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DESCRIPCIÓN

Péptidos antibacterianos

La presente invención proporciona péptidos antimicrobianos. La invención se relaciona, además, con composiciones 5
farmacéuticas que comprenden péptidos antimicrobianos y el uso de los péptidos en el tratamiento de, entre otras, 
infecciones microbianas.

Una familia principal de péptidos antibacterianos endógenos, las beta-defensinas, son secretadas por las células 
epiteliales que cubren los tractos digestivo, respiratorio y urogenital de mamíferos mayores. También son producidas 10
por queratinocitos en la piel. Su papel principal es proporcionar una primera línea esencial de defensa contra la 
infección a través de estas rutas por organismos patógenos.

Las defensinas son una de las clases más estudiadas de péptidos antimicrobianos. Esta clase consiste en moléculas 
ricas en cisteína con tres puentes disulfuro. Se encuentran en plantas, insectos y en varios mamíferos. En los 15
humanos, se encuentran dos clases de defensinas que difieren entre sí en términos de espaciamiento y enlaces entre 
los seis residuos de cisteína. La primera de estas clases son las alfa-defensinas (seis tipos) que se han aislado a partir
de neutrófilos (HNP1-4, péptido neutrófilo humano) y en las células de Paneth del tracto gastrointestinal (alfa-
defensinas5 y 6). La segunda clase, las betas defensinas, son más largas, más básicas, y se expresan a través de la 
mucosa dentro de las células epiteliales y los queratinocitos que cubren y/o comprenden y/o se encuentran presentes 20
dentro de los tractos digestivo, respiratorio y urogenital y en la piel. La hBD1 (beta-defensina 1 humana) es secretada
constitutivamente y las beta-defensinas 2, 3 y 4 humanas (hBD2, hBD3 y hBD4) se producen en respuesta a una 
infección o inflamación. La expresión y secreción de hBD2 se activa por estimulación bacteriana, particularmente 
bacterias flageladas (Harder y otros, Nature 1997; 387:861) e IL1 [alfa] e IL1 [beta] (Interleucina 1) (Liu y otros, J Invest 
Dermatol 2002; 118; 275-281). En algunos sitios de tejidos, el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-alfa) y el 25
lipopolisacárido (LPS) puede jugar también un papel en la inducción de la expresión de HBD2. Los experimentos in 
vitro han revelado que hBD2 es activo contra bacterias Gram negativas tales como Escherichia coli (E. coli) y en menor 
grado, bacterias Gram positivas tales como Streptococcus pneumonaie (Str. Pneumonae). La hBD2 también muestra 
actividad de aniquilación in vitro contra la levadura Candida albicans. La expresión y secreción de hBD3 se induce por 
estimulación bacteriana, TNF-alfa y especialmente Interferón gamma (IFNᵧ) que también tienen la propiedad común de 30
ser moléculas implicadas en procesos inflamatorios.

Además de la protección antimicrobiana innata de amplio espectro constitutiva potente y regulada que las beta-
defensinas proporcionan, éstas moléculas, hBD2 en particular, también tienen la capacidad de movilizar el brazo 
adaptativo de la respuesta inmunológica a través de efectos quimiotácticos en células dendríticas inmaduras y 35
linfocitos T de memoria (Yang y otros, Science 1999; 286:525-528).

De manera importante, se hace notoriamente evidente que las beta-defensinas no solo proporcionan una defensa 
contra la infección de microbios patógenos, sino que son claves para regular y mantener la densidad óptima y la 
diversidad de los ecosistemas microbianos comensales esenciales, tales como los que se encuentran sobre la piel, y 40
dentro de los tractos gastrointestinal y genital (Ganz, T., Nat Rev Immunol, 2003 3(9): 710-20).

El modo de acción de las beta-defensinas es tal que no son muy tóxicas para las células huésped en concentraciones 
activas. Por lo tanto, las beta-defensinas se han implicado como objetivos potenciales para la terapéutica de un amplio 
rango de infecciones. Sin embargo, las formas naturales de las defensinas están evaluándose técnicamente para 45
producirse en sistemas recombinantes que resulten en rendimientos bajos. Además, aumenta la evidencia para sugerir 
que a través de sus acciones quimiotácticas, las beta-defensinas son compuestos inflamatorios potentes (Yang y otros, 
Science 1999; 286; 525-528; Van Wetering y otros, Inflamm Res. 2002; 51(1): 8-15; Niyonsaba y otros Curr drug 
Targets Inflamm Allergy 2003; 2(3): 224-231). En conjunto, esto factores producen defensinas naturales inadecuadas 
para aplicaciones terapéuticas.50

Las beta-defensinas son, además, altamente sensibles a sales (Porter y otros, Infect. Immum. 1997; 65(6): 2396-401; 
Bals y otros J Clin Invest. 1998; 102(5): 874-80; Valore y otros, J Clin Invest 1998; 101(8): 1633-42; Goldman y otros, 
Cell 1997; 88(4): 553-609; Singh y otros, Proc Natl Acad Sci USA 95(25): 14961-6). Por esta razón, las beta-defensinas 
no pueden proporcionar protección antimicrobiana en afecciones tales como fibrosis cística en donde, a pesar de que 55
el epitelio respiratorio produce abundantes beta-defensinas en respuesta a infecciones bacterianas persistentes 
asociadas con esta afección, son inactivas debido al desbalance en el transporte de iones a través de las membranas 
del epitelio respiratorio que ocasiona un aumento en la resorción de cationes (Na+ en particular) y un aumento en la
secreción de cloruros (Donaldson SH y Boucher RC, Curr. Opin. Pulm. Med. 2003 Nov;9(6):486-91; Davies JC. Pediatr 
Pulmonol Suppl. 2004;26:147-8.)60

Por lo tanto, existe un requerimiento de agentes adicionales que puedan usarse para tratar infecciones microbianas.
Las polilisinas que tienen propiedades antibacterianas se describen en Shima y otros, J. Antibiotics 37: 1449-1455 
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(1984).

Los presentes inventores han identificado péptidos que, sorprendentemente, han mejorado la actividad antimicrobiana 
con respecto a las defensinas naturales.

5
De conformidad con un primer aspecto de la invención, se proporciona un péptido, o sal farmacéuticamente aceptable 
de este, para el uso en el tratamiento de una infección bacteriana en donde el péptido consiste en entre 100 y 200 
aminoácidos lisina contiguos.

La invención proporciona, además, un péptido o sal farmacéuticamente aceptable de este, para el uso en el 10
tratamiento de una infección fúngica en donde el péptido consiste en entre 100 y 200 aminoácidos lisina contiguos.

En una modalidad, se proporciona un péptido para el uso de conformidad con la invención en donde la infección 
bacteriana es provocada por una bacteria de un género seleccionado del grupo que consiste en: Staphylococcus spp.;
Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; Enterococcus spp.; Enterococcus faecalis; Streptococcus 15
pyogenes; Listeria spp.; Pseudomonas spp.; Mycobacteriumspp.; Mycobacterium tuberculosis; Enterobacter spp.;
Campylobacter spp.; Salmonella spp.; Streptococcus spp.,Streptococcus Grupo A o B; Streptoccocus pneumoniae; 
Helicobacter spp.; Helicobacter pylori; Neisseria spp.;Neisseria gonorrhea; Neisseria meningitidis; Borrelia burgdorferi; 
Shigella spp.; Shigella flexneri; Escherichia coli; Haemophilus spp.; Haemophilus influenzae; Chlamydia spp.;
Chlamydia trachomatis; Chlamydia pneumoniae; Chlamydia psittaci; Francisella tularensis; Bacillus spp.; Bacillus 20
anthracis; Clostridia spp.; Clostridium botulinum; Yersinia spp.; Yersinia pestis; Treponema spp.; Burkholderia spp.;
Burkholderia mallei; Burkholderia pseudomalle.

La infección puede ser una infección tópica o una infección de la piel.
25

En una modalidad se proporciona un péptido para el uso en el tratamiento de una herida. La herida puede ser un corte 
o una quemadura.

En otra modalidad se proporciona un péptido para el uso en el tratamiento de una úlcera.
30

En una modalidad se proporciona un péptido para el uso de conformidad con la invención en donde la infección fúngica 
es provocada por un hongo de un género seleccionado del grupo que consiste en: Candida spp., (por ejemplo,
C.albicans), Epidermophyton spp., Exophiala spp., Microsporum spp., Trichophyton spp., (por ejemplo, T.rubrum y 
T.interdigitale),Tinea spp., Aspergillus spp., Blastomyces spp., Blastoschizomyces spp., Coccidioides spp.,
Cryptococcus spp., Histoplasma spp., Paracoccidiomyces spp.,Sporotrix spp.,Absidia spp., Cladophialophora spp.,35
Fonsecaea spp., Phialophora spp., Lacazia spp.,Arthrographis spp., Acremoniumspp., Actinomadaira spp.,
Apophysomyces spp., Emmonsia spp., Basidiobolus spp., Beauveria spp., Chrysosporium spp., Conidiobolus spp.,
Cunninghamella spp., Fusarium spp., Geotrichum spp., Graphium spp., Leptosphaeria spp., Malassezia spp., Mucor
spp., Neotestudina spp., Nocardia spp., Nocardiopsis spp., Paecilomyces spp.,Phoma spp., Piedraia spp.,
Pneumocystis spp., Pseudallescheria spp., Pyrenochaeta spp., Rhizomucor spp., Rhizopus spp., Rhodotorula spp.,40
Saccharomyces spp., Scedosporium spp., Scopulariopsis spp., Sporobolomyces spp., Syrccephalastracm spp.,
Trichoderma spp., Trichosporon spp., Ulocladium spp., Ustilago spp., Verticillium spp., Wangiella spp.. La infección 
fúngica puede ser una infección sistémica, por ejemplo, una infección por levadura. La infección fúngica puede ser 
provocada por un patógeno fúngico del género Candida spp. La infección puede ser una infección por dermatofitos.

45
Dado que los péptidos de la invención son más simples en estructura que las beta-defensinas naturales, son simples y 
eficientes de producir. Los péptidos son también substancialmente insensibles a sales y no son hepatotóxicos. 
Además, su modo de acción que es físico en lugar de metabólico (es decir disrupción directa de membrana versus 
componentes objetivos de rutas metabólicas vitales), minimiza, si no excluye, la probabilidad de que microbios 
objetivos puedan desarrollar resistencia a estos agentes antimicrobianos.50

Además, se describen isómeros (estructurales, estéreos, conformacionales & configuracionales) y análogos 
estructurales de los aminoácidos anteriores, y los modificados ya sea de forma natural (por ejemplo modificación post-
traduccional) o química, que incluye, pero no exclusivamente, fosforilación, glicosilación, sulfonilación y/o hidroxilación.

55
Además, la secuencia de aminoácidos de un péptido puede modificarse para obtener una variante de péptido que 
incluye la sustitución de al menos un residuo de aminoácido en el péptido por otro residuo de aminoácido, que incluye 
sustituciones que utilicen la forma D en vez de la L.

Uno o más de los residuos del péptido pueden intercambiarse por otro para alterar, mejorar o preservar la actividad 60
biológica del péptido. Tal variante puede tener, por ejemplo, al menos aproximadamente el 10 % de la actividad 
biológica del péptido no variante correspondiente. Los aminoácidos conservadores se utilizan frecuentemente, es decir 
sustituciones de aminoácidos con propiedades físicas y químicas similares como se describió anteriormente.
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Por lo tanto, por ejemplo, las sustituciones de aminoácidos pueden implicar el intercambio de lisina por arginina, 
ornitina o histidina; el intercambio de un aminoácido hidrofóbico por otro. Después que se introducen las sustituciones, 
las variantes se tamizan para la actividad biológica.

El término "péptido" como se usa en la presente descripción significa, en términos generales, una pluralidad de 5
residuos de aminoácidos unidos por enlaces peptídicos. Se usa de manera intercambiable y significa lo mismo que 
polipéptido y proteína.

Los péptidos de la invención son, generalmente, péptidos sintéticos. Los péptidos pueden ser péptidos aislados, 
purificados o variantes de estos, que pueden sintetizarse in vitro, por ejemplo, por un método de síntesis de péptidos 10
en fase sólida, por síntesis de péptidos catalizada por enzimas o con la ayuda de la tecnología de ADN recombinante.

Para identificar péptidos activos que tienen poca o no deseada toxicidad para células de mamíferos, pueden producirse 
péptidos individuales, o librerías de péptidos y los péptidos individuales o péptidos de estas librerías pueden tamizarse 
para la actividad y toxicidad antimicrobiana, que incluye, pero no se limita a, la actividad y toxicidad antifúngica, 15
antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria, antiparasitaria.

Los péptidos de la invención pueden existir en diferentes formas, tales como ácidos libres, bases libres, ésteres y otros 
profármacos, sales y tautómeros, por ejemplo, y la invención incluye todas las formas variantes de los compuestos.

20
Por lo tanto, la invención abarca la sal o el profármaco de un péptido o variante de péptido de la invención.

Los péptidos de la invención pueden administrarse en forma de sales farmacéuticamente aceptables. Las sales 
farmacéuticamente aceptables de la presente invención pueden sintetizarse a partir del péptido original que contiene 
una porción ácida o básica mediante métodos convencionales. En general, tales sales pueden prepararse mediante la 25
reacción de las formas ácidas o básicas libres de estos péptidos con una cantidad estequiométrica de la base o ácido 
apropiado en agua o en un solvente orgánico, o en una mezcla de dos; en general se prefieren medios no acuosos 
como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol, o acetonitrilo. Las listas de sales adecuadas se encuentran en
Remington's Pharmaceutical Sciences, 17ma edición, Mack Publishing Company, Easton, Pa., Estados Unidos, 1985, 
pág. 1418; ver además, Stahl y otros, Eds, "Handbook of Pharmaceutical Salts Properties Selection and Use", Verlag 30
Helvetica Chimica Acta y Wiley-VCH, 2002.

La invención incluye, por lo tanto, sales farmacéuticamente aceptables de los péptidos descritos en donde el 
compuesto original se modifica mediante la producción de sales ácidas o básicas de estos, por ejemplo, sales no 
tóxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario que se forman, por ejemplo, a partir de ácidos o bases 35
inorgánicos u orgánicos. Los ejemplos de tales sales de adición ácidas incluyen acetato, adipato, alginato, aspartato, 
benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, camforato, camforsulfonato, ciclopentanopropionato, 
digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, 
hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, malonato, 
metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, palmoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, 40
pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato, y undecanoato. Las sales básicas incluyen sales de 
amonio, sales de metales alcalinos tales como sales de sodio y potasio, sales de metalesalcalino térreos tales como 
sales de calcio y magnesio, sales con bases orgánicas tales como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glutamina, y 
sales con aminoácidos tales como arginina, lisina, y etcétera. Además, los grupos básicos que contienen nitrógeno 
pueden hacerse cuaternarios con tales agentes como haluros de alquilo menores, tales como cloruro, bromuro y 45
yoduro de metilo, etilo, propilo, y butilo; sulfatos de dialquilo como dimetilo, dietilo, dibutilo; y sulfatos diamilo, haluros 
de cadena larga tales como cloruro, bromuro y yoduro de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo como 
bromuros de bencilo y fenetilo y otros.

Las sales de grupos carboxilo de un péptido o variante de péptidos de la invención pueden prepararse de forma usual 50
mediante el contacto del péptido con uno o más equivalentes de una base deseada tal como, por ejemplo, una base de 
hidróxido metálico, por ejemplo, hidróxido de sodio; un carbonato o bicarbonato metálico tal como, por ejemplo,
carbonato o bicarbonato de sodio; o una base de amina tal como, por ejemplo, trietilamina, trietanolamina y similares.

Los derivados N-acilo de un grupo amino del péptido o variantes de péptidos de la invención pueden prepararse 55
mediante la utilización de un aminoácido protegido con N-acilo para la condensación final, o mediante la acilación de 
un aminoácido protegido o desprotegido. Los derivados de O-acilo pueden prepararse, por ejemplo, mediante la 
acilación de un péptido o resina peptídica libre de hidróxido. La acilación puede llevarse a cabo mediante el uso de 
reactivos de acilación estándar tales como haluros de acilo, anhídridos, imidazolas de acilo, y similares.

60
La invención incluye profármacos para las especies farmacéuticas de los péptidos descritos, por ejemplo, en los que
uno o más grupos funcionales se protegen o derivatizan pero pueden convertirse in vivo al grupo funcional, como en el 
caso de ésteres de ácidos carboxílicos que se convierten in vivo al ácido libre, o en el caso de aminas protegidas, al 
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grupo amino libre. El término “profármaco” como se usa en la presente descripción representa en particular estructuras 
que se transforman rápidamente in vivo a la estructura original, por ejemplo, por hidrólisis en la sangre. Una discusión 
más profunda se proporciona en T. Higuchi y V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14 de la A. C. S. 
Symposium Series, Edward B. Roche ed., Bioreversible Carries in Drug Design, American Pharmaceutical Association 
y Pergamon Press, 1987; H Bundgaard, ed, Design of Prodrugs Elsevier 1985; y 15 Judkins, y otros, Synthetic 5
Communications, 26(23), 4351-4367 (1996).

Por lo tanto los profármacos incluyen fármacos que tienen un grupo funcional que se ha transformado a un derivado 
reversible de estos. Típicamente, tales profármacos se transforman a la droga activa por hidrólisis. Como ejemplos 
pueden mencionarse los siguientes:10

15

20

25

Los profármacos incluyen, además, compuestos que se convierten a un fármaco activo por una reacción oxidativa o 
reductiva. Como ejemplos pueden mencionarse:

30
Activación Oxidativa:
 N- y O- desalquilación 
 Desaminación oxidante
 N-Oxidación
 Epoxidación 35

Activación Reductiva:
 Reducción Azo 
 Reducción sulfóxido
 Reducción disulfuro40
 Alquilación Biorreductiva 
 Reducción nitro

También, son de mencionarse como activaciones metabólicas de profármacos la activación de nucleótidos, activación 
de fosforilación y activación de descarboxilación.45

El uso de grupos protectores se describe por completo en "Protective Groups in Organic Chemistry”, editado por J W F 
McOmie, Plenum Press (1973), y Protective Goups in Organic Synthesis’, 2da edición, T W Greene & P G M Wutz, 
Wiley-lnterscience (1991).

50
Por lo tanto, se apreciará por aquellos con experiencia en la técnica que, aunque los derivados protegidos de los 
péptidos descritos pueden no poseer actividad farmacológica como tal, pueden administrarse, por ejemplo por vía 
parenteral u oral, y posteriormente metabolizarse en el cuerpo para formar compuestos que son farmacológicamente 
activos. Tales derivados son, por lo tanto, ejemplos de “profármacos". Todos los profármacos de los compuestos 
descritos se incluyen dentro del alcance de la invención.55

Las infecciones microbianas que pueden tratarse con los péptidos de la presente invención pueden seleccionarse de 
cualquiera de los patógenos humanos bacterianos, parasitarios, virales envueltos mostrados en la Tabla 1.

Las infecciones fúngicas pueden clasificarse como sistémicas, lo que significa que la infección es profunda y afecta los 60
órganos internos o de transmisión sanguínea o tópicas (dermatofítica), lo que significa que la infección es superficial y 
se produce en la piel. Además, las infecciones por levaduras pueden afectar las membranas de las mucosas del 
cuerpo. Las infecciones por levaduras también pueden ser sistémicas (por ejemplo, candidemia y otras afecciones 

Grupo Funcional Derivado Reversible

Acido carboxílico Esteres, que incluyen por ejemplo, ésteres de aciloxialquilo, amidas

Alcohol Esteres, que incluyen por ejemplo, sulfatos y fosfatos así como también 
ésteres de ácidos carboxílicos

Amina Amidas, carbamatos, iminas, enaminas

Acido bórico Diol ésteres

Carbonilo (aldehído, cetona) Iminas, oximinas, acetales/cetales, enol ésteres, oxazolidinas y 
tiazoxolidinas
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frecuentemente mortales). Las infecciones fúngicas en la piel usualmente se tratan con cremas o ungüentos (fármacos 
antifúngicos tópicos). Sin embargo, las infecciones sistémicas, las infecciones por levaduras o las infecciones tópicas
que no mejoran después del tratamiento con cremas o ungüentos pueden necesitar de tratamiento con fármacos 
antifúngicos sistémicos (oral o IV). Estos fármacos se usan, por ejemplo, para tratar infecciones fúngicas comunes 
tales como tinea (tiña), que se presentan en la piel o candidiasis (una infección por levaduras, también conocida como5
candidosis), que puede presentarse en la garganta, en la vagina, o en otras partes del cuerpo. Los fármacos 
antifúngicos sistémicos se usan, además, para tratar otras infecciones fúngicas profundas tales como histoplasmosis, 
blastomicosis, y aspergilosis, que pueden afectar los pulmones y otros órganos. A veces se usan para prevenir o tratar
infecciones fúngicas en personas que tienen el sistema inmunológico debilitado, tales como pacientes con trasplante 
de médula ósea u órganos y personas con HTV-SIDA.10

Las infecciones fúngicas tópicas o dermatofíticas, aunque no son causantes típicos de muerte o de enfermedades 
graves, son prevalentes y son importantes económicamente debido a que pueden ser caras de tratar. Las infecciones 
fúngicas tópicas o superficiales pueden incluir las de la piel, lámina, capa córnea, uñas y pelo. Las infecciones 
cutáneas son infecciones de la piel, uñas de los dedos y uñas de los pies.15

La infección fúngica puede ser onicomicosis. La onicomicosis puede ser provocada por un hongo del género, no 
limitado a, Trichophyton spp., por ejemplo, el hongo puede ser Trichophyton interdigitale o Trichophyton rubrum.

El término "onicomicosis" incluye, pero no se limita a, tipos de onicomicosis subungueal distal lateral, blanca superficial, 20
subungueal blanca proximal, distrófica secundaria, distrófica primaria, endonix, candidal (por ejemplo, onicolisis 
&enfermedad mucocutánea crónica). Se ha demostrado que la onicomicosis es un factor de riesgo importante para 
complicaciones clínicas más graves, tales como celulitis bacteriana aguda del brazo/pierna y otras infecciones 
bacterianas secundarias, por lo tanto, la presente invención abarca el tratamiento de estas infecciones.

25
Los péptidos de la invención son péptidos antimicrobianos potentes para una amplia variedad de organismos 
patógenos. Sin embargo, los péptidos de la invención pueden ser útiles, además, en el tratamiento de otras afecciones 
que incluyen, pero no se limitan a, fibrosis cística y otras afecciones asociadas con infecciones mucosales, por ejemplo 
infecciones gastrointestinales, urogenitales o respiratorias.

30
Los péptidos de la invención pueden ser útiles, además, en el tratamiento o prevención de, entre otras, heridas, úlceras 
y lesiones, por ejemplo, heridas cutáneas tales como cortes o quemaduras, y afecciones asociadas con las mismas.

El término "tratamiento" se refiere a los efectos de los péptidos descritos en la presente descripción que ejercen un 
beneficio a pacientes que padecen una enfermedad (infecciosa), que incluye una mejoría en la condición del paciente o35
retardo en la progresión de la enfermedad.

Como se usa en la presente descripción "tratamiento de una herida" puede incluir la curación de heridas y afecciones 
asociadas y la terapia que promueve, aumenta, o acelera la curación de tejidos e incluye la cicatrización post 
operatoria, quemaduras, psoriasis, aceleración de la remodelación de tejidos, por ejemplo, después de cirugía 40
cosmética y trasplante de órganos.

Un péptido de la invención puede aplicarse o unirse a un sustrato que puede ser adecuado para la aplicación a heridas 
o el suministro a sitios de las heridas. El sustrato puede permitir la transferencia de los péptidos de la invención desde 
el sustrato al lecho de la herida para lograr su efecto antibiótico. El sustrato puede ser un apósito, por ejemplo, apósito 45
de heridas. El apósito puede comprender un material de tejido o puede ser un material similar al colágeno.

Los péptidos de la invención pueden encontrar aplicación, además, como/en desinfectantes. En este contexto, el 
péptido o las composiciones farmacéuticas de la invención pueden aplicarse ya sea solas o en combinación con otros 
agentes desinfectantes, a una superficie a tratar. Como se usa en la presente descripción una "superficie a tratar" 50
puede ser un sustrato como se define en la presente descripción o un dispositivo médico.

Mamíferos, aves y otros animales pueden tratarse con los péptidos, composiciones o métodos descritos en la presente 
descripción. Tales mamíferos y aves incluyen seres humanos, perros, gatos y animales de cría, tales como caballos, 
ganado, oveja, carneros, pollos y pavos y similares. Por otra parte, las plantas también pueden tratarse con los 55
péptidos, composiciones o métodos de la invención.

Cuando el sujeto es un animal, el método puede aplicarse a elementos similares a uñas, que incluyen, pero no es 
exclusivo a, cascos, garras y pezuñas.

60
La invención puede incluir, además del tratamiento con el péptido, los tratamientos que pueden mejorarla penetración 
del péptido en la uña. Esto podría facilitarse mediante medios químicos o físicos. Los tratamientos físicos, tales como 
grabado de las uñas o relleno de la capa dorsal de la uña pueden mejorar la permeabilidad de los péptidos de la 
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invención. La mejora química de la permeabilidad de las uñas a los péptidos de la invención puede lograrse mediante 
la ruptura física o química de los enlaces dentro de la placa de queratina de las uñas. Los agentes suavizantes de uñas 
que incluyen, pero no son exclusivos a, urea y ácido salicílico, aumentan la hidratación de las uñas para disminuir la 
densidad de las uñas y, por lo tanto, pueden aumentar la permeabilidad a los péptidos de la invención. Los compuestos 
que contienen grupos sulfhidrilos escindirán los enlaces disulfuros en la queratina de las uñas, y puede conducir a la 5
desestabilización y al aumento de la permeabilidad de los fármacos. Los compuestos que incluyen, pero no son
exclusivos a, derivados de acetilcisteína y mercaptoetanol pueden usarse en combinación con nuestros péptidos. Otros 
excipientes/adyuvantes de permeabilidad de las uñas conocidos que pueden usarse en combinación con los péptidos 
de la invención incluyen metilsulfonilmetano, urea, polietilenglicol, N-(-2-mercaptopropionil)glicina, dimetilsulfona y 2-n-
nonil-1,3-dioxolano.10

Los péptidos de la invención, incluso sus sales, se administran para lograr una reducción en al menos un síntoma 
asociado con una infección, indicación o enfermedad, o una disminución de la cantidad de anticuerpo asociado con la 
indicación o enfermedad.

15
Las formulaciones farmacéuticas que contienen los péptidos terapéuticos de la invención pueden prepararse mediante 
procedimientos conocidos en la técnica mediante el uso de ingredientes bien conocidos y fácilmente disponibles. Por 
ejemplo, el péptido puede formularse con excipientes, diluyentes, o portadores comunes, y formarse en tabletas, 
cápsulas, soluciones, suspensiones, polvos, aerosoles y similares. Los ejemplos de excipientes, diluyentes, y 
portadores que son adecuados para tales formulaciones incluyen amortiguadores, así como también rellenos y 20
extensores tales como almidón, celulosa, azúcares, manitol, y derivados silícicos. Pueden incluirse, además, agentes 
de unión tales como carboximetil celulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa y otros derivados de 
celulosa, alginatos, gelatina, y polivinilpirrolidona. Pueden incluirse agentes de humectación tales como glicerol, 
agentes de desintegración tales como carbonato de calcio y bicarbonato de sodio. Pueden incluirse agentes para 
retardar la disolución tales como parafina. Pueden incluirse aceleradores de la resorción tales como compuestos de 25
amonio cuaternario. Pueden incluirse agentes activos de superficie tales como alcohol cetílico y monoestearato de 
glicerol. Pueden añadirse portadores de adsorción tales como caolín y bentonita. Pueden incluirse, además, lubricantes 
tales como talco, estearato de calcio y magnesio, y polietilglicoles sólidos. Pueden añadirse, además, conservantes.

La invención se describirá ahora a manera de ejemplo solo con referencia a las siguientes figuras:30

La figura 1 muestra las secuencias de aminoácidos de cuatro péptidos de conformidad con la invención;

La figura2es un histograma que muestra el crecimiento de los hongos, T. interdigitale después de (a) 4 días y (b) 7 días 
de tratamiento con los péptidos de la figura 1;35

La figura3 es un histograma que muestra el crecimiento de los hongos, T. rubrum después de (a) 4 días y (b) 7 días 
con los péptidos de la figura 1;

La figura 4 es un histograma que muestra el crecimiento de los hongos, Candida albicans, después de (a) 24 horas y 40
(b) 48 horas de tratamiento con los péptidos de la figura 1;

La figura 5 es un histograma que muestra los resultados de un experimento dosis-respuesta para el péptido 1 
(mostrado en la figura 1) en el crecimiento de Candida albicans después de un tratamiento de 24 horas;

45
La figura 6 es una gráfica que muestra la supervivencia de Candida spp. a las 24 horas en presencia de un rango de 
dosis del péptido 4 como se muestra en la figura 1;

La figura 7 es una gráfica que muestra la supervivencia de 3 diferentes cepas de bacterias a las 24 horas en presencia 
de un rango de dosis del péptido 4 como se muestra en la figura 1;50

La figura 8 es un histograma que demuestra el impacto sinérgico de ácido acético al 0.01% en la actividad antifúngica
(contra T. rubrum) del péptido (1 mg/ml) el día 3 de crecimiento;

La figura 9 es un histograma que demuestra la inhibición de T. interdigitale y T. rubrum por el péptido 4;55

La figura 10 es un histograma que muestra los efectos del péptido 3 y 4 en T. interdigitale;

La figura 11 es un histograma que muestra el efecto de ácido acético en el crecimiento de T.interdigitale;
60

La figura 12 es un histograma que muestra el efecto de polilisina en el crecimiento de T. interdigitale;

La figura 13 es un histograma que muestra los efectos de polilisina y poliarginina en el crecimiento de T. rubrum;
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La figura 14 es un histograma que muestra la inhibición de T. interdigitale y T. rubrum por poli-L-arginina;

La figura 15 es un histograma que muestra el efecto de una concentración reducida de poliarginina en T. rubrum y T. 
interdigitale;5

La figura 16 es un histograma que muestra el efecto de trímeros en el crecimiento de T. rubrum;

La figura 17 es un histograma que muestra el efecto del péptido4 y NaCI en el crecimiento de T. interdigitale;
10

La figura 18 es una gráfica que muestra en efecto del péptido 4 en Candida albicans a mayores concentraciones de 
sal;

La figura 19 es un histograma que muestra los efectos de polilisina y poliarginina en la supervivencia de Candida 
albicans;15

La Tabla 1 enumera los patógenos humanos bacterianos, fúngicos, parasitarios y virales envueltos que pueden tratarse 
con los péptidos de la invención;

La Tabla 2 detalla los péptidos que corresponden a los códigos de polímeros de aminoácidos mostrados en los 20
Resultados y Figuras.

La invención se describirá ahora solo a manera de referencia a los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS 25

Materiales y Métodos Reactivos

Todos los péptidos se produjeron por síntesis en fase sólida bajo contrato por Invitrogen-Evoquest, Carlsbard, CA, EUA 
o se obtuvieron de un proveedor de péptidos NeoMPS SA (Estrasburgo, Francia) o Sigma-Aldrich Chemical Company 30
Ltd. (Poole, Reino Unido). Para pruebas con hongos, se preparó péptido liofilizado como una solución madre de 1,000 
µg/ml en una solución tampón de ensayo. En donde se indique explícitamente en los experimentos a partir de los que
se generaron las figuras 2-8 y la figura 11, se añadió ácido acético como solvente hasta una concentración final de 
0.5%.

35
Patógenos

Se obtuvieron cepas de Trichophyton interdigitale (NCPF 117) y Trichophyton rubrum (NCPF 335) de Colección 
Nacional de Patógenos Fúngicos, Bristol y se mantuvieron en cultivo por transferencia a intervalos aproximadamente 
mensuales en inclinaciones de agar Sabuoraud y agar de dextrosa de papa a 30°C. La cepa 3179 de Candida albicans40
(obtenida de Colección Nacional de Cultivos Tipo [NCTC], Colindale) se mantuvo en Caldo Oxoid Mueller Hinton a 
37°C. La cepa 8198 de Streptococcus pyogenes, la cepa 10642 de Staphylococcus aureus (resistente a meticilina), y la 
cepa 12900 de E. coli 0157 se obtuvieron del NCTC, Colindale y se mantuvieron en Caldo Oxoid Mueller Hinton a 
37°C.

45
Ensayos de Sensibilidad de Crecimiento Fúngico

Para determinar la sensibilidad de las cepas fúngicas para cada unos de los péptidos de prueba, su impacto en el 
crecimiento fúngico se evaluó de la siguiente manera. Se prepararon suspensiones de fragmentos de conidia e hifa de 
T. interdigitale y T. rubrum mediante la adición de 10 ml de Caldo de Glucosa Nutriente (NGB) (Caldo de Nutriente 50
Oxoid que contenía 2% peso/volumen de glucosa) a un cultivo inclinado y se agitaron con espátula. La suspensión de 
fragmentos de conidia/hifa resultante se filtró a través de 2 capas de gasa quirúrgica estéril para remover matrices de 
hifa grandes y piezas de agar. 20 μl de esta suspensión (absorbancia a 540 nm de aproximadamente 0.1, 
correspondiente a aproximadamente 106 propágulos/ml) se inocularon en cada pocillo de placas estériles de 
microtitulación de 96 pocillos a los que se habían añadido anteriormente 80 μl de medio nutriente (NGB) y la cantidad 55
apropiada de solución de péptido. Los pocillos de control fueron aquellos en los que el volumen de ensayo final de 100 
μl se preparó solo con medio NGB, más solvente (si es aplicable y a la misma concentración que las muestras de 
péptido si fuera el caso). El crecimiento de hongos en las placas se monitoreó por absorbancia a 540 nm en un lector 
de placas Microtek después de incubaciones de 24 horas, 4 días y 7 días a 30°C.

60
Ensayos de Supervivencia de Candida Albicans 

Para determinar la sensibilidad de cepas fúngicas para cada uno de los péptidos, se evaluó su impacto en 
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supervivientes de Candida de la siguiente manera. Los cultivos de C. albicans crecieron durante 18-24h y se 
almacenaron después a 4°C antes de usarse. Los cultivos frescos crecidos durante la noche se centrifugaron a 2000 x 
g durante 10 min y se lavaron con Caldo Mueller Hinton, mediante el ajuste del número de células viables a entre 5 x 
106 y1 x107. La solución tampón de ensayo se preparó mediante la adición de 100 μl de medio NGB a 6.9 ml de 
solución tampón fosfato de sodio10 mM, pH 7.7. Se añadieron 35 μl de solución tampón de ensayo con o sin un rango 5
de concentraciones de péptidos a un frasco con tapa roscada de polipropileno estéril y 15 μl de inóculos de Candida 
albicans descrita anteriormente. Los frascos se incubaron a 37°C en un baño de agua durante 2 h, y el número de 
Candida spp. que sobreviven se determinó por dilución seriada en solución salina tamponada con fosfato estéril (PBS) 
y se sembraron en placas Petri de9 cm que contenían agar de Sabouraud Oxoid (20 ml). Se hicieron conteos después 
de la incubación de estas placas a 37°C durante 18-24 h.10

Ensayos de Supervivencia Bacteriana

Se crecieron la cepa 8198 de Streptococcus pyogenes, la cepa 10642 de Staphylococcus aureus (resistente a 
meticilina), y la cepa 12900 de E. coli 0157 (todas obtenidas de NCTN, Colindale) durante 18-24 h después se 15
almacenaron a 4°C antes de usarse. Los cultivos frescos crecidos durante la noche se centrifugaron a 2000 x g durante 
10 minutos y se lavaron con Caldo Mueller Hinton. Se ensayó la sensibilidad de cada uno de los cuatro péptidos como 
para C. albicans descrita anteriormente. Para E. coli y S. Aureus, el número inicial de células para el ensayo de 
sensibilidad de péptidos fue de 108/ml y el medio usado para la enumeración fue agar Nutriente (Oxoid). S. pyogenes
creció menos que las otras cepas en agar Mueller Hinton y así el número inicial de células para estos ensayos fue 20
menor que el de otras cepas, a 106/ml. Se determinó la supervivencia de Str. Pyogenes mediante el uso de Agar de 
Soya Triptosa Oxoid en lugar de agar Nutriente.

Resultados
25

Inhibición del crecimiento de Trichophtyon spp. por los péptidos 1-4

Se cultivaron dos patógenos fúngicos dérmicos clínicamente relevantes, Trichophtyon rubrum y Trichophtyon 
interdigitale, como se describió anteriormente en la sección de materiales y métodos, en medio de crecimiento solo 
(cultivos de control) o en medio de crecimiento que contenía 50 μg/ml de péptido 1, 2, 3 o 4 (mostrados en la figura 1). 30
El crecimiento de T. interdigitale y T. rubrum se evaluó por medición de la densidad óptica (absorbancia a 540 nm) 
después de 4 y 7 días en cultivo. En comparación con el control, muestras sin tratar, cada péptido inhibió 
significativamente el crecimiento de T. interdigitale (figura 2) y T. rubrum (figura 3) en el día 4 y 7. Los cultivos de 
control de cada cepa de prueba continuaron creciendo, como lo indicaron los aumentos en lecturas de OD, entre los 
días 4 y 7.35

Inhibición del crecimiento y supervivencia de Candida spp. por los péptidos 1-4

Se cultivó la levadura Candida albicans, como se describió anteriormente en la sección de materiales y métodos, en 
medio de crecimiento solo (cultivos de control) o en medio de crecimiento que contenía 50 μg/ml o 100 μg/ml y 300 40
μg/ml o 500 μg/ml de péptido 1,2, 3 o 4. El crecimiento de C. albicans se evaluó midiendo la densidad óptica 
(absorbancia a 540 nm) después de 24 h (figura 4a) y 48 h (figura 4b) en el cultivo. En comparación con el control, 
muestras sin tratar, cada péptido inhibió significativamente el crecimiento de C. albicans en forma dependiente del 
tiempo y de la dosis. La dependencia de la dosis de la inhibición del crecimiento se confirmó adicionalmente en 
experimentos en los que el crecimiento de C. albicans se evaluó ópticamente después de 24 h en cultivo bajo 45
condiciones de control (medio de crecimiento solo) o en presencia de un rango de concentraciones del péptido 1, de 50 
μg/ml a 500 μg/ml (figura 5). En un experimento separado, la supervivencia de C. albicans se evaluó después de 18-24 
h en cultivos crecidos en el medio solo (controles) o aquellos que incluyen un rango de concentraciones del péptido 4 
que abarca de 1 μg/ml a 1000 μg/ml (figura 6). La supervivencia de los organismos C. albicans, evaluada por conteos 
de viabilidad después de 24 horas en cultivo, disminuyó en una forma dependiente de la dosis (figura 6).50

Inhibición de la Supervivencia Bacteriana por el péptido 4

Se expusieron tres patógenos bacterianos clínicamente relevantes, E. coli 0157, Staphilococcus aureus resistente a 
meticilina (MRSA) y Streptococcus pyogenes, como se describió anteriormente en la sección de materiales y métodos, 55
a un rango de concentraciones del péptido 4. Después de un periodo de 3 h, las muestras de cada cultivo bacteriano 
se transfirieron a placas de medios de crecimiento en fase sólida apropiadas y se evaluó el número de colonias viables 
en muestras de control (medio de crecimiento solo) y tratadas (medio de crecimiento que contenía péptido 4) después 
de 18-24 h. Después de 3h de exposición, el péptido 4 inhibió significativamente la supervivencia de cada cepa 
bacteriana (figura 7) en comparación con los cultivos de control, sin tratar, en una forma dependiente de la dosis.60

El ácido acético mejora la actividad antifúngica del péptido 4
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Como ambos medios, de control (sin péptido) y de prueba (que contenían el péptido 1, 2, 3, o 4) en los experimentos 
mostrados en las figuras 2 y 3 contenían ácido acético al 0.5% como solvente de péptidos (detallado en la sección de 
materiales y métodos), se estableció un experimento separado para evaluar si el ácido acético por si solo podría jugar 
un papel en la actividad del péptido y/o la supervivencia fúngica. Para este fin, se establecieron experimentos de 
crecimiento de T. rubrum como en la sección de métodos y materiales, con medio de crecimiento solo, medio de 5
crecimiento que contenía solo ácido acético al 0.01%, medio de crecimiento que contenía 1 mg/ml de péptido 4 y 
medio de crecimiento que contenía 1 mg/ml de péptido 4 más ácido acético al 0.01%. El crecimiento de los hongos se 
determinó por OD como se describió anteriormente después de 3 días en cultivo. Como se esperaba el péptido 4 
inhibió el crecimiento de T. rubrum, el ácido acético al 0.1% solo no tuvo efecto significativo en el crecimiento de T. 
rubrum (figura 8), pero cuando se incluyó en el medio con péptido 4, la presencia de ácido acético al 0.1% inhibió 10
significativamente el crecimiento de T. rubrum más que 1 mg/ml de péptido 4 solo.

Inhibición del crecimiento de T. interdigitale y T. rubrum por el Péptido 4

Los efectos inhibitorios del péptido 4 en el crecimiento de Trichophyton spp. se determinó por un ensayo de 15
crecimiento fúngico como en los materiales y métodos. T. rubrum y T. interdigitale se cultivaron en medio solo o en 
medio que contenía 3 concentraciones diferentes de péptido 4. No hubo ácido acético presente en ninguna de las 
muestras. Los controles de medio solo se usaron para ilustrar la absorbancia de fondo del medio. El crecimiento de los 
hongos se determinó por la OD como se describió anteriormente después de 96 horas de incubación a 30°C. Como se 
muestra en la figura 9, estos ensayos confirmaron el efecto inhibitorio del péptido 4 en el crecimiento de ambas 20
especies de hongos, siendo T. interdigitale consistentemente más susceptible a los efectos inhibitorios del tratamiento 
con péptido 4 que T. rubrum. El crecimiento de T. interdigitale se inhibió a concentraciones de péptido de 0.55 mg/ml.

Efectos de los péptidos 3 y 4 en el crecimiento de T. interdigitale
25

Se evaluó el potencial antifúngico del péptido 3 y del péptido 4 en T. interdigitale. Los ensayos de inhibición del 
crecimiento se realizaron como en los materiales y métodos en ausencia de ácido acético. Como los péptidos 1-3 son 
altamente hidrofóbicos y por lo tanto insolubles sólo se habían probado anteriormente contra Trichophyton spp. en 
ácido acético como solvente. Cuando crecieron cultivos de T. interdigitale durante 7 días en presencia de péptido 3, 
péptido 4 o medio solo sin solvente de ácido acético y se midió el crecimiento por OD, se observó que el péptido 4 30
inhibió significativamente el crecimiento fúngico (figura 10), mientras que el péptido 3 no mostró actividad inhibitoria 
(figura 10). Esta mayor actividad del péptido catiónico 4 con respecto al péptido hidrofóbico 3 en ausencia de ácido 
acético al 0.5 % sugirió una contribución significativa del ácido acético en la actividad observada anteriormente para los 
péptidos hidrofóbicos.

35
Efecto del ácido acético en el crecimiento de T. interdigitale

La inhibición del crecimiento de T. interdigitale por el ácido acético se evaluó mediante el establecimiento de
experimentos de crecimiento fúngico como en la sección de materiales y métodos. Los cultivos de T. interdigitale
crecieron sin tratar o tratados con 3 concentraciones diferentes de ácido acético a 30 °C durante 96 horas (figura 11). 40
Esto ilustra que hay un efecto significativo del ácido acético al 0.5 %, la misma concentración que se usó con los 
péptidos 1-4 anteriormente como solvente. Este experimento junto con la falta de actividad del péptido 3 en ausencia 
de ácido acético sugiere que el péptido 4 es el compuesto más activo contra Trichophytonspp.

Efecto de la Poli-L-Lisina en el crecimiento de T. interdigitale45

Como el péptido 4 es un péptido altamente catiónico que comprende residuos de lisina y arginina, la actividad 
antifúngica de formas poli-L de estos aminoácidos se probó contra T. interdigitale mediante el uso de ensayos de 
inhibición del crecimiento como se detalló en materiales y métodos en ausencia de ácido acético. Se establecieron 
cultivos de control, sin tratar de T. interdigitale y los que contenían entre 1 mg/ml y 50 µg/ml de moléculas de poli-L-50
lisina con 27-100 residuos y 100-200 residuos de longitud. El crecimiento de T. interdigitale en cada cultivo se evaluó 
después de 96 horas a 30 °C. Ambos tamaños de moléculas de poli-L-lisina inhibieron el crecimiento de T. interdigitale
(figura 12) pero mientras que la molécula más grande inhibió el crecimiento a todas las concentraciones probadas, la 
actividad inhibitoria se observó con la molécula de 27-100 aminoácidos de longitud solo a mayores concentraciones 
(figura 12). Esto sugiere que los efectos de inhibición del crecimiento de lisina en Trichophyton spp. depende tanto del 55
tamaño como de la dosis.

Efectos de Poli-L-Arqinina y Poli-L-lisina en el crecimiento de T.rubrum

La actividad antifúngica de poli-L-arginina versus poli-L-lisina se probó entonces contra T. rubrum. La inhibición del 60
crecimiento se determinó como en los materiales y métodos en ausencia de ácido acético. T. rubrum se cultivó en 
medio solo, en medio que contenía Poli-L-Arginina (28-86 aminoácidos de longitud) y Poli-L-lisina (100-200 
aminoácidos de longitud).También se estableció un solo medio de control sin inocular. Los cultivos se mantuvieron y se 

E08001112
30-01-2017ES 2 613 027 T3

 



11

monitoreó el crecimiento durante 96 horas a 30°C. Tanto la Poli-L-Arginina como la Poli-L-lisina inhibieron el 
crecimiento de T. rubrum (figura 13). La Poli-L-Arginina fue más activa en su impacto inhibitorio contra T. rubrum que la 
Poli-L-lisina cuando se probó en dosis equivalentes, inhibiendo totalmente el crecimiento a 1 mg/ml (figura 13).

Inhibición de T. interdigitale y T. rubrum por poli-L-Arginina5

La inhibición del crecimiento de Trichophyton spp. por Poli-L-Arginina se probó mediante el establecimiento de
experimentos de crecimiento fúngico como en la sección de materiales y métodos. Los cultivos de T. rubrum y T. 
interdigitale crecieron cada uno en medio solo o en medio que contenía 3 concentraciones diferentes de Poli-L-
Arginina. No hubo ácido acético en ninguna de las muestras. Se usaron medios de control para ilustrar la absorbancia 10
de fondo de los medios. El crecimiento de los hongos se determinó por la OD como se describió anteriormente 
después de 96 horas de incubación a 30 °C (figura 14). Se observa que la poliarginina es activa contra ambas especies 
de hongos hasta 0.55 mg/ml (figura 14).

Efecto de la reducción de la concentración (100 µg/ml) de poliarginina en T. rubrum yT. interdigitale15

La inhibición del crecimiento de Trichophyton spp. se probó mediante el establecimiento de experimentos de 
crecimiento fúngico como en la sección de materiales y métodos. Los cultivos de T. rubrum y T. interdigitale crecieron 
cada uno sin tratar o tratados con una sola concentración de poliarginina (100 µg/ml), sin ácido acético presente en 
ninguna de las muestras. Los controles de medios se usaron para ilustrar la absorbancia de fondo de los medios. El 20
crecimiento de los hongos se determinó por la OD como se describió anteriormente después de 96 horas de 
incubación a 30 °C (figura 15). La reducción de la concentración conllevó a una pérdida de la actividad, esto ilustra el 
efecto de la dosis de la poliarginina en Trichophyton spp.

El efecto de trímeros de péptidos (3 aminoácidos) en el crecimiento de T. rubrum25

Se probó la actividad de trímeros de péptidos de poli-L-Lisina, poli-L-Arginina, poli-L-Histidina y poli-L-Triptófano en el 
crecimiento de T. rubrum. La inhibición del crecimiento se estableció como en los materiales y métodos y T. rubrum se 
dejó sin tratar o se expuso a 2 mg/ml de cada uno de los trímeros. Los cultivos se mantuvieron durante 96 horas a 30
°C. Se midió el crecimiento fúngico por OD y los resultados se mostraron como un porcentaje del crecimiento en el 30
cultivo sin tratar (figura 16). Poli-L-arginina fue el péptido más activo contra T. rubrum con solo un polipéptido de 3 
aminoácidos requerido para provocar una reducción significativa en el crecimiento de T. rubrum.

Efecto del Péptido 4 (1.2 mg/ml) y NaCI en el crecimiento de T.interdigitale
35

Se investigó el impacto de varias concentraciones de sal en la actividad antifúngica del péptido 4 hacia T. interdigitale. 
Los ensayos de inhibición del crecimiento de T. interdigitale se establecieron como en los materiales y métodos en 
ausencia de ácido acético. Los cultivos se dejaron sin tratar o se expusieron al péptido 4 más un rango de 
concentraciones de NaCI de 100 mM a 500 mM. Los cultivos de T. interdigitale se mantuvieron durante 96 h a 30°C y 
se evaluó el crecimiento por OD como se describió anteriormente (figura 17). La actividad antifúngica del péptido 4 no 40
se afectó por las concentraciones de sal cercanas o en exceso a las encontradas bajo condiciones fisiológicas (figura 
17). Se ha reportado bien que las actividades antimicrobianas de las β-defensinas endógenas inhiben aún a bajas 
concentraciones de sal.

Efecto del Péptido 4 contra Candida albicans a altas concentraciones de sal45

La supervivencia de C. albicans se evaluó como se detalló en los métodos y materiales seguido por una incubación de 
2 h a 37°C con un rango de concentraciones del péptido 4. Se introdujeron dos concentraciones de NaCI en el medio 
de crecimiento para determinar el impacto de las condiciones fisiológicas y de alto contenido de sal (conocidas por 
inhibir la actividad del péptido β-defensina endógena). Se observó una actividad de aniquilación significativa del péptido 50
4 aún a concentraciones de sales muy altas (figura 18). Cuando la concentración del péptido 4 aumenta puede verse 
que el impacto de la mayor concentración de sal se reduce (figura 18). Por lo tanto, la actividad del péptido 4 no se 
inhibe por las sales.

Actividad de Poli-L-Lisina, Poli-D-Lisina y Poli-D-Arginina contra Candida albicans55

La actividad antifúngica de poli-L-Arginina versus y poli-L-Lisina versus poli-D lisina se evaluó con el fin de determinar
cuál de estas variantes de péptidos demostraba actividad mejorada contra Candida albicans. Candida spp. se incubó 
como se describió en la sección de materiales y métodos durante 2 horas a 37°C en presencia de 100 µg/ml, 1 mg/ml y 
10 mg/ml de poli-D-lisina, poli-L-lisina y poli-L-arginina. Se evaluó la supervivencia como se detalló anteriormente y se 60
demostró el aumento de la actividad antifúngica de poli-L-arginina con respecto a la poli-L-lisina (figura 19). También se 
demostró que la poli-D-lisina tiene actividad antifúngica muy similar a la poli-L-lisina.
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Reivindicaciones

1. Un péptido, o sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en el tratamiento de una infección 
bacteriana en donde el péptido consiste en entre 100 y 200 aminoácidos lisina contiguos.

5
2. Un péptido, o sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en el tratamiento de una infección fúngica 

en donde el péptido consiste en entre 100 y 200 aminoácidos lisina contiguos.

3. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 1 en donde la infección bacteriana es provocada 
por una bacteria de un género seleccionado del grupo que consiste en:Staphylococcus spp.; Staphylococcus 10
aureus; Staphylococcus epidermidis; Enterococcus spp.; Enterococcus faecalis; Streptococcus pyogenes; 
Listeria spp.; Pseudomonas spp.; Mycobacterium spp.; Mycobacterium tuberculosis; Enterobacter spp.;
Campylobacter spp.; Salmonella spp.; Streptococcus spp., Streptococcus Grupo A o B; Streptoccocus 
pneumoniae; Helicobacter spp.; Helicobacter pylori; Neisseria spp.; Neisseria gonorrhea; Neisseria meningitidis; 
Borrelia burgdorferi; Shigella spp.; Shigella flexneri; Escherichia coli; Haemophilusspp.; Haemophilus influenzae; 15
Chlamydiaspp.;Chlamydia trachomatis; Chlamydia pneumoniae; Chlamydia psittaci; Francisella tularensis; 
Bacillus spp.; Bacillus anthracis; Clostridia spp.; Clostridium botulinum; Yersinia spp.; Yersinia pestis; 
Treponema spp.; Burkholderia spp.; Burkholderia mallei; Burkholderia pseudomalle.

4. El péptido para usar según se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 en donde la infección es una 20
infección tópica.

5. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 4 en donde la infección es una infección de la piel.

6. El péptido para usar según se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 en el tratamiento de una 25
herida.

7. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 6 en donde la herida es un corte o una quemadura.

8. El péptido para usar según se reivindica en las reivindicaciones 1 o 3 en el tratamiento de una úlcera.30

9. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 2 en donde la infección fúngica es provocada por 
un hongo de un género seleccionado del grupo que consiste en: Candida spp., (por ejemplo C.albicans),
Epidermophyton spp., Exophiala spp., Microsporum spp., Trichophyton spp., (por ejemplo T.rubrum y 
T.interdigitale), Tinea spp., Aspergillus spp., Blastomycesspp., Blastoschizomyces spp., Coccidioides spp.,35
Cryptococcus spp., Histoplasma spp., Paracoccidiomyces spp., Sporotrix spp., Absidia spp., Cladophialophora
spp., Fonsecaea spp., Phialophora spp., Lacazia spp., Arthrographis spp., Acremonium spp., Actinomadura
spp., Apophysomyces spp., Emmonsia spp., Basidiobolus spp., Beauveria spp., Chrysosporium spp.,
Conidiobolus spp., Cunninghamella spp., Fusarium spp., Geotrichum spp., Graphium spp., Leptosphaeria spp.,
Malassezia spp., Mucor spp., Neotestudina spp., Nocardia spp., Nocardiopsis spp., Paecilomyces spp., Phoma40
spp., Piedraia spp., Pneumocystis spp., Pseudallescheria spp.,Pyrenochaeta spp., Rhizomucor spp., Rhizopus
spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp., Scedosporiumspp., Scopulariopsis spp., Sporobolomyces spp.,
Syncephalastrum spp., Trichoderma spp., Trichosporon spp., Ulocladiumspp., Ustilago spp., Verticilliacm spp.,
Wangiella spp.

45
10. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 2 o 9 en donde la infección fúngica es una infección 

sistémica.

11. El péptido para usar según se reivindica en las reivindicaciones 2 o 9 en donde la infección fúngica es una 
infección por levaduras.50

12. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 11 en donde la infección fúngica es provocada por 
un patógeno fúngico del género Candida spp.

13. El péptido para usar según se reivindica en la reivindicación 2 o 9 en donde la infección es una infección por 55
dermatofitos.
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