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DESCRIPCION
Proteina antimicrobiana
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de agentes antimicrobianos y especialmente a aquellos que se dirigen a patdgenos
humanos/animales.

Introduccion
Infecciones bacterianas

Las bacterias son, por mucho, los agentes etiolégicos mas comunes de infeccion humana. Mas de un tercio de la
poblacion mundial probablemente esta infectada por patégenos bacterianos y se producen dos millones de muertes
por afio debido a infecciones bacterianas. De acuerdo con el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las siguientes infecciones bacterianas se incluyen en la lista de las
enfermedades infecciosas mas comunes en todo el mundo hoy en dia:

Coélera: ésta es una enfermedad que se propaga principalmente a través del agua de bebida contaminada y
condiciones insalubres. Es endémica en el subcontinente indio, Rusia y Africa subsahariana. Es una infeccién
aguda del intestino con la bacteria Vibrio cholerae. El sintoma principal es la diarrea copiosa. Entre el 5% vy el
10 % de los infectados con la enfermedad desarrollara sintomas graves, los cuales incluyen vomito y calambres
en las piernas. En su forma grave, el coélera puede provocar la muerte por deshidratacion. Se estima que se
notifican 200.000 a la OMS anualmente.

Meningitis: con frecuencia conocida como meningitis espinal, ésta es una infeccion de la médula espinal. Por lo
general es el resultado de una infeccion virica o bacteriana. La meningitis bacteriana es mas grave que la meningitis
virica y puede provocar dafio cerebral, pérdida de oido y discapacidades de aprendizaje. Puede ser provocada, por
ejemplo, por Haemophilus influenzae tipo b, Neisseria meningitidis, o Streptococcus pneumoniae. Se estima que se
producen 1,2 millones de casos de meningitis bacteriana cada afio, de los cuales mas de una décima parte son
mortales. Los sintomas incluyen dolor de cabeza grave, fiebre, nausea, vomito, letargo, delirio, fotofobia y un cuello
rigido.

Neumonia: ésta tiene muchas causas posibles, pero por lo general es una infeccién por bacterias Streptococcus o
micoplasma. Estas bacterias pueden vivir en el cuerpo humano sin provocar infeccion durante afios y solo emergen
cuando otra enfermedad ha reducido la inmunidad a la enfermedad. Streptococcus pneumoniae provoca neumonia
estreptocdcica, la clase mas comun, que es mas grave que la neumonia por micoplasma. S. pneumoniae es
responsable de mas de 100.000 hospitalizaciones por neumonia anualmente, asi como de 6 millones de casos de
otitis media y mas de 60.000 casos de enfermedades invasivas tales como la meningitis.

Shigellosis: se estima que esta infeccion provoca 60.000 muertes a nivel mundial cada afio. Es mas comun en
paises en vias de desarrollo con poca salubridad. La bacteria Shigellia provoca disenteria bacteriana o shigellosis.
Los sintomas incluyen diarrea con heces con sangre, vomitos y calambres en el estomago.

Amigdalitis: ésta es provocada por bacterias Streptococcus. Se producen varios millones de casos de amigdalitis
cada afio. Los sintomas incluyen un dolor de garganta, fiebre, dolor de cabeza, fatiga y nausea.

Tuberculosis: esto causa casi 2 millones de muertes cada afo y la OMS estima que casi mil millones de personas se
infectaran entre 2000 y 2020 si no se adoptan procedimientos mas eficaces. Las bacterias de TB (por ejemplo,
Mycobacterium tuberculosis) se encuentran con mucha frecuencia en los pulmones, donde pueden provocar dolor
en el pecho y una tos fuerte que produce flemas con sangre. Otros sintomas incluyen fatiga, pérdida de peso,
pérdida de apetito, escalofrios, fiebre y sudoracion nocturna.

Fiebre tifoidea: la fiebre de tifoidea es provocada por la bacteria Salmonella typhiy se estima que provoca 600.000
muertes anualmente, de 12-17 millones de casos. Por lo general se propaga a través de alimentos infectados o
agua. Los sintomas incluyen una fiebre repentina y sostenida, dolor de cabeza grave, nausea, pérdida de apetito
grave, estrefiimiento y a veces diarrea.

Sin embargo, los nimeros de casos precisos son dificiles de determinar, especialmente porque muchos de estos
casos son endémicos de paises en vias de desarrollo, donde mucha gente no tiene acceso a atencion médica
moderna. Aproximadamente la mitad de todas las muertes provocadas por enfermedades infecciosas cada afo se
puede atribuir solo a tres enfermedades: tuberculosis, malaria y SIDA. Juntas, estas enfermedades provocan mas de
300 millones de enfermedades y mas de 5 millones de muertes cada afio.
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La era moderna de uso de los antibiéticos comenzo en el siglo diecinueve principios del veinte, con la identificacion
del principio activo penicilina, producido por Penicillium notatum, que tenia una actividad antimicrobiana potente. Sin
embargo, antes de 1955, su venta no se controld y el uso excesivo y no controlado condujo a la aparicion de
bacterias resistentes. La resistencia a antibioticos se convirtié en un problema muy importante y las epidemias de
infecciones resistentes a estafilococos comenzaron a surgir en hospitales.

El comienzo del siglo veinte también vio el desarrollo de antibidticos tales como sulfonamidas, estreptomicina,
neomicina, cloranfenicol, cefalosporinas y tetraciclinas. Muchos de estos compuestos todavia estan en uso hoy en
dia, aunque todos han enfrentado el reto del desarrollo de resistencia y algunos han enfrentado problemas de
toxicidad. Por ejemplo, la estreptomicina puede provocar dafio al rifién y sordera y el cloranfenicol puede provocar
efectos secundarios graves (por ejemplo, trastornos sanguineos graves, incluyendo anemia y leucemia).

Se hicieron mas investigaciones durante la década de los 1960, lo que condujo al desarrollo de la segunda
generacion de antibidticos. Entre estos estaba la meticilina, un derivado semisintético de penicilina producido
especificamente para superar el problema de la resistencia a la penicilina. La meticilina fue aclamada como un gran
descubrimiento en la lucha contra la resistencia bacteriana a la penicilina, pero, desafortunadamente, ese no fue el
caso, y ahora hay bacterias que son resistentes a la meticilina. La ampicilina también es un derivado de penicilina.
Se desarroll6 para ampliar la gama de infecciones que la penicilina podria tratar y ahora ha reemplazado a la
penicilina en gran medida. Con frecuencia es la primera eleccion en el tratamiento de una gama entera de
infecciones, incluyendo infecciones respiratorias y del tracto urinario. La amoxicilina es otro derivado de la penicilina
ampliamente utilizado. Como la ampicilina, tiene una amplia gama de actividades. La gentamicina esta en la misma
familia de antibidticos que la estreptomicina (el farmaco anti-TB descubierto en 1943). En general se reserva para
infecciones graves ya que puede tener efectos secundarios téxicos graves en los oidos y los rifiones.

Recientemente, una familia nueva de antibiéticos llamados quinolonas, también denominadas fluoroquinolonas, se
ha desarrollado por los laboratorios farmacéuticos. Ademas de ser eficaces contra una amplia gama de bacterias,
estos antibidticos pueden alcanzar una concentracion alta en el torrente sanguineo cuando se toman por via oral.
Esto significa que muchas mas infecciones que una vez pudieron haber requerido una estancia hospitalaria, ahora
pueden tratarse en casa. Las fluoroquinolonas solo se usan para pacientes que estan gravemente enfermos y/o
cuando se requieren tratamientos largos con antibiéticos (de semanas a meses).

A pesar del desarrollo de dichos compuestos de segunda generacion, la aparicion incesante de resistencia sigue
siendo un problema. Normalmente, la resistencia sigue al uso y especialmente al uso prolongado o al mal uso de un
farmaco, que finalmente conducira a su pérdida de eficacia para tratar una enfermedad humana. El uso continuo de
agentes antimicrobianos aumenta la presion de seleccion que favorece la aparicion, multiplicacion y propagacion de
cepas resistentes. El uso inapropiado y no controlado de agentes antimicrobianos contribuye a esto, incluyendo la
prescripcion sin control, la administracién de dosis subdptimas, la duracién insuficiente de tratamientos, el mal
diagndstico que conduce a la eleccion inapropiada del farmaco y el uso (y, especificamente, el uso excesivo) de
productos domésticos antibacterianos en hogares, escuelas, etc.

En algunos casos, la resistencia aparece rapidamente (por ejemplo, la resistencia del Staphylococcus aureus a la
oxalina se desarroll6 en solo unos pocos afios), pero en otros puede tardar mas (por ejemplo, Enterococcus faecium
tardé casi 30 afios en desarrollar resistencia a vancomicina). Las razones para las diferencias en los marcos
temporales no estan claras y probablemente son multifactoriales. Sin embargo, la habilidad de las bacterias para
evadir la accién destructora de los agentes antimicrobianos ha impedido claramente la capacidad de tratar pacientes
individuales y controlar brotes grandes de enfermedades infecciosas. Por ejemplo, la OMS estima que hay casi
medio millén de casos nuevos de tuberculosis resistente a multiples farmacos (MDR-TB) al afio, lo que es
aproximadamente el 5 % de nueve millones de casos nuevos de TB de todos los tipos.

Algunas cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tienen una facilidad particular para la
transmision nosocomial. En algunos hospitales en los Estados Unidos, mas del 70 % del S. aureus aislado en
pacientes son MRSA y estas cepas con frecuencia son resistentes a todos los farmacos autorizados excepto
vancomicina, linezolid, daptomicina y tigeciclina. Recientemente, también se aislaron cepas de S. aureus
completamente resistentes a vancomicina en pacientes en los Estados Unidos complicando adicionalmente la
terapia. EI MRSA se ha hecho altamente endémico en muchos hospitales y una vez introducido en un hospital, este
organismo es muy dificil de erradicar.

Los problemas con erradicacion también son ciertos para cepas resistentes a vancomicina de E. faecium (VRE), que
con frecuencia son resistentes a todos los demas farmacos clinicamente aprobados. La resistencia a vancomicina
en enterococos con frecuencia estd mediada por plasmidos y puede ser resultado de varios determinantes de
resistencia Unicos. La combinacion de resistencia a penicilina y glucopéptido en E. faecium provoca infecciones que
no se pueden tratar de manera eficaz. Por fortuna, la mayoria de VRE provocan colonizacién y no infeccion. Cuando
se produce infeccién, quiza no pueda ser tratable con antibiéticos. La resistencia a quinolonas puede evolucionar
con rapidez, incluso durante el curso de un tratamiento.
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En el presente, algunas bacterias han conseguido el estatus de “bacterias multirresistentes”, como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, enterococos resistentes a vancomicina y Strepfococcus pneumonia resistente a
quinolona. Para estos patdégenos existen pocos o ningun antibidtico disponible para terapia. Pero, de manera
sorprendente, solo se han introducido unas pocas clases de antibidticos novedosos en los ultimos 40 afios y todas
desde 1999, incluyendo la combinacion de estreptogramina quinupristina/dalfopristina (Synercid), la oxazolidinona
linezolid y el lipopéptido daptomicina.

Existe una necesidad creciente de antibiéticos novedosos para tratar enfermedades inducidas por patdgenos
bacterianos, en particular debido al problema de la resistencia a antimicrobianos. Como se ha mencionado
anteriormente, muchos patégenos estan desarrollando resistencia a antibiéticos potentes utilizados para tratamiento.
De manera alarmante, con frecuencia la resistencia no se restringe a un solo agente, sino que puede implicar
resistencia a mudltiples antibidticos. La busqueda de farmacos nuevos y mas eficaces continda hoy en dia,
especialmente de antibidticos de espectro dirigido para evadir mecanismos de resistencia a multiples farmacos. Sin
embargo, el ritmo de esta busqueda ha bajado de manera notable ya que ahora es mucho mas dificil para las
compafiias farmacéuticas obtener la aprobacién para farmacos nuevos. Ademas, el coste implicado y el retraso de
tiempo entre la identificacion de un antibidtico novedoso en el laboratorio y la aprobacion para producirlo a nivel
comercial son tan grandes que han conducido a algunas compaiias a abandonar el mercado por completo.

Infecciones fungicas

La incidencia de infecciones fungicas ha aumentado en las ultimas tres décadas como consecuencia, en parte, del
numero aumentado de pacientes que tienen un sistema inmune disfuncional. Esto es un resultado directo de
avances importantes en medicina en afios recientes, en particular en la terapia contra el cancer, dando como
resultado un nimero aumentado de pacientes inmunosuprimidos. Se han propuesto varias otras razones para el
aumento de infecciones fungicas, incluyendo la nutricién parenteral y los catéteres venosos centrales, el tratamiento
con antibidticos de amplio espectro, el embarazo, los pacientes con diabetes no controlada, los receptores de
trasplante de 6rgano solido, los pacientes con SIDA, los pacientes con cancer que estan pasando sometidos a
quimioterapia citotdxica, los pacientes con quemaduras o neutropenia y las patologias gastrointestinales.

Las infecciones fungicas mas graves son las infecciones fungicas invasivas (IFl) (por ejemplo, infecciéon en el
torrente sanguineo) que se asocian a mortalidad alta. Las especies de Candida son los agentes causantes mas
frecuentes de IFI con una tasa de mortalidad promedio del 30 %. Candida albicans es responsable de
aproximadamente el 50 % de los casos de infeccion invasiva por Candida, pero ha habido un aumento estable en las
frecuencias relativas de especies no albicans, a saber, de Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
y Candida krusei. Las especies de Aspergillus son los mohos invasivos mas comunmente aislados, con una
predominancia de la especie Aspargillus fumigatus. Como infecciones por Candida, aspergillosis invasivo Por lo
general se asocia a pacientes criticamente enfermos, pero su tasa de mortalidad es mucho mayor, no obstante
dependiente de la infeccion individual especifica considerada: por ejemplo, el 85 % o mas para enfermedad
diseminada o del sistema nervioso central y el 60 % para enfermedad pulmonar difusa.

La prevalencia y tasa de mortalidad de las IFI han aumentado en las ultimas tres décadas. Los datos de Estados
Unidos muestran que en 1980 este grupo de enfermedades fue responsable de 828 muertes y fue la décima causa
mas prominente de infeccién mortal. En 1997, la misma serie de datos mostré que el nimero de muertes ha subido
a 2370 y a la séptima causa mas prevalente de infeccion terminal. Los datos recientes muestran que Candida se ha
hecho mas prevalente que las especies Escherichia coli y Pseudomonas y ahora es la cuarta infeccion mortal mas
comun en los Estados Unidos.

Las IFI por Candida también estan aumentando en el entorno nosocomial y se anticipa otro aumento conforme sigan
aumentando los factores de riesgo de estas infecciones. Las especies Candida justifican del 8 al 10 % de todas las
IFI nosocomiales y ocurren a una tasa de 6 a 23 infecciones por 100.000 personas anualmente en los Estados
Unidos. La preocupacién principal con candidiasis invasiva no solo es su tasa de mortalidad alta, sino también la
longitud excesiva de estancia en hospital para pacientes infectados, de 3 a 10 dias, dando un coste estimado global
atribuible a la candidemia de aproximadamente mil millones de ddlares por afio en los Estados Unidos. Un estudio
recientemente publicado sobre la poblacion portuguesa mostré que hay una incidencia de fungemia nosocomial de
2,7 por 1.000 admisiones hospitalarias, con una tasa de mortalidad del 39,3 %. De acuerdo con otro estudio reciente
publicado sobre la incidencia de IFI en Europa, este nimero parece estar mas préximo a las incidencias encontradas
en otros paises europeos, pero es considerablemente menor que aquel encontrado para la poblacion de Estados
Unidos. Otro informe reciente mostré que en Escocia la incidencia de candidemia es de 4,8 casos por 100.000
poblacién por afo.

Desde finales de la década de 1950, el tratamiento de referencia para el tratamiento de la infeccién fungica
potencialmente mortal ha sido la anfotericina B. Este compuesto dirige y se une a esteroles en la membrana celular
fungica para crear poros ionicos, dando como resultado una pérdida de potencial de membrana y un colapso
posterior. Aunque sigue siendo el agente fungicida de espectro mas amplio disponible, su alta toxicidad y su
requisito de administracion parenteral ha limitado su uso.
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La década de 1990 vio la introduccion de formulaciones lipidicas de anfotericina B, asi como los triazoles, fluconazol
e itraconazol. Los triazoles actdan por sintesis de ergosterol a través de la inhibicion de lanosterol 14a-desmetilasa
dependiente de CYP-450, lo que interfiere con crecimiento celular, finalmente conduciendo a la muerte celular.
Aunque estos agentes presentaron ventajas claras sobre la anfotericina B, estaban limitadas por su formulacion, su
espectro de actividad y/o su desarrollo de resistencia.

Desde 2000, se han desarrollado agentes antifingicos nuevos para superar las fuertes limitaciones de los farmacos
preexistentes, tales como triazoles de espectro ampliado (voriconazol y posaconazol) y equinocandinas
(caspofungina, micafungina y anidulafungina). Las equinocandinas inhiben la sintesis de f-1,3-D-glucanos,
conduciendo a la desestabilizacion de la pared celular fungica, lisis celular y muerte celular. Estan activas, in vitro,
contra especies de Candida y Aspergillus, pero no contra una amplia gama de otros hongos patdégenos emergentes.
Incluso entre estos agentes nuevos, todavia hay limitaciones como los efectos farmacologicos adversos
(especialmente para voriconazol), interacciones de farmaco-farmaco asociadas a triazoles y falta de preparaciones
alternativas (por ejemplo, faltan preparaciones intravenosas para posaconazol y faltan preparaciones orales para
equinocandinas).

Los antifungicos disponibles ahora también son ineficientes para la erradicacion profilactica de la colonizacién de
Candida albicans. De hecho, esta levadura presenta la capacidad de crecimiento de una biopelicula, que presenta
tolerancia intrinseca aumentada a antifingicos tales como azoles, polienos y 5-fluorocitosina. Por esta razon, la
candidiasis con frecuencia se asocia a dispositivos médicos permanentes (por ejemplo, implantes dentales, valvulas
de corazodn, injertos de bypass vasculares, lentes oculares, articulaciones artificiales y derivaciones del sistema
nervioso central), que pueden actuar como sustratos para el crecimiento de biopelicula. En un estudio multicéntrico
de 427 pacientes consecutivos con candidemia, se descubrié que la tasa de mortalidad para pacientes con
candidemia relacionada con catéter era del 41 %. Por tanto, a pesar del desarrollo de antifiungicos nuevos, la tasa de
mortalidad de la infeccidn fungica nosocomial sigue siendo inaceptablemente alta. Ademas, también existe una lista
creciente de patdgenos fungicos nuevos y emergentes, incluyendo especies no albican de especies de Candida y no
fumigatus de Aspergillus, que por lo general son dificiles de diagnosticar y tratar, haciéndolas responsables de tasas
mayores de mortalidad.

El documento WO 2007/010459 A2 desvela la extraccion de una proteina a partir de las semillas, cotiledones o
plantulas del género Lupinus, asi como la manera de producirla de forma recombinante y de expresarla en plantas
modificadas genéticamente. Su uso se desvela, o cualquier modificaciéon de la proteina que mantenga sus
propiedades bioldgicas, como un complemento en la nutricion humana o animal y como un fungicida para plantas,
insecticida, promotor del crecimiento, fertilizante o en la preparacion de organismos modificados genéticamente.

El documento US 7067624 B2 desvela una nueva familia de proteinas antimicrobianas. Pueden aislarse proteinas
prototipo de Macadaniia integrifolia asi como otras especies de plantas. También se describe ADN que codifica la
proteina, asi como construcciones de ADN que pueden usarse para expresar la proteina antimicrobiana o para
introducir la proteina antimicrobiana en una planta. Pueden administrarse composiciones que comprenden las
proteinas antimicrobianas o la proteina antimicrobiana en si a plantas o animales mamiferos para combatir la
infestacion microbiana. Es uno de los objetivos de la presente invencion intentar una solucion para los problemas
mencionados anteriormente y, especificamente, por ejemplo, proporcionar un agente antimicrobiano alternativo con
actividad de amplio espectro y potente contra patdgenos humanos/animales teniendo al mismo tiempo una baja
toxicidad.

Los inventores de manera sorprendente han descubierto que el polipéptido Blad de Lupinus muestra actividad
antimicrobiana potente contra un gran nimero de diversos organismos bacterianos y fungicos que son patdgenos
para humanos o animales. Los inventores también han descubierto que el polipéptido Blad es no téxico para
humanos, haciendo de este modo al Blad un compuesto excelente para su uso como antimicrobiano contra
patégenos humanos y animales en una gama de entornos.

En consecuencia, los inventores proporcionan una composiciéon que comprende un polipéptido antimicrobiano que
comprende la secuencia Blad que se muestra en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa del mismo para su uso en un
método de tratamiento del cuerpo humano o animal por terapia o profilaxis, en la que dicha variante activa tiene
actividad antimicrobiana y comprende una secuencia que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 60 %
con la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la SEQ ID NO: 4 que tiene al menos 100 aminoacidos de longitud. Los
inventores también proporcionan dicha composicién para su uso en un método de tratamiento o prevenciéon de una
infeccion en o sobre un sujeto por un microorganismo. En realizaciones preferidas, la composicion comprende
ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y/o un agente quelante. Preferentemente, la
composicion se usa en dicho método en el que el sujeto tiene un sistema inmunitario comprometido o esta
criticamente enfermo.

Los inventores también proporcionan el uso de una composiciéon que comprende un polipéptido antimicrobiano que
comprende la secuencia Blad que se muestra en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa del mismo, en el que dicha
variante activa tiene actividad antimicrobiana y comprende una secuencia que tiene una identidad de aminoacidos
de al menos el 60 % con la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la SEQ ID NO: 4 que tiene al menos 100 aminoacidos
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de longitud; para destruir o inhibir el crecimiento de, un microorganismo que es patégeno para un ser humano o un
animal en un sitio que no esta sobre o en el cuerpo humano o animal. Preferentemente dicha composicion se usa
para desinfectar, con respecto a un microorganismo patdégeno humano o animal, un articulo que debe ser ingerido
por o colocado directamente sobre o en, un ser humano o animal o una superficie que necesita el mismo,
preferentemente en la que dicho articulo es un alimento o un dispositivo o instrumento médico o en el que dicha
superficie se ubica dentro de un ambiente donde:

(a) un examen médico, diagndstico o tratamiento se ha de realizar;

(b) un alimento se ha de preparar o de lo contrario se ha manipular o almacenar;
(c) un lavado personal y/o sanitizacion se ha de realizar; y/o

(d) una persona en riesgo particular de

(i) adquirir una infeccién por un microorganismo; y/o
(i) ser incapaz de evitar una infeccién microbiana sin intervencion médica;

se sitla.

En realizaciones preferidas de estos usos, dicha composicion comprende adicionalmente un agente quelante. En
realizaciones preferidas, el microorganismo es una bacteria o un hongo, preferentemente en las que:

- la bacteria es una especie patdgena de uno de los siguientes géneros: Pseudomonas, Listeria, Bacillus,
Staphylococcus y Salmonella; o

- el hongo es una especie patégena de uno de los siguientes géneros: Candida, Aspergillus, Alternaria,
Fusarium, Cryptococcus y Trychosporon, preferentemente en las que el hongo puede provocar una infeccion
fungica invasiva, preferentemente C. albicans, A. Fumigatus o Alternaria alternata.

Los inventores también proporcionan un método de destruccion o inhibicion del crecimiento de, un microorganismo
que es patdégeno para un ser humano o un animal en un sitio que no esta en o dentro del cuerpo humano o animal,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sitio una composicién que comprende un polipéptido
antimicrobiano que comprende la secuencia Blad que se muestra en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa de la
misma, en el que dicha variante activa tiene actividad antimicrobiana y comprende una secuencia que tiene una
identidad de aminoacidos de al menos el 60 % con cualquiera de SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la SEQ ID NO: 4
que tiene al menos 100 aminoacidos de longitud. La invencion se describira ahora con referencia a los dibujos
adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra curvas de tiempo-destruccion para Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa;

La figura 2 muestra halos de inhibicion para Staphylococcus aureus Bacillus subtilis, P. aeruginosa y L.
monocytogenes;

La figura 3A muestra una curva de tiempo-destruccion para C. albicans;

Las figuras 3B y 4 muestran curvas para C. albicans;

Las figuras 5 a 8 muestran colectivamente halos de inhibicion para C. albicans, Cryptococcus neofromans y A.
Fumigatus;

La figura 9 muestra curvas de tiempo-destruccion para L. monocytogenes, P. aeruginosa y C. albicans;

La figura 10 muestra la secuencia codificante precursora de B-conglutina de Lupinus albus (SEQ ID NO: 1); y

La figura 11 muestra el fragmento interno de la secuencia codificante precursora de B-conglutina que
corresponde a Blad (SEQ ID NO: 3).

Blad

Blad (“banda de Lupus albus doce” — banda de L. albus dulce) fue el nombre dado a un producto de degradacion
estable e intermedio de B-conglutina, la proteina de almacenamiento principal presente en semillas del género
Lupinus. Se caracterizd como un polipéptido de 20 kD, compuesto por 173 restos de aminoacidos y codificado por
un fragmento interno (519 nucledtidos, depositados en GenBank con el niumero de acceso ABB13526) del gen que
codifica el precursor de B-conglutina de Lupinus (1791 nucledtidos, publicado en GenBank, con el nimero de acceso
AAS97865). Cuando se usan secuencias terminales de Blad codificantes de cebadores para amplificar una
secuencia de ADN de Lupinus genémico, se obtiene un producto de ~620 pb, que indica la presencia de un intrén en
el fragmento de genes que codifica Blad. El Blad de origen natural es el componente principal de un glucooligémero
de 210 kD que se acumula exclusivamente (después de la protedlisis limitada intensiva de B-conglutina) en los
cotiledones de especies de Lupinus, entre los dias 4 y 12 después del comienzo de la germinacion. Aunque dicho
oligébmero se glucosila, El Blad de origen natural no se glucosila. El glucooligbmero que contiene Blad esta
compuesto por varios polipéptidos, presentando, los principales, masas moleculares de 14, 17, 20, 32, 36, 48 y
50 kD. El polipéptido de 20 kD, Blad, es por mucho el polipéptido mas abundante dentro del oligémero y parece ser
el unico con actividad lectina. El Blad de origen natural constituye aproximadamente el 80 % de la proteina
cotiledonaria total en plantulas de 8 dias de edad.
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La secuencia codificante precursora de f-conglutina de L. albus (SEQ ID NO: 1) se proporciona en la figura 10. La
secuencia codificante de la subunidad parental de B-conglutina se ubica en los restos 70 a 1668. La subunidad
codificada parental de B-conglutina de 533 restos de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) es:

MGKMRVRFPTLVLVLGIVFLMAVSIGIAYGEKDVLKSHERPEEREQEEWQPRROR
POSRREEREQEQEQGSPSYPRROSGYERRQYHERSEQREEREQEQQOGSPSYSRR
QRNPYHEFSSQREFQTLYKNRNGKIRVLERFDOQRTNRLENLONYRIVEFQSKPNTLT
LPKHSDADYVLVVLNGRATITIVNPDRROAYNLEYGDALRIPAGSTSYILNPDDN
QKLRVVKLATIPINNPGYEFYDEFYPSSTKDQOSYFSGESRNTLEATFNTRYEETIQRT
ILGNEDEQEYEEQRRGOQEQSDODEGVIVIVSKKQIQKLTKHAQSSSGKDKPSDSG
PENLRSNEPIYSNKYGNEYEITPDRNPOQVODLNISLTYTIKINEGALLLPHYNSKA
IYVVVVDEGEGNYELVGIRDQOQROODEQEEKEEEVIRYSARLSEGDIFVIPAGYP
ISINASSNLRLLGEFGINADENQRNFLAGSKDNVIRQLDRAVNELTEFPGSAEDIER
LIKNQQOSYFANGQPOQOOOOQOSEKEGRRGRRGSSLPFE

El fragmento interno de la secuencia codificante precursora de -conglutina que corresponde a Blad (SEQ ID NO: 3)
se proporciona en la figura 11. El polipéptido Blad (SEQ ID NO: 4) es:

RRORNPYHFSSQRFOQTLYKNRNGKIRVLERFDORTNRLENLONYRIVEFQSKPNT
LILPKHSDADYVLVVLNGRATITIVNPDRROAYNLEYGDALRIPAGSTSYILNPD
DNQKLRVVKLAIPINNPGYEFYDFYPSSTKDQOSYEFSGEFSRNTLEATENTRYEETQ
RITILGNED

La invencion se refiere a una composicién que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende Blad o una
variante activa del mismo. Por tanto, se refiere a una composicién que comprende un polipéptido antimicrobiano que
comprende la secuencia de polipéptido de SEQ ID NO: 4 o una variante activa del mismo. En realizaciones
alternativas, la composicién consiste esencialmente en un polipéptido antimicrobiano que comprende Blad o una
variante activa del mismo y/o el polipéptido antimicrobiano consiste esencialmente en Blad o una variante activa del
mismo. En otras realizaciones, el polipéptido antimicrobiano que comprende (o consiste esencialmente en) Blad o
una variante activa del mismo se puede usar en forma aislada.

Una variante activa de Blad es una variante de Blad que conserva la habilidad de actuar como un antimicrobiano (es
decir, tiene actividad antimicrobiana — véase mas adelante para una descripcion del nivel de dicha actividad y como
medirla). “Una variante activa de Blad” incluye dentro de su alcance un fragmento de la SEQ ID NO: 4. En
realizaciones preferidas, se selecciona un fragmento de la SEQ ID NO: 4 que es al menos el 60 % de la longitud de
la SEQ ID NO: 4, preferentemente al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, preferentemente al menos
el 90 % y mucho mas preferentemente al menos el 95 % de la longitud de la SEQ ID NO: 4. La variante de Blad
tendra una longitud de al menos el 100 restos de aminoacidos, tales como al menos 120, 140, 160 o 173 restos de
aminoacidos.

“Una variante activa de Blad” también incluye dentro de su alcance una secuencia de polipéptido que tiene
homologia con la SEQ ID NO: 4, preferentemente al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %,
preferentemente al menos el 85 %, preferentemente al menos el 90 %, preferentemente al menos el 95 %,
preferentemente al menos el 97 % y mucho mas preferentemente al menos el 99 % de identidad, por ejemplo, sobre
la secuencia completa o sobre una region de al menos 100, preferentemente al menos 120, preferentemente al
menos 140 y mucho mas preferentemente al menos 160 o mas restos de aminoacidos contiguos. Se conocen bien
en la técnica métodos de medir la homologia de la proteina y se entendera por los expertos en la materia que, en el
presente contexto, la homologia se calcula basandose en la identidad de aminoacidos (a veces denominada
“homologia dura”).

La variante de Blad activa homoéloga normalmente difiere de la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO: 4 por
sustitucion, insercion u delecion, por ejemplo, de 1, 2, 3, 4, 5 a 8 o mas sustituciones, deleciones o inserciones. Las
sustituciones preferentemente son ‘conservadoras’, es decir que un aminoacido se puede sustituir por un
aminoacido similar, por lo que aminoacidos similares comparten uno de los siguientes grupos: restos aromaticos
(F/H/WIY), restos alifaticos no polares (G/A/P/I/L/V), alifaticos polares no cargados (C/S/T/M/N/Q) y alifaticos polares
cargados (D/E/K/R). Los subgrupos preferidos comprenden: G/A/P; I/L/V; C/S/T; N/Q; D/E y K/R.

Un polipéptido antimicrobiano que comprende Blad o una variante activa del mismo (como se ha descrito
anteriormente) puede consistir en Blad o una variante activa del mismo con cualquier numero de restos de
aminoacidos afadidos al extremo N y/o al extremo C a condicion de que el polipéptido conserve la actividad
antimicrobiana (una vez mas, véase a continuacién una descripcion del nivel de dicha actividad y como medirla).
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Preferentemente, se afnaden no mas de 300 restos de aminoacidos a cualquiera o ambos extremos de Blad o una
variante activa del mismo, mas preferentemente no mas de 200 restos de aminoacidos, preferentemente no mas de
150 restos de aminoacidos, preferentemente no mas de 100 restos de aminoacidos, preferentemente no mas de 80,
60 o0 40 restos de aminoacidos, mucho mas preferentemente no mas de 20 restos de aminoacidos.

Un polipéptido antimicrobiano que comprende (o consiste esencialmente en) Blad o una variante activa del mismo
(como se ha descrito anteriormente) se puede utilizar en la invencion en la forma de una proteina purificada (por
ejemplo, eliminada de una fuente vegetal, animal o microbiana) y/o recombinante. La produccién de una forma
recombinante permite la produccién de variantes activas de Blad.

Ya se han descrito en la técnica métodos de purificacion de Blad de origen natural (por ejemplo, Ramos et al. (1997)
Planta 203(1): 26-34 y Monteiro et al. (2010) PLoS ONE 5(1): e8542). Una fuente adecuada de Blad de origen
natural es una planta del género Lupinus, tal como Lupinus albus, preferentemente un cotiledén de dicha planta,
preferentemente cosechada entre aproximadamente 4 y aproximadamente 14 dias después del inicio de la
germinacion, mas preferentemente cosechada de 6 a 12 dias después del inicio de la germinacion (tal como 8 dias
después del comienzo de la germinacion). Se desvelan métodos en la técnica para una extraccion de proteina total
que conduce a un extracto en bruto que comprende Blad y para una purificacion de proteina de dicho extracto que
conduce a un extracto parcialmente purificado, por ejemplo, que comprende el glucooligémero que contiene Blad
que comprende Blad.

Para aislar Blad en si entonces uno puede usar SDS-PAGE y/o, preferentemente, HPLC de fase inversa (FI) en una
columna C-18.

Una manera alternativa de obtener un extracto parcialmente purificado que comprende el glucooligobmero que
comprende Blad es utilizar la actividad de uniéon a quitina de Blad. El glucooligdmero se une de una manera muy
fuerte a una columna de quitina como parte de una purificacion por cromatografia de afinidad a quitina, aluyéndose
con HCI 0,05 N. Son detalles de un ejemplo de este método de purificacion los siguientes:

Cotiledones de plantas de altramuz de 8 dias de edad se cosecharon y homogenizaron en Milli-Q mas agua (pH
ajustado a 8,0), que contenia CaCl, 10 mM y MgCl, 10 mM. EI homogenizado se filtr6 a través de estopilla y se
centrifugd a 30.000 g durante 1 hora a 4 °C. El sedimento posteriormente se suspendio en tampon de Tris-HCI
100 mM, pH 7,5, que contenia NaCl al 10 % (p/v), EDTA 10 mM y EGTA 10 mM, se agitaron durante 1 hora a
4 °C y se centrifugaron a 30.000 g durante 1 hora a 4 °C. La fraccion de globulina total, contenida en el
sobrenadante, se precipité con sulfato de amonio (561 g/l), se dejé agitando en frio durante 1 hora y se centrifugd
a 30.000 g durante 30 minutos a 4 °C. El sedimento obtenido se disolvié en tampén de Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
se desal6 en columnas PD-10 equilibradas en el mismo tampén y se hizo pasar a través de una columna de
cromatografia de afinidad a quitina preequilibrada en el mismo tampdn. La columna se lavé con tampon de Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5 y las proteinas unidas se eluyeron con HCI 0,05 N. Las fracciones eludidas se neutralizaron
de inmediato con Tris 2 M y las fracciones pico se agruparon, se liofilizaron y se analizaron por SDS-PAGE.

Para la preparacion de la columna de quitina, se obtuvo quitina en bruto de Sigma y se proceso6 de la siguiente
manera: la muestra de quitina se lavé exhaustivamente con Milli-Q mas agua, seguido de HCI 0,05 N. Después
se lavo con carbonato de sodio al 1 % (p/v) y después con etanol, hasta que la absorbancia del lavado fue
inferior a 0,05. Después se compacté quitina en una punta de pipeta y se equilibr6 con tampén de Tris-HCI
50 mM, pH 7,5

Se conocen bien métodos de producir proteinas recombinantes en la técnica. Dichos métodos como se aplican en el
presente documento implicaran insertar el polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende Blad o una
variante activa del mismo en un vector de expresion adecuado — permitiendo la yuxtaposicion de dicho polinucleétido
con uno 0 mas promotores (por ejemplo, un promotor inducible, tal como T7lac) y con otros polinucleétidos o genes
de interés — introducir el vector de expresion en una célula u organismo adecuados (por ejemplo, Escherichia coli),
expresar el polipéptido en la célula u organismo transformado y eliminar el polipéptido recombinante expresado de
esa célula u organismo. Para ayudar a dicha purificacion, el vector de expresion se puede construir de modo que el
polinucledtido adicionalmente codifique, por ejemplo, un marcador terminal que pueda ayudar en la purificacién: por
ejemplo, un marcador de restos de histidina para purificacion de afinidad. Una vez purificado el polipéptido
recombinante, el marcador de purificacion se puede eliminar del polipéptido, por ejemplo, por corte proteolitico.

En una composicion que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende (o consiste esencialmente en)
Blad o una variante activa del mismo, dicho polipéptido esta preferentemente en forma parcialmente purificada, mas
preferentemente en forma purificada. Dicho polipéptido esta preferentemente en forma parcialmente purificada, mas
preferentemente en forma purificada. Dicho polipéptido esta parcialmente purificado cuando esta presente en un
ambiente carente de uno o mas de otros polipéptidos a los que se asocia naturalmente y/o esta representado por al
menos aproximadamente el 10 % de la proteina total presente. Dicho polipéptido se purifica cuando esta presente
en un ambiente carente de todos o la mayoria de otros polipéptidos a los que se asocia naturalmente. Por ejemplo,
Blad purificado significa que Blad representa al menos el aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el
60 %, al menos el aproximadamente 70 % al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %,
al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
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menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de la
proteina total en una composicion.

En una composicion que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende (o consiste esencialmente en)
Blad o una variante activa del mismo, el contenido de proteina Lupinus puede consistir esencialmente en el
glucooligébmero que contiene Blad que comprende un polipéptido que comprende (o consiste esencialmente en) Blad
0 una variante activa del mismo.

Una composicion que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende (o que consiste esencialmente en)
Blad también puede ser una formulaciéon que comprende otro compuesto o compuestos afiadidos a la composicion
por el experto en la materia. En realizaciones preferidas, dicha formulacién es una formulacién farmacéutica que
comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende (o que consiste esencialmente en) Blad y un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

Dianas microbianas

La invencion se refiere al uso de Blad como un compuesto antimicrobiano, es decir, para inhibir el crecimiento de o
destruir microorganismos que son patdégenos para seres humanos o animales. Dichos microorganismos incluyen, en
particular, bacterias y hongos. Dichos microorganismos patégenos son capaces de provocar una enfermedad
infecciosa o cualquier otra afeccion (por ejemplo, intoxicacion alimentaria, alergia) en seres humanos y/o animales y
pueden afectar o infectar, por ejemplo, los ojos, la piel, heridas, el tracto respiratorio superior, los pulmones, el tracto
gastrointestinal, el tracto genitourinario, los rifiones, el higado, el sistema nervioso y/o el sistema cardiovascular (por
ejemplo, el torrente sanguineo). Dichos microorganismos patdégenos pueden ser inherentemente patdgenos o
pueden ser oportunistas (es decir, no provocan enfermedad en un hospedador sano sino en un hospedador con un
sistema inmunitario comprometido). Dichos microorganismos patdgenos adicional o alternativamente pueden
provocar afecciones al liberar compuestos que son téxicos para seres humanos o animales.

Se puede usar Bled como un antimicrobiano contra patégenos bacterianos grampositivos y gramnegativo. Dianas
bacterianas particularmente preferidas incluyen especies de Pseudomonas patégenas, tales como P. aeruginosa,
Pseudomonas oryzihabitans y Pseudomonas plecoglossicida (mucho mas preferentemente P. aeruginosa), especies
de Listeria, tales como L. monocytogenes y Listeria ivanovii (mucho mas preferentemente, L. monocytogenes),
especies de Bacillus pagoteno, tales como B. Subtilis, Bacillus anthracis y Bacillus cereus (mucho mas
preferentemente B. Subtilis), especies de Staphylococcus patdégeno, tales como S. aureus (incluyendo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina [MRSA]), Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus schleiferi 'y
Staphylococcus caprae (mucho mas preferentemente S. aureus), especies de Salmonella patégeno, tales como sub-
especies de Salmonella entérica tales como Salmonella arizonae, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis,
Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella dublin,
Salmonella typhisuis y Salmonella brandenburg (mucho mas preferentemente S. enteritidis o S. typhi) y especies de
Campylobacter patégeno tales como Campylobacter jejuni y Camptylobacter coli (mucho mas preferentemente C.
jejuni). En realizaciones preferidas, Blad se usa contra patégenos que pueden provocar inflamaciéon y sepsis
generalizadas (por ejemplo, p. aeruginosa), colera (por ejemplo, V. cholerae), Meningitis (por ejemplo, L.
monocytogenes, Haemophilus influenzae tipo b, Neisseria meningitidis o Streptococcus pneumoniae), neumonia (por
ejemplo, S. pneumoniae, Streptococcus agalactiae o S. aureus), estreptococo (por ejemplo, Streptococcus
pyogenes), tuberculosis (por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium canettiy Mycobacterium microti), tifoidea (S. typhi) o intoxicacion alimentaria (por ejemplo, especies
patégenas de uno de los siguientes géneros: Listeria, Staphylococcus 'y Salmonella).

Blad se puede usar como un antimicrobiano contra patégenos fungicos unicelulares (levadura) y multicelulares
(filamentosos, moho). Las dianas fungicas particularmente preferidas incluyen especies de Candida patégena, tales
como C. albicans, Candida glabrata, Candida lusitaneae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei'y
Candida dubliniensis, especies de Alternaria patdgenas, tales como A. Alternata y Alternaria molesta, especies de
Aspargillus patégenas, tales como A. Fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus clavatus,
especies de Fusarium patégenas, tales como Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides y
Fusarium proliferatum, especies de Cryptococcus patdgenas, tales como Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
laurentii, Cryptococcus albidus y Cryptococcus gattii y especies de Trichosporon patogenas, tales como
Trichosporon ovoides, Trichosporon inkin, Trichosporon asahii, Trichosporon mucoides, Trichosporon asteroides y
Trichosporon cutaneum (todas previamente consideradas bajo el nombre general de Trichosporon beigelii) y
Trichosporon dermatis, Trichosporon dohaense y Trichosporon loubieri. En realizaciones preferidas, Blad se usa
contra patégenos que pueden provocar infeccion fungica invasiva (IFI), que por lo general se define como una
infeccion fungica sistémica, generalizada y visceral que con frecuencia es grave y/o potencialmente mortal (a
diferencia de enfermedades fungicas superficiales, locales, benignas, autolimitantes). Los hongos particularmente
preferidos que producen IFI incluyen especies patdgenas de Candida, Aspergillus o Alternaria como se han definido
anteriormente, preferentemente C. albicans, A. Fumigatus o A. Alternata, mucho mas preferentemente C. albicans o
A. Fumigatus.
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El experto en la materia podra identificar, a través de métodos habituales, una concentracion adecuada con la que
usar un polipéptido antimicrobiano que comprende (o consiste esencialmente en) Blad (o una variante activa del
mismo) como antimicrobiano en cualquier entorno particular. Preferentemente, por ejemplo, Blad se usa a una
concentracion de al menos 1 pg/ml, al menos 5 pyg/ml, al menos 10 pg/ml, al menos 20 pg/ml, al menos 50 pg/ml o al
menos 100 pyg/ml y hasta 500 pg/ml, hasta 600 pg/ml, hasta 1 mg/ml, hasta 2,5 mg/ml, hasta 5 mg/ml o hasta
10 mg/ml. Preferentemente la concentracion de Blad seleccionada es de entre 10 ug/ml y 5 pg/ml, mas
preferentemente de entre 50 ug/mg y 2,5 mg/ml, mas preferentemente de entre 100 ug/ml y 1 mg/ml, e incluso mas
preferentemente de entre 100 ug/ml y 600 pg/ml (tal como aproximadamente 250 pg/ml). Los inventores han
proporcionado evidencia (véanse los ejemplos 4 y 5) de que Blad no es téxico para el hospedador hasta al menos
400 pg/ml.

De manera sorprendente, los inventores han descubierto que una combinacion de Blad con un agente quelante (por
ejemplo, EDTA) produce un efecto antimicrobiano sinérgico. Por tanto, preferentemente, se usa un agente quelante
para mejorar la actividad antimicrobiana de un polipéptido que comprende (o que consiste esencialmente en) Blad (o
una variante activa del mismo) y el uso de dicho agente quelante puede disminuir la concentracion de dicho
polipéptido antimicrobiano requerido para lograr un nivel particular de actividad antimicrobiana. Un agente quelante
(también conocido como un quelante, un quelador o un agente secuestrante) es cualquier compuesto que se une a
un ion metalico para formar un complejo no covalente y reduce la actividad del ion. Los agentes quelantes
adecuados incluyen carboxilatos de poliamino tales como EDTA (acido etileno-diaminatetraacético) y EGTA
(etilenglicol bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N*-acido tetraacético). Preferentemente, se usa EDTA como el agente
quelante, preferentemente a una concentracién de al menos 10 pg/ml, al menos 50 pg/ml o al menos 100 pg/ml y
hasta 500 pg/ml, hasta 1 mg/ml, hasta 5 mg/ml, hasta 10 mg/ml o hasta 20 mg/ml. Preferentemente, se usa EDTA a
una concentracion de entre 0,1 mg/ml y 1 mg/ml.

Resultados

El polipéptido antimicrobiano que comprende (o que consiste esencialmente en) Blad (o una variante activa del
mismo) se puede usar para inhibir el crecimiento de un microorganismo patégeno humano/animal (significando que
tiene actividad microbiostatica) y/o para destruir dicho microorganismo (significando que tiene actividad microbicida).
El experto en la materia podra identificar una dosis adecuada y/o concentracién para obtener una inhibicion de
crecimiento particularmente deseado o destruccion del microorganismo.

Preferentemente, cuando se usa como un agente microbiostatico, el polipéptido antimicrobiano reduce la tasa de
destruccién en un 10 %, mas preferentemente en un 50 %, mas preferentemente en un 75 %, mas preferentemente
en un 90 %, mas preferentemente en un 95 %, mas preferentemente en un 98 %, mas preferentemente en un 99 %
e incluso mas preferentemente en un 99,9 % en comparacion con condiciones equivalentes en las que el polipéptido
antimicrobiano no esta presente. Mucho mas preferentemente el polipéptido antimicrobiano evita cualquier
crecimiento del microorganismo.

Preferentemente, cuando se usa como un agente microbicida, el polipéptido antimicrobiano destruye el 10 % de la
poblacién de los microorganismos, mas preferentemente el 50 % de dicha poblacién, mas preferentemente el 75 %
de dicha poblaciéon, mas preferentemente el 90 % de dicha poblacién, mas preferentemente el 95 % de dicha
poblacién, mas preferentemente el 98 % de dicha poblacién, mas preferentemente el 99 % de dicha poblacion e
incluso mas preferentemente el 99,9 % de dicha poblaciéon en comparacién con condiciones equivalentes en las que
el polipéptido antimicrobiano no esta presente. Mucho mas preferentemente, el polipéptido antimicrobiano destruye
toda la poblacién del microorganismo.

Cuando se usan para prevenir o tratar una infecciébn en o sobre un ser humano o animal el polipéptido
antimicrobiano se usa preferentemente en una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir una cantidad que
proporcione un nivel de inhibicion de crecimiento y/o destruccion de un microorganismo de modo que se consiga un
nivel clinicamente detectable de prevencion o abrogacion de la infeccion. Preferentemente, la cantidad
terapéuticamente eficaz del polipéptido antimicrobiano no es toxica para el sujeto humano o animal. Se pretende que
dicha cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido antimicrobiano sea terapéuticamente eficaz cuando se
administre como parte de una composicién que comprenda el polipéptido antimicrobiano.

De manera sorprendente, los inventores han descubierto que, a concentraciones similares (en masa), Blad es
aproximadamente tan potente como la anfotericina B y mas potente que el fluconazol contra C. albicans y A.
Fumigatus (en términos de actividad fungicida o fungostatica). Esto es un resultado sorprendente dada (i) la masa
molecular mucho mayor de Blad en comparacion con las moléculas organicas relativamente pequefias de
anfotericina B y fluconazol y (ii) la naturaleza no téxica y comestible de Blad para seres humanos y otros animales.

Usos y métodos médicos
Como se ha analizado anteriormente los inventores proporcionan una composicion que comprende un polipéptido

antimicrobiano definido para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia o
profilaxis.
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Los inventores también proporcionan la composicién para su uso en un método de prevencién o tratamiento de una
infeccion en o sobre un sujeto humano o animal por un microorganismo.

Dicha composicion se puede administrar por inyeccion (tal como intradérmica, subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intradsea e intraperitoneal), entrega de particulas transdérmica, inhalacioén, por via topica, por via oral o
por via transmucosa (tal como nasal, sublingual, vaginal o rectal).

Preferentemente, dicha composicion comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Dicha
composicion farmacéutica se puede formular como una preparacion farmacéutica convencional. Esto se puede
hacer usando quimicas y metodologias de formulacion farmacéutica convencionales, que estan disponibles para los
expertos en la materia. Por ejemplo, un polipéptido antimicrobiano que comprende Blad (o una variante activa del
mismo) se puede combinar con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables para proporcionar
una preparacion liquida. También puede haber sustancias adyuvantes, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.

Los vehiculos, diluyentes y sustancias adyuvantes en general son agentes farmacéuticos que se pueden administrar
sin toxicidad indebida y que por si mismos no induciran una respuesta inmunitaria en el individuo que recibe la
composicion. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, liquidos tales como agua,
solucion salina, polietilenglicol, acido hialurénico, glicerol y etanol. También se pueden incluir sales
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acido mineral tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfato,
sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y
similares. También se prefiere, aunque no se requiere, que la preparacion contenga un vehiculo farmacéuticamente
aceptable que sirva como estabilizador, particularmente ventajoso para una composicién que comprende un
polipéptido como Blad. Los ejemplos de vehiculos adecuados que también actian como estabilizadores para
polipéptidos incluyen, sin limitacion, calidades farmacéuticas de dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol,
sorbitol, inositol, dextrano y similares. Otros vehiculos adecuados incluyen, una vez mas sin limitacion, almidon,
celulosa, fosfatos de sodio o calcio, acido citrico, acido tartarico, glicina, polietilenglicoles de peso molecular alto
(PEG) y una combinacion de los mismos.

Una vez formulada, la composicién se puede administrar a un sujeto in vivo usando una diversidad de vias y
técnicas conocidas. Por ejemplo, las preparaciones liquidas se pueden proporcionar como una solucion, suspension
o emulsion inyectable y se pueden administrar por inyeccion parenteral, subcutanea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa, intradsea o intraperitoneal usando una aguja y jeringa convencionales o usando un sistema de
inyeccion de chorro liquido. También se pueden administrar preparaciones liquidas por via topica a los ojos, a la piel,
el cabello o el tejido mucoso (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal o rectal) o pueden proporcionarse en forma de
una pulverizacién finamente dividida adecuada para la administracién respiratoria o pulmonar. Otros modos de
administracion incluyen la administracion oral, supositorios y técnicas de administracion transdérmica activa o
pasiva. En realizaciones preferidas, el polipéptido antimicrobiano se formula en una composicién adecuada como
una locién tépica, crema para manos, solucién de colirio, champu o acondicionador.

El sujeto que necesita el polipéptido antimicrobiano puede ser cualquier individuo humano o animal. En realizaciones
preferidas, el polipéptido antimicrobiano se puede usar para prevenir una infeccion en sujetos en riesgo particular de
adquirir una infeccién por un microorganismo y/o para tratar una infecciéon en sujetos en riesgo particular de ser
incapaces de superar una infeccién microbiana sin intervencion médica, tal como los jévenes (tal como un individuo
menor de 16 afios, tal como un individuo menor de 5 afos, 3 afios, 2 afios, 1 afio, 6 meses 0 1 mes), los ancianos
(tal como un individuo mayor de 70 afios, tal como un individuo mayor de 80 afios o 90 afos), aquellos con un
sistema inmunitario comprometido (tales como aquellos con una inmunodeficiencia primaria, aquellos con una
inmunodeficiencia adquirida (por ejemplo, aquellos con SIDA) y aquellos con un sistema inmunitario suprimido como
resultado de un tratamiento tal como quimioterapia o pautas de farmacos inmunosupresores), aquellos que estan
criticamente enfermos o aquellos que pueden tener una exposicion particularmente alta a microorganismos
patégenos (por ejemplo, profesionales médicos).

Otros usos y métodos antimicrobianos

Los inventores también proporcionan el uso de una composicidon que comprende un polipéptido antimicrobiano que
comprende Blad o una variante activa del mismo para destruir o inhibir el crecimiento de, un microorganismo que es
patégeno para un ser humano o un animal en un sitio que no esta sobre o en el cuerpo humano o animal. A este
extremo, también proporcionan un método de destruccion o inhibicién del crecimiento de un microorganismo que es
patégeno para un ser humano o un animal en un sitio que no esta sobre o en el cuerpo humano o animal,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sitio una composicién que comprende una cantidad eficaz de un
polipéptido antimicrobiano que comprende Blad o una variante activa del mismo. Dicha cantidad eficaz es una
cantidad que proporciona un nivel de inhibicién de crecimiento y/o destrucciéon de un microorganismo de modo que
se consiga un nivel detectable de prevencion o abrogacion de la colonizacién microbiana. Preferentemente, la
cantidad eficaz del polipéptido antimicrobiano es no téxico para el sujeto humano o animal. Se pretende que dicha
cantidad eficaz del polipéptido antimicrobiano sea eficaz cuando se administre como parte de una composicién que
comprenda el polipéptido antimicrobiano.
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En estas realizaciones, se pretende que el polipéptido antimicrobiano se use como un desinfectante para prevenir el
crecimiento de y/o la destruccion de un microorganismo patégeno en un articulo que se debe ingerir por o colocar
directamente sobre o en, un ser humano o animal o una superficie que necesita el mismo (por ejemplo, una
superficie que puede, directa o indirectamente, tener contacto con un ser humano o animal) de modo que se reduzca
el riesgo de:

(i) que un ser humano o animal se infecte con dicho microorganismo patégeno; o
(ii) que un ser humano o animal haga contacto con una toxina liberada por un microorganismo patégeno.

En realizaciones preferidas, el polipéptido antimicrobiano se usa dentro o en un alimento para prevenir el crecimiento
de un microorganismo patégeno humano/animal en o dentro de ese alimento o para destruir un microorganismo
patégeno humano/animal ya presente en o dentro de ese alimento. De esta manera, el polipéptido antimicrobiano se
puede usar para reducir el riesgo de que un ser humano o animal se infecte con un microorganismo patégeno o de
que un ser humano o animal ingiera una toxina liberada por un microorganismo patégeno, como resultado de ingerir
ese alimento. En estas realizaciones se prefiere particularmente que dicho microorganismo patégeno sea capaz de
provocar una intoxicacion alimentaria (por ejemplo, directamente o a través de una toxina liberada). Por alimento se
quiere decir cualquier sustancia liquida o solida destinada al consumo por razones de nutricion o placer. La
composicion que comprende el polipéptido antimicrobiano se puede mezclar, por ejemplo, con otros componentes
del alimento durante la preparacion del alimento o se puede aplicar, por ejemplo, a la superficie del alimento (por
ejemplo, como una pelicula liquida o una pulverizacién). Los alimentos particulares considerados en estas
realizaciones incluyen agua, bebidas gaseosas tales como zumos de frutas, bebidas alcohdlicas, carne cruda, carne
de ave cocinada, huevos, leche, crema, helado, queso, vegetales crudos y frutas, alimentos procesados (en
particular pertinentes para, por ejemplo, L. monocytogenes, V. cholerae, especies patdogenas de Staphylococcus,
especies de Salmonella y especies patdbgenas de Campylobacter) y nueces y alimentos con almidén tales como pan,
arroz y patatas (en particular pertinentes para especies patdégenas de Aspergillus).

En una realizacion preferida alternativa, el polipéptido antimicrobiano se usa dentro o sobre un dispositivo o
instrumento médico — cualquier dispositivo colocado en o dentro del cuerpo para realizar una funcion diagnoéstica,
terapéutica o quirirgica — tal como un tejido corporal artificial, marcapasos, endoprotesis vasculares, armazones
proteicos (scaffolds), valvulas, termoémetros, jeringas, agujas hipodérmicas, equipo de monitorizacién, ventiladores,
desfibriladores cardiacos, maquinas de corazén pulmoén, unidades de EEG y ECG, dispositivos de ultrasonido,
taladros, sierras, cuchillos, bisturies, lenglietas, tijeras, grapas y puntos y similares. De esta manera, el polipéptido
antimicrobiano se puede usar para prevenir la infeccion de un cuerpo que hace contacto con un dispositivo o
instrumento durante un procedimiento médico.

En realizaciones preferidas alternativas, el polipéptido antimicrobiano se usa sobre una superficie que necesita el
mismo (por ejemplo, una superficie que, directa o indirectamente, puede hacer contacto con un ser humano o
animal). La superficie a la que el polipéptido antimicrobiano se puede aplicar se puede ubicar dentro de un medio
ambiente donde:

(a) un examen médico, diagndstico o tratamiento se ha de realizar;

(b) un alimento se ha de preparar o de lo contrario se ha manipular o almacenair;
(c) un lavado personal y/o sanitizacion se ha de realizar; y/o

(d) una persona en riesgo particular de

(i) adquirir una infeccion por un microorganismo; y/o
(i) ser incapaz de evitar una infeccidon microbiana sin intervencion médica;

se situa (y ejemplos de dichas personas se han descrito anteriormente).

Los ejemplos de dichas superficies incluyen cualquiera dentro de una fabrica industrial de alimentos y baldas/bancos
dentro de un supermercado.

La superficie a la que se puede aplicar el polipéptido antimicrobiano puede ser un suelo o pared de un edificio (o una
sala del mismo) o una superficie de un articulo dentro de dicha sala o edificio.

Los edificios particulares previstos incluyen hospitales y otros edificios sanitarios, escuelas y otros centros de
cuidado de nifios, edificios para el cuidado de ancianos, restaurantes y otros comedores, lugares para la
preparacion, el procesamiento y/o el almacenamiento de alimentos (por ejemplo, mercados, tiendas de alimentacion,
supermercados y fabricas industriales de alimentos) y viviendas privadas. Las salas particulares previstas incluyen
todas aquellas dentro de un entorno sanitario, especialmente quiréfanos, departamentos de accidentes y urgencias,
salas de cuidados intensivos y de pacientes, asi como cocinas, bafios, aseos, restaurantes y salones de
preparacion/procesamiento de alimentos.
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Ejemplos

En los siguientes ejemplos BLAD denota el glucooligédmero que contiene Blad de origen natural que comprende el
polipéptido Blad de 20 kD, purificado como en Ramos et al. (1997) Planta 203(1): 26-34: véanse las partes “Plant
material and growth conditions” y “Purification of proteins” de la seccion Materials and Methods de ese documento.

Definiciones:

CMI — Concentraciéon minima inhibidora: la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo.

CMF/CMB — Concentracion minima fungicida/bactericida (o concentracion minima letal): la concentraciéon mas
baja de un agente antimicrobiano necesario para destruir el 99,9 % del indculo inicial después de 24 horas en
una serie normalizada de condiciones.

Curvas de tiempo-destruccién: La determinacion de la “destruccion” de un aislado con el tiempo por uno o mas
agentes antimicrobianos en condiciones controladas se conoce como el método de tiempo-destruccion. Es un
método en caldo en el que la velocidad de destruccion de un indculo fijo se determina muestreando tubos o
frascos que contienen control y agente microbiano (organismo, no farmaco), a ciertos intervalos de tiempo y
determinando el recuento de colonias supervivientes (ufc/ml) al sembrar por extension cada muestra en una
placa de agar.

Ejemplo 1 — Actividad bactericida de BLAD.

CMI y CMB de BLAD para diversas especies bacterianas (usando medio de Mueller-Hinton):

Especie bacteriana CMI (ug/ml) CMB (ug/ml)
Pseudomonas aeruginosa 32-256 128-256
Listeria monocytogenes 8 > 512
Bacillus subtilis 4 > 512
Staphylococcus aureus 8 > 512
Salmonella thyphimurium 64 128

Curvas de tiempo-destruccion para BLAD con (A) Listeria monocytogenes y (B) Pseudomonas aeruginosa: véase la
figura 1.

Contra L. monocytogenes y P. aeruginosa, BLAD es bacterioestatico a 100 ug/ml y bactericida a 250 pg/ml.

Datos de halo de inhibicion para BLAD contra (A) Staphylococcus aureus, (B) Bacillus subtilis, (C) Pseudomonas
aeruginosa y (D) Listeria monocytogenes: véase la figura 2.

El crecimiento de todas las especies bacterianas sometidas a ensayo en PCA se inhibié con cantidades crecientes
de BLAD en los discos de tratamiento, de 20 pg (discos derechos inferiores) a 100 ug (discos izquierdos inferiores) y
a 200 ug (discos superiores) (incubacion 24 horas — los efectos se observaron durante varios dias).

Ejemplo 2 — Actividad fungicida de BLAD.

CMI y CMF de BLAD para especies de Candida (usando medio RPMI)

Especie Candida CMI (ug/ml) CMB (ug/ml)
Candida albicans 16-32 256
Candida dubliniensis 32-64 256
Candida glabrata 1-2 > 512
Candida lusitaneae 32-64 > 512
Candida parapsilosis 32 > 512
Candida tropicalis 16-32 > 512
CMI y CMF de BLAD para especies de Candida (usando medio PDB a pH 7,5)
Especie Candida CMI (ug/ml) CMB (ug/ml)
Candida albicans 2-4 4-8
Candida dubliniensis 2-4 8
Candida glabrata 2 16-64
Candida lusitaneae 2-4 8-32
Candida parapsilosis 2-4 64
Candida tropicalis 4 4-16
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CMI y CMF de BLAD para diversos hongos filamentosos (usando medio RPMI)

Especie fungica CMI (ug/ml) CMB (ug/ml)
Alternaria sp. 64 > 512
Aspergillus fumigatus 32 > 512
Aspergillus niger 32-64 > 512
Botrytis cinerea 128 512
Colletotrichum acutatum 64 > 512
Colletotrichum gloesporioides 64 > 512
Fusarium oxysporum 64 > 512

NB — CMI para Cryptococcus neoformans medida a 0,25 — 1,0 pg/ml.

Curva de tiempo-destruccion (A) y curva de crecimiento (B) para BLAD con Candida albicans en medio PDB: véase
la figura 3.

Contra C. albicans, BLAD es fungiestatico a 10 pg/ml y fungicida a 100 pg/ml.
Curva de crecimiento para BLAD con Candida albicans en medio PDB a pH 7: véase la figura 4.

Contra C. albicans, BLAD y anfotericina B son fungiestaticos a 10 ug/ml. A 100 pg/ml fluconazol meramente retrasa
el crecimiento.

Datos de halo de inhibicion para (A y B) BLAD y (C) anfotericina B o fluconazol contra Candida albicans: véase la
figura 5.

El crecimiento de C. albicans en agar de dextrosa de patata (PDA) pH 7,5 se inhibié con cantidades crecientes de
BLAD en los discos de tratamiento, de 20 ug (A, disco inferior) a 50 ug (B, disco inferior) a 100 pg (B, disco superior)
y a 200 pg (A, disco superior) (3 dias de incubacioén). Esto se compara muy favorablemente con la inhibicién lograda
con 20 ug de anfotericina B (C, disco superior) y 25 ug fluconazol (C, disco inferior).

Datos de halo de inhibicién para BLAD contra Cryptococcus neoformants en (A) PDA y (B) PDA pH 7,5 (incubacion
de 3 dias): véase la figura 6.

El crecimiento de C. neoformans se inhibié en ambos medios con cantidades de BLAD en aumento en los discos de
tratamiento, aunque con mayor eficacia en PDA. | — discos superiores 200 ug, discos inferiores 10 ug; Il — discos
izquierdos superiores 50 pg, disco derecho superior 20 ug, disco inferior 100 ug.

Datos de halo de inhibicion para BLAD contra Aspergillus fumigatus en (A) medio Mueller-Hinton (regla M44-A), (B)
PDA o (C) PDA pH 7,5 (incubaciéon de 3 dias): véase la figura 7.

El panel izquierdo muestra placas vistas desde arriba; el panel derecho muestra placas vistas desde abajo.

El crecimiento de A. Fumigatus se inhibié en todos los medios con cantidades de BLAD crecientes en los discos de
tratamiento, aunque con mayor eficacia en PDA pH 7,5. | — discos superiores 200 pg, discos inferiores 10 ug; Il —
discos izquierdos superiores 50 ug, disco derecho superior 20 ug, disco inferior 100 ug.

Datos de halo de inhibicién para (A'y B) BLAD y (C) anfotericina B o fluconazol contra Aspergillus fumigatus en PDA
pH 7,5 (incubacion de 6 dias): véase la figura 8.

El crecimiento de A. Fumigatus en PDA pH 7,5 se inhibié con cantidades de BLAD crecientes en los discos de
tratamiento, de 20 ug (A, disco inferior) a 50 pg (B, disco inferior) a 100 ug (B, disco superior) y a 200 ug (A, disco
superior). Esto se compara muy favorablemente con la inhibicién conseguida con 10 mg de anfotericina B (C, disco
superior) y 100 mg de fluconazol (C, disco inferior). Se observaron resultados muy similares para Trichosporon
cutaneum (datos no mostrados).

Ejemplo 3 — Efecto sinérgico de EDTA con BLAD con respecto a la actividad bactericida/fungicida contra patégenos
humanos.

Curvas de tiempo-destruccion de BLAD y/o EDTA con (A) Listeria monocytogenes, (B) Pseudomonas aeruginosa y
(C) Candida albicans: véase la figura 9.

Contra L. monocytogenes ni BLAD 10 pg/ml ni EDTA 0,1 mg/ml inhiben el crecimiento, sino que una combinacion de
los dos es bacterioestatica. Contra P. aeruginosa, BLAD a 50 ug/ml o EDTA a 1 mg/ml inhiben el crecimiento (es
decir, ambos son bacterioestaticos) sino que una combinacién de los dos es bactericida. Contra C. albicans, BLAD
10 yg/ml o EDTA 0,1 mg/ml inhiben el crecimiento (es decir, ambos son fungiestaticos), sino que una combinacion
de los dos es fungicida.
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Ejemplo 4 — Estudio de toxicidad dérmica de BLAD en cobayas.

El estudio confidencial se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Técnica de Lisboa, a nombre
del Instituto Superior de Agronomia (18 de julio de 2006 — 1 de agosto de 2006) usando la Guia de OECD para
someter a ensayos productos quimicos, N.° 402, Toxicidad Dérmica Aguda. El estudio se realiz6 de acuerdo con las
buenas practicas de laboratorio y el bienestar animal.

La toxicidad dérmica aguda de BLAD se evalué después de la exposicion a dosis Unica en cobayas, que se aceptan
ampliamente como animales adecuados para estudios de toxicidad dérmica. BLAD se aplicé a la piel lampifia en dos
grupos de 10 animales cada uno, con dosificacion a 200 ug/ml y 400 pyg/ml respectivamente. Después de la
exposicién, los animales se mantuvieron en observaciéon durante un periodo de 15 dias, durante el cual se
registraron la masa corporal, la morbilidad y la mortalidad.

Materiales y Métodos —
1. Materiales

Articulo de ensayo: se suministr6 BLAD a 5 mg/ml (liquido opaco de color amarillento, 0-4 °C) y se almacend a -
80 °C.

Animales: cobayas albinas; cepa: Dunkin Hartley (HsdPoc: DH) de Harlan Iberica, Barcelona.

Numero de animales usados: 30; peso corporal: 400-449 g; edad: 6 semanas.

Alojamiento: los animales se colocaron de manera individual en cajas de polietileno con virutas de madera
esterilizadas (Lignocel).

Condiciones ambientales:

a) Fotoperiodo: ciclos de luz/oscuridad durante 12 horas en 12 horas.
b) Ambiente controlado: una temperatura promedio 19/22 °C y una humedad promedio del 60 %.

Adaptacion: los animales se mantuvieron en condiciones ambientales del ensayo durante siete dias antes del
comienzo del ensayo.

Alimento: Dieta Global 2014, Dieta de mantenimiento de roedores suministrada por Harlan Iberica, Barcelona, agua
a demanda.

2. Métodos

Administracion: los animales se afeitaron 48 horas antes del ensayo y solo los animales que no tenian lesiones en la
piel se llevaron adelante en el estudio. Una alicuota de 1 ml (a 200 pg/ml o 400 pg/ml) se aplicé a la piel afeitada de
cada animal.

Disefo del estudio: los 30 animales del estudio se dividieron en cuatro grupos, dos grupos de diez animales cada
uno y dos grupos con cinco animales cada uno. Un grupo de diez animales se expuso a BLAD a 200 pg/ml (grupo de
ensayo 1) y otro grupo de diez animales se expuso a BLAD a 400 pg/ml (grupo de ensayo 2). Los dos grupos de
cinco animales sirvieron como controles: un grupo se expuso a agua (alicuota de 1 ml) mientras otro grupo no se
sometié a ninguna administracion, sino que se manipulé como todos los demas grupos.

Resultados: después de la exposicion los animales se observaron a diario durante 15 dias para registrar cualquier
signo de morbilidad o incluso muerte. En términos de morbilidad, se puso atencion particular a la posible aparicion
de lesiones en la piel en el sitio de exposicion y a signos posibles de toxicidad general tales como cambios en los
patrones de comportamiento normal. El peso corporal se evalué de manera individual antes de la exposicion y al
final del periodo de ensayo.

Resultados —

A ninguna concentracion de BLAD hubo signos de ningun cambio fisico en el area de administracion dérmica ni
cambios en el comportamiento general o de bebida/comida. No se produjeron reacciones ni muerte tras la
administracion de BLAD. El aumento de la masa corporal fue similar en todos los grupos (y fue coherente con el
aumento esperado de animales en desarrollo de esa edad joven).

Conclusiones — BLAD a concentraciones de hasta 400 pg/ml (y posiblemente mayor) no muestra toxicidad dérmica.
Ejemplo 5 — Estudio de toxicidad oral de BLAD en ratas albinas.

El estudio confidencial se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Técnica de Lisboa, a nombre

del Instituto Superior de Agronomia usando la Guia de OECD para someter a ensayos productos quimicos, N.° 401,
Toxicidad Oral Aguda. El estudio se realizé de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio y el bienestar animal.
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La toxicidad oral aguda de BLAD se evalu6 después de exposicion a dosis Unica en ratas, que se aceptan
ampliamente como animales adecuados para estudios de toxicidad oral. Se administré BLAD por sonda en dos
grupos de 10 animales cada uno, con dosificacion a 200 ug/ml y 400 uyg/ml respectivamente. Después de la
exposicién, los animales se mantuvieron en observaciéon durante un periodo de 15 dias, durante el cual se
registraron la masa corporal, la morbilidad y la mortalidad. Después del periodo de observacion, los animales se
sacrificaron y se les practico la necropsia.

Materiales y Métodos —
1. Materiales

Articulo de ensayo: se suministr6 BLAD a 5 mg/ml (liquido opaco de color amarillento, 0-4 °C) y se almacend a -
80 °C.

Animales: Rattus norvegicus; cepa: Wistar Hannover adquirido por el vivero de la Facultad de Medicina Veterinaria
de Lisboa de Harlan Iberica, Barcelona.

Numero de animales usados: 30; peso corporal: 250-300 g; edad: 10 semanas.

Alojamiento: los animales se colocaron de manera individual en cajas de polietileno con virutas de madera
esterilizadas (Lignocel).

Condiciones ambientales:

a) Fotoperiodo: ciclos de luz/oscuridad durante 12 horas en 12 horas.
b) Ambiente controlado: una temperatura promedio de 19/22 °C y humedad promedio del 60 %.

Adaptacion: los animales se mantuvieron en condiciones ambientales del ensayo durante siete dias antes del
comienzo del ensayo.

Alimento: Dieta Global 2014, Dieta de mantenimiento de roedores suministrada por Harlan Iberica, Barcelona, agua
ad libitum.

2. Métodos

Administracion: una alicuota de 1 ml (a 200 ug/ml o 400 ug/ml) se aplicé a cada animal por intubacién oral (oro-
esofagica), comunmente conocida como sonda. La administracion se realiz6 con una sonda de metal apropiada para
la especie de animal utilizada. Los animales se sometieron a ayuno durante 18 horas antes de la administracion y se
alimentaron 3 horas después de la administracion.

Disefo del estudio: los 30 animales del estudio se dividieron en cuatro grupos, dos grupos de diez animales cada
uno y dos grupos con cinco animales cada uno. Un grupo de diez animales se expuso a BLAD a 200 pg/ml (grupo de
ensayo 1) y otro grupo de diez animales se expuso a BLAD a 400 pg/ml (grupo de ensayo 2). Los dos grupos de
cinco animales sirvieron como controles: un grupo se expuso a agua (alicuota de 1 ml) mientras otro grupo no se
sometié a ninguna administracion, sino que se manipulé como todos los demas grupos.

Resultados: después de la administracion, los animales se observaron a diario durante 15 dias para registrar
cualquier signo de morbilidad o incluso muerte. El peso corporal se evalué de manera individual antes de la
exposicion y al final del periodo de ensayo. Después del periodo de observacion, los animales se sacrificaron (por
asfixia en una atmdsfera saturada con diéxido de carbono) para la examinacion post-mortem posterior.

Resultados —

A ninguna concentracion de BLAD hubo signos de ningun cambio fisico en el area de administracion dérmica ni
cambios en el comportamiento general o de bebida/comida. No se produjeron reacciones secundarias ni muerte tras
la administracion de BLAD. El aumento de la masa corporal fue similar en todos los grupos (y fue coherente con el
aumento esperado de animales en desarrollo de esa edad joven). La observacion de la necropsia/macroscopica de
los 6rganos de la cavidad toracica y abdominal no revel6 ningin cambio.

Conclusiones — BLAD a concentraciones de hasta 400 pug/ml (y posiblemente mayores) no muestra toxicidad oral.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende la secuencia Blad que se muestra
en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa de la misma, para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano
o animal mediante terapia o profilaxis, en la que dicha variante activa tiene actividad antimicrobiana y comprende
una secuencia que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 60 % con cualquiera de la SEQ ID NO: 4 o un
fragmento de la SEQ ID NO: 4 que tenga al menos 100 aminoacidos de longitud.

2. Una composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso en un método de tratamiento o prevencién de
una infeccion en o sobre un sujeto por un microorganismo.

3. Una composiciéon para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 que comprende
adicionalmente:

- un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. y/o
- un agente quelante.

4. Una composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la que el sujeto
tiene un sistema inmunitario comprometido o esta criticamente enfermo.

5. Una composiciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en la que el
microorganismo es una bacteria o un hongo.

6. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5 en la que:

- la bacteria es una especie patdgena de uno de los siguientes géneros: Pseudomonas, Listeria, Bacillus,
Staphylococcus y Salmonella, y/o

- el hongo es una especie patégena de uno de los siguientes géneros: Candida, Aspergillus, Alternaria,
Fusarium, Cryptococcus'y Trichosporon.

7. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 en la que el hongo puede provocar infecciones
fungicas invasivas y es preferentemente Candida albicans, Aspergillus fumigatus o Alternaria alternata.

8. Uso de una composicién que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende la secuencia Blad que se
muestra en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa de la misma, en el que dicha variante activa tiene actividad
antimicrobiana y comprende una secuencia que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 60 % con
cualquiera de la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la SEQ ID NO: 4 que tenga al menos 100 aminoacidos de
longitud; para destruir, o inhibir el crecimiento de, un microorganismo que es patdgeno para un ser humano o un
animal en un sitio que no esta en o sobre el cuerpo humano o animal.

9. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 8 en el que:
- dicha composicion se usa para desinfectar, con respecto a un microorganismo patégeno humano o animal, un
articulo que se ha de ingerir por, o colocar directamente sobre o en, un ser humano o animal, o una superficie
que necesita el mismo, y/o
- dicha composicién comprende adicionalmente un agente quelante.

10. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 9 en el que dicho articulo es un alimento o un dispositivo o instrumento
médico.

11. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 9 en el que dicha superficie se sitiia dentro de un ambiente donde:
(a) un examen médico, diagndstico o tratamiento se ha de realizar;
(b) un alimento se ha de preparar o de lo contrario se ha manipular o almacenair;
(c) un lavado personal y/o sanitizacion se ha de realizar; y/o
(d) una persona en riesgo particular de

(i) adquirir una infeccion por un microorganismo; y/o
(i) ser incapaz de evitar una infeccidon microbiana sin intervencion médica;

se sitda.

12. Un uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que el microorganismo es una
bacteria o un hongo.
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13. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 12 en el que:
- la bacteria es una especie patdgena de uno de los siguientes géneros: Pseudomonas, Listeria, Bacillus,
Staphylococcus y Salmonella y/o
- el hongo es una especie patégena de uno de los siguientes géneros: Candida, Aspergillus, Alternaria,
Fusarium, Cryptococcus'y Trichosporon.

14. Un uso de acuerdo con la reivindicacion 13 en el que el hongo puede provocar una infeccion fungica invasiva y
es preferentemente Candida albicans, Aspergillus fumigatus o Alternaria alternata.

15. Un método de destruccion, o inhibicion del crecimiento de, un microorganismo que es patégeno para un ser
humano o animal en un sitio que no esta sobre o en el cuerpo humano o animal, comprendiendo dicho método
administrar a dicho sitio una composicion que comprende un polipéptido antimicrobiano que comprende la secuencia
Blad que se muestra en la SEQ ID NO: 4 o una variante activa de la misma, en el que dicha variante activa tiene
actividad antimicrobiana y comprende una secuencia que tiene una identidad de aminoacidos de al menos el 60 %
con cualquiera de la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la SEQ ID NO: 4 que tenga al menos 100 aminoacidos de
longitud.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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