>-(2-BrPh) 6 3 3 3
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de formula (Il)
AA-AA-AA--X-Y-Z (1)
en la que:
AA; es un aminoacido cationico;

AA; es un aminoacido seleccionado de tributil triptéfano (Tbt) o un derivado de bifenilalanina seleccionado de Phe
(4-(2-Naftilo)), Phe (4-(1-Naftilo)), Bip (4-n-Bu), Bip (4-Ph) y Bip (4-T-Bu);

X es un atomo de N, que puede estar sustituido con un grupo arilo o alquilo C4-C1o ramificado o sin ramificar, cuyo
grupo puede incorporar hasta 2 heteroatomos seleccionados de N, Oy S;

Y representa -Ra-Rp- en la que
R.esCy
Ry es C; cada uno de R, y R, puede estar sustituido con grupos alquilo C4-C4 0 sin sustituir; y

Z es un grupo que comprende 1 grupo ciclico de 5 6 6 atomos distintos de hidrégeno, y el grupo ciclico puede estar
sustituido; el resto Z incorpora un maximo de 15 atomos distintos de hidrégeno; y en la que

el enlace entre Y y Z es un enlace covalente entre R, 0 R, de Y y un atomo distinto de hidrégeno del grupo ciclico de
Z,

en el que dicho compuesto es un péptido.

2. Un compuesto de formula (Il) segun la reivindicacion 1, en el que dichos aminoacidos catiénicos son lisina y/o
arginina.

3. Un compuesto de férmula (Il) segun cualquier reivindicacion precedente, en el que X esta sin sustituir.

4.  Un compuesto de formula (llI) segun cualquier reivindicacion precedente, en el que Y es -Ra-Ry- y esta sin
sustituir, preferiblemente Y es -CH,-CHa-.

5. Un compuesto de férmula (Il) segun cualquier reivindicacion precedente, en el que Z es fenilo.
6.  Un compuesto segun cualquier reivindicacion precedente, en el que -X-Y-Z juntos son -NHCH,CHzPh.

7. Un compuesto segun cualquier reivindicacion precedente y que tiene la férmula estructural

&
oy
C CH. C.
TlH u/ \clzn/ :I,N/ \NH
C 0, NH
HT/ \NHz T’ \T/
Ha
HLC C C CH
N N Ny New,
H, ’ H
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P Y
C Q NH
HT/ \m ﬁ \T/
M,
MNP SR Tk
N CHy
S
NHy
ro—?
+B8u
HN:

8.  Un compuesto segun cualquier reivindicacion precedente para el uso en la terapia.

9.  Un compuesto segun cualquier reivindicacion precedente para el uso como agente antimicrobiano, antifingico

o antitumoral.

10. El uso ex vivo de un compuesto segun cualquier reivindicacion precedente como agente antimicrobiano.

11. Una formulacidon que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 mezclado con

un diluyente, vehiculo o excipiente adecuado.

12. Una formulacién segun la reivindicacion 11, que es una formulacion farmacéutica que es preferiblemente

adecuada para la administracion tépica.

19



UFC/raton

1.0x10°-
1.0x108-
1.0x107 -

1.0x10%

1.0x105+
1.0x104
1.0x103
1.0x102+

1.0x101-

ES 2468 250 T3

Figura 1

20

B o X )
Q
o
QB
o @~ |
(o]
o (o]
1 1 || ]
Crema Comp. 2, Comp. 2, Gel
placebo 2% en crema 2% en gel placebo



UFC/raton

1.0x107 -
1.0x108-
1.dx105-
1.0x104-
1.0x103-
1.0x102+

ES 2468 250 T3

1.0x10"-

@0 0
050 (0 o ®
(¢ @
° °
° ° A
S —— A A
A
L
° Nt Y
-9 b A -A--
T I 1 T
Gel Bactroban Comp. 2, Comp. 2,
placebo 1% en gel 2% en gel

Figura 2

21



ES 2468 250 T3

ia (% UA)

iniscenc

Lum

120

100

80

60

40

20

Patrén de
ATP puro

Compuesto 2

Formulaciones

Figura 3

22




ES 2468 250 T3

ia (UA)

Iniscenc

Unidades de Lum

300

250 -

200

150

100

50

Loceryl

Compuesto 2 Placebo

" Formulacion

Infectados Sin infectar

Controles

Figura 4

23




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos


