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DESCRIPCIÓN 
 
Lisinas de Acinetobacter 
 
Campo 5 
 
Composiciones que comprenden una enzima lítica bacteriófaga específica para Acinetobacter y un método para tratar 
infecciones por Acinetobacter. 
 
Antecedentes 10 
 
El complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus y otros miembros de esta especie frecuentemente colonizan la 
piel humana sin dañarla. Sin embargo, las lesiones en la piel causadas por raspaduras, heridas o cirugías, pueden dar 
como resultado una infección por Acinetobacter en la herida, sangre, tejidos blandos y sistema nervioso central. Dado 
que > 80 % de las especies de Acinetobacter también son resistentes a múltiples fármacos (MDR, por sus siglas en 15 
inglés) (al menos a tres clases de antibióticos), estas infecciones pueden dar lugar a resultados clínicos adversos, que 
incluyen altas tasas de morbilidad y mortalidad, hospitalización prolongada y gastos sustanciales de atención médica. 
El personal militar y los atletas tienen un mayor riesgo de lesiones (desde abrasiones de la piel hasta heridas graves) 
que serían susceptibles a la infección por especies de Acinetobacter, por lo tanto, los métodos para eliminarlos rápida 
y eficazmente reducirían o eliminarían las complicaciones posteriores. Se han informado brotes causados por 20 
Acinetobacter MDR en hospitales de todo el mundo; más recientemente, se han convertido en un problema grave en 
las instalaciones médicas militares. Debido a su MDR, las infecciones por Acinetobacter son difíciles de tratar, por lo 
que las infecciones por estos organismos generalmente dan como resultado un mal desenlace. Por lo tanto, se 
necesitan nuevas y mejores formas de controlar este patógeno. 
 25 
Se han informado cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a todos los antibióticos conocidos. Actuando en 
sinergia con este perfil de resistencia emergente es la asombrosa capacidad de A. baumannii para sobrevivir durante 
períodos prolongados en todo el entorno hospitalario, lo que potencia su capacidad de propagación nosocomial. El 
organismo comúnmente se dirige a sujetos hospitalizados, que están gravemente enfermos con roturas en la 
integridad de la piel y en la protección de las vías respiratorias. Como tales, la neumonía adquirida en el hospital sigue 30 
siendo la infección más común causada por A. baumannii. Sin embargo, recientemente, las infecciones implican el 
sistema nervioso central, la piel y los tejidos blandos, y los huesos han surgido como altamente problemáticos para 
determinadas instituciones. Debido a este problema de resistencia, se deben desarrollar nuevos métodos para 
controlar estos patógenos. 
 35 
Se han identificado agentes antimicrobianos conocidos como lisinas codificadas por bacteriófagos. Los bacteriófagos 
son virus que infectan bacterias y se estima que hay 106 especies distintas de bacteriófagos. Las lisinas de 
bacteriófagos son generalmente específicas de género o especie, es decir, una lisina del fago de Staphylococcus 
aureus puede tener actividad solo contra Staphylococcus aureus proporcionando un enfoque terapéutico dirigido. En 
algunos casos, las lisinas pueden tener actividad contra varios géneros o especies. 40 
 
Los bacteriófagos infectan a sus bacterias hospedadoras para producir más partículas víricas. Al final del ciclo 
reproductivo se enfrentan a un problema, cómo liberar el fago de la progenie atrapado dentro de la bacteria. Resuelven 
este problema produciendo una enzima llamada "lisina" que degrada la pared celular de las bacterias infectadas para 
liberar el fago de la progenie. El sistema lítico consiste en una holina y al menos un peptidoglucano hidrolasa, o lisina, 45 
capaz de degradar la pared celular bacteriana. Por lo general, la holina se expresa en las últimas etapas de la infección 
del fago formando un poro en la membrana celular, permitiendo que la(s) lisina(s) acceda(n) al peptidoglucano de la 
pared celular, dando como resultado la liberación del fago de la progenie. De forma significativa, la lisina añadida 
exógenamente, en ausencia de una holina, puede lisar la pared celular de las células sanas y no infectadas, 
produciendo un fenómeno conocido como "lisis desde afuera". 50 
Lood et al., (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2015 vol. 59, n.º 4, 1983-1991) describieron una nueva lisina de 
fagos capaz de destruir a la bacteria gramnegativa resistente a múltiples fármacos Acinetobacter baumannii en un 
modelo de bacteriemia en ratones. 
 
Sumario 55 
 
Recientemente se han identificado, purificado y caracterizado varias lisinas de fagos que atacan específicamente a la 
bacteria Acinetobacter. Este es un gran avance ya que la mayoría de las lisinas tienen actividad antibacteriana solo 
contra las bacterias grampositivas. Las lisinas de fagos purificadas de la presente invención son muy adecuadas para 
una variedad de aplicaciones tales como el tratamiento de infecciones bacterianas y desinfección. 60 
La presente invención proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
un 97 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un 
fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. La presente invención 
también proporciona un polipéptido conjugado que comprende: un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos un 97 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 o SEQ 65 
ID NO: 2, o un fragmento del polipéptido; y un péptido antimicrobiano conjugado con el polipéptido o el fragmento del 
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polipéptido, en el que el polipéptido conjugado tiene actividad antibacteriana. 
La presente invención proporciona además una composición farmacéutica que comprende uno o más polipéptidos de 
acuerdo con las reivindicaciones. La presente invención proporciona una composición de acuerdo con las 
reivindicaciones, para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una infección bacteriana. La presente invención 
también proporciona una composición según las reivindicaciones que comprende un transportador, agente 5 
tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de una herida quirúrgica 
irrigando la herida quirúrgica con la composición. 
La presente invención proporciona además una composición de acuerdo con las reivindicaciones para su uso en la 
inhibición de la formación de o en la alteración de una biopelícula bacteriana en una cantidad eficaz para destruir 
bacterias en la biopelícula. 10 
 
Breve descripción de los dibujos 
 

Figura 1A. Micrografía electrónica de tinción negativa que muestra el fago inducido por la cepa 1790 de A. 
baumannii. 15 
Figura 1B. Micrografía electrónica de tinción negativa que muestra el fago inducido por la cepa 1794 de A. 
baumannii 
Figura 1C. Micrografía electrónica de tinción negativa que muestra el fago inducido por la cepa 1796 de A. 
baumannii 
Figura 2. Una imagen representativa de la actividad del clon de lisina en el aclaramiento de A. baumannii vivo 20 
embebido en el agar. 
Figura 3. Esquema de secuencias de aminoácidos de lisinas clonadas que muestran cuatro clases de actividad 
lítica: i) familia de glucosil hidrolasa, ii) lisozimas de la placa de base de fagos, iii) lisozima autolisinas y iv) lisinas. 
Figura 4. Alineación de secuencias de nucleótidos para lisinas clonadas. 
Figura 5. Alineación de secuencias de aminoácidos para lisinas clonadas. 25 
Figura 6. Es un gráfico que muestra la actividad lítica de 21 construcciones clonadas contra trece aislados clínicos 
de A. baumannii diferentes. 
Figura 7A y 7B. Se observan ampollas en la membrana citoplasmática que contienen contenidos citosólicos de 
células de A. baumannii después del tratamiento con F307 (flechas). 
Figura 8. Micrografía electrónica de barrido de biopelículas de 3 días de la cepa 1791 de A. baumannii antes y 30 
después del tratamiento con el polipéptido F307. 
Figura 9. Es un gráfico que muestra la reducción en el recuento bacteriano en piezas de catéter completas con 
biopelícula Acinetobacter después del tratamiento con el polipéptido F307. 
Figura 10. Es un gráfico que muestra la supervivencia de ratones infectados con A. baumannii tratados con el 
polipéptido F307 frente al control. 35 
Figura 11. Secuencia de F307, polipéptido P307 sin y con extensión corta (P307Ex). 
Figura 12. La Figura 12A es un gráfico que compara las actividades bactericidas in vitro de P307, P307SQ-8C y 
P307AE_8contra las cepas número 1791, S5 y ATCC17978 de A. baumannii. La Figura 12B muestra la actividad 
bactericida comparativa in vivo de P307, P307SQ-8C y P307CS-8 contra las cepas número 1791 y S5 de A. 
baumannii. La Figura 12C muestra una comparación de la actividad bactericida comparativa in vivo de P307SQ-40 
8C y P307CS-8 contra las cepas número 1791, S5 y ATCC17978 de A. baumannii. 
Figura 13. Las actividades bactericidas in vitro de P307 y P307SQ-8C contra la cepa número 1791 de A. baumannii 
para investigar el pH óptimo (13A) y NaCl óptimo (13B). Se usaron las mismas condiciones, excepto las variables, 
con Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 para determinar la concentración óptima (13C) y la cinética de destrucción (13D). Las 
barras de error muestran la desviación estándar y la línea horizontal negra marca el límite de detección. 45 
Figura 14. Es un gráfico que muestra la sensibilidad de diferentes especies bacterianas a P307 y P307SQ-8C. Las 
barras de error muestran la desviación estándar y la línea horizontal negra marca el límite de detección. 
Figura 15. Las Figuras 15A y 15B son gráficos que muestran las actividades bactericidas de P307 y P307SQ-8C 
contra la fase logarítmica y la fase estacionaria de la cepa número 1791 de A. baumannii (15A) y la fase de 
biopelícula (15B). 50 
Figura 16. La Figura 16 muestra los efectos citotóxicos de P307 y P307SQ-8C medidos por la supervivencia de los 
linfocitos B (16A) y la hemólisis (16B). 
Figura 17. La Figura 17A muestra el efecto de DTT a 0, 0,1 y 1 mM sobre la actividad de P307 y P307SQ-8C. La 
Figura 17B muestra el efecto de la sustitución del resto de cisteína terminal de P307SQ-8C con alanina (P307SQ-
8A). 55 
Figura 18. Es un gel de desplazamiento de ADN que muestra el desplazamiento para el péptido control y P307. 
Figura 19. Las Figuras 7A-C muestran imágenes representativas de microscopía electrónica de transmisión de la 
cepa número 1791 de A. baumannii: control no tratada (19A), tratada con 300 µg / ml de P307SQ-8C durante 5 
minutos (19B) y durante 2 horas (19C). Aumento, X2600 (izquierda, barra de escala = 2 µm) y X5000 (derecha 
arriba y abajo, barra de escala = 0,5 µm). La Figura 7D muestra la actividad bactericida de P307SQ-8C sobre 60 
bacterias gramnegativas K. pneumoniae y E. coli a pH 7,5 y 8,8. 
Figura 20. Muestra la permeabilidad de la membrana de las cepas número 1791 y S5 de A. baumannii tratadas 
con P307 y P307SQ-8C. 
Figura 21. Muestra la inhibición de la actividad bactericida de P307 o P307SQ-8C por el eliminador de radicales 
hidroxilo, La tiourea y la condición anaeróbica. 65 
Figura 22. Muestra el efecto del tratamiento de una infección de la piel con polimixina B y P307SQ-8C. 
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Descripción detallada 
 
La presente invención proporciona polipéptidos que tienen actividad antibacteriana y para métodos para usar los 
polipéptidos divulgados. Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un/a", "uno/a" y "el/la" 5 
incluyen las referencias en plural salvo que el contexto indique claramente otra cosa. 
 
Los términos tales como "comprende", "comprendido", "que comprende", "contiene", "que contiene" y similares tienen 
el significado atribuido en la ley de Patentes de los Estados Unidos; son inclusivos o abiertos y no excluyen elementos 
o etapas del método adicionales no enumerados. Las expresiones tales como "que consiste esencialmente en" y 10 
"consiste esencialmente en" tienen el significado atribuido en la ley de Patentes de los Estados Unidos; permiten la 
inclusión de ingredientes o etapas adicionales que no afectan materialmente las características básicas y novedosas 
de la invención reivindicada. Las expresiones "consiste en" y "que consiste en" tienen el significado asignado en la ley 
de Patentes de los Estados Unidos; concretamente, que estos términos son cerrados 
 15 
En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 90 %, o al menos un 91 %, o al menos un 92 %, o al menos un 93 %, o al menos un 94 %, o al menos un 
95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al menos un 99 %, o un 100 %, de identidad 
con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ 
ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, 20 
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del 
polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden comprender una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al menos un 99 %, o un 100 %, de 25 
identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID 
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, 
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o 
un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 30 
Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden comprender una secuencia de aminoácidos que tiene un 
100 %, de identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, 
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID 
NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID 
NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 35 
 
En el presente documento se describen polipéptidos que consisten en una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 90 %, o al menos un 91 %, o al menos un 92 %, o al menos un 93 %, o al menos un 94 %, o al menos un 
95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al menos un 99 %, o un 100 %, de identidad 
con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ 40 
ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, 
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del 
polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden consistir en una secuencia de aminoácidos que tiene al 45 
menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al menos un 99 %, o un 100 %, de 
identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID 
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, 
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o 
un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 50 
 
Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden consistir en una secuencia de aminoácidos que tiene un 
100 %, de identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, 
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID 
NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID 55 
NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
En el presente documento se describen polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 80 %, o al menos un 85 %, o al menos un 90 %, o al menos un 91 %, o al menos un 92 %, o al menos un 
93 %, o al menos un 94 %, o al menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al 60 
menos un 99 %, o un 100 % de identidad, con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ 
ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID 
NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento está conjugado con un 
péptido antimicrobiano para producir un polipéptido conjugado y el polipéptido conjugado tiene actividad 65 
antibacteriana. 
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El polipéptido descrito en el presente documento puede comprender una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
un 90 %, o al menos un 92 %, o al menos un 94 %, o al menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o 
al menos un 98 %, o al menos un 99 %o un 100 %, de identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, 
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID 5 
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, 
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento 
está conjugado con un péptido antimicrobiano para producir un polipéptido conjugado y el polipéptido conjugado tiene 
actividad antibacteriana. 
 10 
En el presente documento se describen polipéptidos que consisten en una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 80 %, o al menos un 85 %, o al menos un 90 %, o al menos un 91 %, o al menos un 92 %, o al menos un 
93 %, o al menos un 94 %, o al menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 %, o al 
menos un 99 %, o un 100 % de identidad, con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID 
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ 15 
ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID 
NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento está conjugado con un 
péptido antimicrobiano para producir un polipéptido conjugado y el polipéptido conjugado tiene actividad 
antibacteriana. 
 20 
El polipéptido descrito en el presente documento puede consistir en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
un 90 %, o al menos un 92 %, o al menos un 94 %, o al menos un 95 %, o al menos un 96 %, o al menos un 97 %, o 
al menos un 98 %, o al menos un 99 %o un 100 %, de identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, 
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID 
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO: 25 
18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, o SEQ ID NO:21, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o 
fragmento está conjugado con un péptido antimicrobiano para producir un polipéptido conjugado y el polipéptido 
conjugado tiene actividad antibacteriana. 
 
En algunas realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la secuencia de aminoácidos SQSRESQC (SEQ ID 30 
NO: 44) en la que al menos un amino es cisteína y 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoácidos del péptido antimicrobiano están 
sustituidos de forma conservativa. 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoácidos del péptido antimicrobiano están sustituidos de 
forma conservativa. En otras realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la secuencia de aminoácidos 
SQSRESQC (SEQ ID NO: 44). En aún otras realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la secuencia de 
aminoácidos SQSRESQC (SEQ ID NO: 44) en la que 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoácidos del péptido antimicrobiano 35 
están sustituidos de forma conservativa y el péptido antimicrobiano consiste en 8 aminoácidos. En otras realizaciones 
más, el péptido antimicrobiano consiste en la secuencia de aminoácidos SQSRESQC (SEQ ID NO:44). 
 
En algunas realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la secuencia de aminoácidos CSQRQSES (SEQ ID 
NO:50) en la que al menos un amino es cisteína y 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoácidos del péptido antimicrobiano están 40 
sustituidos de forma conservativa. En otras realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la secuencia de 
aminoácidos CSQRQSES (SEQ ID NO:50). En aún otras realizaciones, el péptido antimicrobiano comprende la 
secuencia de aminoácidos CSQRQSES (SEQ ID NO:50) en la que 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 aminoácidos del péptido 
antimicrobiano están sustituidos de forma conservativa y el péptido antimicrobiano consiste en 8 aminoácidos. En 
otras realizaciones más, el péptido antimicrobiano consiste en la secuencia de aminoácidos CSQRQSES (SEQ ID 45 
NO:50). 
 
En algunas realizaciones, el extremo C del polipéptido o del fragmento está conjugado con el péptido antimicrobiano. 
En otras realizaciones, el extremo C del polipéptido o del fragmento está conjugado con el extremo N del péptido 
antimicrobiano. En aún otras realizaciones, el extremo N del polipéptido o fragmento está conjugado con el péptido 50 
antimicrobiano. En otras realizaciones más, el extremo N del polipéptido o fragmento está conjugado con el extremo 
C del péptido antimicrobiano. Para cualquiera de las realizaciones, el péptido antimicrobiano puede conjugarse con el 
polipéptido o fragmento a través de un enlace peptídico. 
 
Otra realización de los péptidos de la presente divulgación es un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos 55 
NAKDYKGAAAEFPKWNKAGGRVLAGLVKRRKSQSRESQA (SEQ ID NO: 45). Otra realización es un péptido que 
tiene la secuencia de aminoácidos NAKDYKGAAAEFPKWNKAGGRVLAGLVKRRKCSQRQSES (SEQ ID NO:51). 
 
En algunas realizaciones los polipéptidos, fragmentos de polipéptidos o polipéptidos conjugados tienen actividad 
antibacteriana contra una bacteria gramnegativa. En algunas realizaciones, La bacteria gramnegativa es del género 60 
Acinetobacter. 
 
En algunas realizaciones los polipéptidos, fragmentos de polipéptidos o polipéptidos conjugados tienen actividad 
antibacteriana contra E. coli, P. aeruginosa o A. baumannii. 
 65 
En algunas realizaciones los polipéptidos, fragmentos de polipéptidos o polipéptidos conjugados tienen actividad 
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antibacteriana contra una bacteria grampositiva. En algunas realizaciones, la bacteria grampositiva es S. aureus o B. 
anthracis. 
 
En algunas realizaciones, El polipéptido se liofiliza. 
 5 
EN la Tabla 1 de proporcionan polipéptidos específicos. 
 

Tabla 1 
SEQ ID NO:1 F307 
SEQ ID NO:2 F376 
SEQ ID NO:3 F351 
SEQ ID NO:4 F347
SEQ ID NO:5 F344
SEQ ID NO:6 F340 
SEQ ID NO:7 F338 
SEQ ID NO:8 F336 
SEQ ID NO:9 F334
SEQ ID NO:10 F332
SEQ ID NO:11 F330
SEQ ID NO:12 F328 
SEQ ID NO:13 F324 
SEQ ID NO:14 F321 
SEQ ID NO:15 F320
SEQ ID NO:16 F315
SEQ ID NO:17 F306 
SEQ ID NO:18 F303 
SEQ ID NO:19 F301 
SEQ ID NO:20 F309
SEQ ID NO:21 F311
SEQ ID NO:43 P307
SEQ ID NO:44 SQSRESQC 
SEQ ID NO:45 P307SQ-8C (P307Ex) 
SEQ ID NO:48 AEMLFLK 
SEQ ID NO:49 P307AE-8
SEQ ID NO:50 CSQRQSES
SEQ ID NO:51 P307CS-8 
SEQ ID NO:52 SQSRESQA 
SEQ ID NO:53 P307SQ-8A 

 
P307SQ-8C y P307Ex se usan indistintamente en el presente documento. 10 
 
La invención también proporciona composiciones que comprenden los polipéptidos, fragmentos de polipéptidos o 
polipéptidos conjugados de la invención. En algunas realizaciones, las composiciones son composiciones 
farmacéuticas, que comprenden un transportador, agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. 
 15 
En algunas realizaciones, la composición farmacéutica se formula para administración tópica. En otras realizaciones, 
la composición farmacéutica se formula para suministro subcutáneo. En aún otras realizaciones, la composición 
farmacéutica se formula para suministro intravenoso. En otras realizaciones más, la composición farmacéutica se 
formula para suministro oral. 
 20 
En algunas realizaciones, la composición comprende además un antibiótico. Ejemplos de antibióticos adecuados 
incluyen, pero sin limitación, amoxicilina, augmentine, amoxicilina, ampicilina, azlocilina, flucloxacilina, mezlocilina, 
meticilina, penicilina G, penicilina V, cefalexina, cefazedona, cefuroxima, loracarbef, cemetazol, cefotetán, cefoxitina, 
ciprofloxacino, levaquin y floxacino, tetraciclina, doxiciclina o minociclina, gentamicina, amikacina y tobramicina, 
claritromicina, azitromicina, eritromicina, daptomicina, neomicina, Kanamicina o estreptomicina. 25 
 
En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende además un agente de coagulación. 
 
En algunas realizaciones, la composición farmacéutica se liofiliza. 
 30 
En el presente documento se describen métodos para tratar a un sujeto que lo necesite, que comprende administrar 
al sujeto una composición farmacéutica que comprende un polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido 
conjugado de la invención, y un transportador, agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. 
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En el presente documento se describe un método para tratar a un sujeto que lo necesite, que comprende administrar 
al sujeto una composición farmacéutica que comprende un polipéptido de la invención, y un transportador, agente 
tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. 
 
En el presente documento se describe un método para tratar a un sujeto que lo necesite, que comprende administrar 5 
al sujeto una composición farmacéutica que comprende un fragmento de polipéptido de la invención, y un 
transportador, agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. 
 
El método puede ser un método para tratar a un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una 
composición farmacéutica que comprende un polipéptido conjugado de la invención, y un transportador, agente 10 
tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. 
 
El método puede ser un método para tratar una infección bacteriana y el tratamiento es un tratamiento terapéutico que 
comprende administrar al sujeto una composición farmacéutica que comprende un polipéptido conjugado de la 
invención, y un transportador, agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. El sujeto puede tener 15 
una infección bacteriana que no responde a otras modalidades de tratamiento. Por ejemplo, la infección bacteriana 
puede ser resistente a uno o más antibióticos. La infección bacteriana puede ser una infección de una herida. 
 
El método puede ser un método para tratar profilácticamente a un sujeto que lo necesite que comprende administrar 
al sujeto una composición farmacéutica que comprende un polipéptido conjugado de la invención, y un transportador, 20 
agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el sujeto se ha sometido 
o se está sometiendo a cirugía y la herida quirúrgica se pone en contacto con una composición farmacéutica de la 
invención. En determinadas realizaciones, la herida quirúrgica se irriga con la composición farmacéutica antes del 
cierre de la herida. En otras realizaciones, la composición farmacéutica se aplica a la herida después del cierre, por 
ejemplo, la composición farmacéutica se aplica al área suturada o grapada de la herida. 25 
 
Un método puede comprender administrar una composición farmacéutica de la invención que se administra en 
combinación con un antibiótico. El método puede comprender administrar por vía tópica una composición farmacéutica 
de la invención. El método puede comprender administrar una composición farmacéutica de la invención por vía 
subcutánea. El método puede comprender administrar una composición farmacéutica de la invención por inyección 30 
intravenosa. El método puede comprender administrar una composición farmacéutica de la invención por vía oral. 
 
En algunas realizaciones, la composición farmacéutica está en una forma de dosificación unitaria. En otras 
realizaciones, la composición farmacéutica está en forma de una crema, pomada, bálsamo, gel, pastilla para chupar, 
pulverizador o aerosol. 35 
 
En el presente documento se describen métodos para tratar una infección bacteriana que comprende inhibir la 
formación de o alterar una biopelícula bacteriana que comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una 
composición que comprende un polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido conjugado de la invención en una 
cantidad eficaz para destruir bacterias en la biopelícula. 40 
 
Se proporcionan, adicionalmente, métodos de desinfección de un artículo que comprende poner en contacto el artículo 
con una composición que comprende un polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido conjugado de la invención 
con el artículo durante un tiempo suficiente para desinfectar el artículo. El artículo puede ser una superficie dura. En 
algunas realizaciones, el artículo es una encimera, teclado, instrumento quirúrgico o dispositivo médico. 45 
 
Se proporcionan, adicionalmente, métodos para inhibir la formación de o alterar una biopelícula bacteriana en un 
artículo que comprende poner en contacto el artículo con un polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido 
conjugado de la invención, en una cantidad eficaz para destruir las bacterias en la biopelícula. 
 50 
En el presente documento de describen artículos de fabricación que contienen una composición que comprende un 
polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido conjugado de la invención. El artículo de fabricación puede ser una 
botella de aerosol que contiene un polipéptido, fragmento de polipéptido o polipéptido conjugado de la invención. 
 
El artículo de fabricación puede contener una composición farmacéutica que comprende un polipéptido, fragmento de 55 
polipéptido o polipéptido conjugado de la invención y un transportador, agente tamponante o conservante. El artículo 
de fabricación puede ser un vial. El artículo de fabricación puede ser un dispositivo de suministro. La composición 
contenida en el artículo de fabricación puede estar liofilizada. 
 
Se pueden hacer modificaciones y cambios en la estructura de los polipéptidos de la divulgación y aún obtener una 60 
molécula que tenga características similares al polipéptido (p. ej., una sustitución de aminoácidos conservativa). Por 
ejemplo, determinados aminoácidos pueden estar sustituidos por otros aminoácidos en una secuencia sin pérdida 
apreciable de actividad. Debido a que es la capacidad interactiva y la naturaleza de un polipéptido lo que define la 
actividad funcional biológica de ese polipéptido, se pueden realizar determinadas sustituciones de la secuencia de 
aminoácidos en una secuencia de polipéptidos y, sin embargo, obtener un polipéptido con propiedades similares. 65 
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Tales sustituciones de aminoácidos se basan generalmente en la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena 
lateral de los aminoácidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamaño y similares. Sustituciones 
ejemplares que toman en consideración varias de las características anteriores son bien conocidas por los expertos 
en la materia e incluyen (resto original: sustitución ejemplar): (Ala: Gly, Ser), (Arg: Lys), (Asn: Gin, His), (Asp: Glu, Cys, 
Ser), (Gin: Asn), (Glu: Asp), (Gly: Ala), (His: Asn, Gin), (Ile: Leu, Val), (Leu: Ile, Val), (Lys: Arg), (Met: Leu, Tyr), (Ser: 5 
Thr), (Thr: Ser), (Tip: Tyr), (Tyr: Trp, Phe) y (Val: Ile, Leu). Las realizaciones de esta divulgación contemplan así 
equivalentes funcionales o biológicos de un polipéptido como se establece anteriormente. En particular, los 
polipéptidos pueden incluir variantes que tienen aproximadamente un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 95 % de 
identidad de secuencia con el polipéptido de interés. 
 10 
"Identidad" como se conoce en la técnica, es la relación entre dos o más secuencias polipeptídicas, determinada por 
comparación de las secuencias. La "identidad" se puede calcular fácilmente mediante algoritmos conocidos bien 
conocidos en la técnica. Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para proporcionar la 
mayor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad se codifican en 
programas informáticos disponibles públicamente. El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede 15 
determinar usando un software de análisis (es decir, Sequence Analysis Software Package del Genetics Computer 
Group, Madison Wis.) que incorpora el algoritmo de Needelman y Wunsch, (J. Mol. Biol., 48: 443-453, 1970) (p. ej., 
NBLAST y XBLAST). 
 
La identidad se puede medir como "identidad local" o "identidad global". La identidad local se refiere al grado de 20 
relación de secuencia entre polipéptidos según lo determinado por la coincidencia entre cadenas de tales secuencias. 
La identidad global se refiere al grado de relación de secuencia de un polipéptido en comparación con la longitud 
completa de un polipéptido de referencia. A menos que se especifique otra cosa, como se usa en el presente 
documento, identidad significa identidad global. Los porcentajes de identidad global en el presente documento, se 
calculan utilizando el algoritmo ClustalW utilizado a través del software Mac Vector, utilizando la configuración 25 
predeterminada; tanto para la identidad local como global. 
 
Producción de polipéptidos 
 
Los polipéptidos de la presente invención se pueden producir por cualquier método conocido. Por ejemplo, los 30 
polipéptidos se pueden producir en bacterias que incluyen, sin limitación, E. coli, o en otro sistema existente para 
polipéptidos (p. ej., Bacillus subtilis, sistemas de expresión de baculovirus que usan células Sf9 de Drosophila, 
sistemas de expresión de hongos filamentosos o levaduras, sistemas de expresión de células de mamífero), o pueden 
sintetizarse químicamente. 
 35 
Si el polipéptido se va a producir en bacterias, p. ej., E. coli, la molécula de ácido nucleico que codifica el péptido 
también puede codificar una secuencia líder que permite la secreción del péptido maduro de la célula. Por lo tanto, la 
secuencia que codifica el péptido puede incluir la secuencia pre y la secuencia pro de, por ejemplo, un péptido ST 
bacteriano de origen natural. El péptido secretado, maduro puede purificarse a partir del medio de cultivo. 
 40 
La secuencia que codifica un péptido descrito en el presente documento se puede insertar en un vector capaz de 
suministrar y mantener la molécula de ácido nucleico en una célula bacteriana. La molécula de ADN puede insertarse 
en un vector de replicación autónoma (los vectores adecuados incluyen, por ejemplo, pGEM3Z y pcDNA3, y derivados 
de los mismos). El vector puede ser un vector de ADN bacteriano o bacteriófago tal como bacteriófago lambda o M13 
y derivados de los mismos. La construcción de un vector que contiene un ácido nucleico descrito en el presente 45 
documento puede ir seguida por la transformación de una célula hospedadora tal como una bacteria. Los 
hospedadores bacterianos adecuados incluyen, pero sin limitación, E. coli, B subtilis, Pseudomonas, Salmonella. La 
construcción genética también incluye, además de la molécula de ácido nucleico codificante, elementos que permiten 
la expresión, tal como un promotor y secuencias reguladoras. Los vectores de expresión pueden contener secuencias 
de control transcripcional que controlan la iniciación transcripcional, tales como secuencias promotoras, potenciadoras, 50 
operadoras y represoras. Los expertos en la materia conocen una variedad de secuencias de control transcripcional. 
El vector de expresión también puede incluir una secuencia reguladora de la traducción (p. ej., una secuencia 5' no 
traducida, una secuencia 3' no traducida o un sitio interno de entrada al ribosoma). El vector puede ser capaz de 
replicarse de forma autónoma o puede integrarse en el ADN del hospedador para garantizar la estabilidad durante la 
producción de péptidos. 55 
 
En el presente documento se describen los ácidos nucleicos que codifican un polipéptido que comprende una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID 
NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, 60 
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, o SEQ ID NO:45, o 
un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
El ácido nucleico puede codificar un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1, 
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, 65 
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ 
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ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, o SEQ ID NO:45, o un fragmento del 
polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
El ácido nucleico puede codificar un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoácidos de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, 5 
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ 
ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, o SEQ ID NO:45, o un 
fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
El ácido nucleico puede comprender la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, 10 
SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ 
ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID 
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID N0:41, o SEQ ID NO:42. 
 
El ácido nucleico puede consistir en la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, 15 
SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ 
ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID 
NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42. 
 
En el presente documento se describe un vector de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica un 20 
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID 
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, 
SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ 
ID NO:21, o SEQ ID NO:45, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad 25 
antibacteriana. 
 
El vector de expresión puede comprender un ácido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ 
ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, 30 
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, o SEQ 
ID NO:45, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 
 
El vector de expresión puede comprender un ácido nucleico que codifica un polipéptido que consiste en una secuencia 
de aminoácidos de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, 35 
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID 
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, 
SEQ ID NO:21, o SEQ ID NO:45, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad 
antibacteriana. 
 40 
El vector de expresión puede comprender un ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ 
ID NO: 22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID 
NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, 
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42. 
 45 
El vector de expresión puede comprender un ácido nucleico que consiste en la secuencia de nucleótidos de la SEQ 
ID NO: 22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID 
NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, 
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 42. 
 50 
La Tabla 2 la SEQ ID NO: de nucleótidos y los polipéptidos que codifican. 
 

Tabla 2 
Nucleótidos SEQ ID 

NO: 
Aminoácidos 

correspondientes SEQ 
ID NO:

Nucleótidos SEQ 
ID NO: 

Aminoácidos 
correspondientes SEQ ID 

NO: 

22 1 33 12 
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(continuación) 

Nucleótidos SEQ ID 
NO: 

Aminoácidos 
correspondientes SEQ 

ID NO:

Nucleótidos SEQ 
ID NO: 

Aminoácidos 
correspondientes SEQ ID 

NO: 

23 2 34 13 

24 3 35 14 

25 4 36 15 

26 5 37 16 

27 6 38 17 

28 7 39 18 

29 8 40 19 

30 9 41 20 

31 10 42 21 

32 11  
 
El ácido nucleico que codifica un polipéptido descrito en el presente documento también puede fusionarse con un 
ácido nucleico que codifica una etiqueta de afinidad peptídica, p. ej., glutatión S-transferasa (GST), proteína de unión 
a maltosa E, proteína A, etiqueta FLAG, hexa-histidina, etiqueta myc o la etiqueta de gripe HA, para facilitar la 
purificación. La etiqueta de afinidad o fusión indicadora se une al marco de lectura del péptido de interés para el marco 5 
de lectura del gen que codifica la etiqueta de afinidad de manera que se genera una fusión traduccional. La expresión 
del gen de fusión da como resultado la traducción de un péptido único que incluye tanto el péptido de interés como la 
etiqueta de afinidad. En algunos casos donde se utilizan etiquetas de afinidad, la secuencia de ADN que codifica un 
sitio de reconocimiento de proteasas se fusionará entre los marcos de lectura para la etiqueta de afinidad y el péptido 
de interés. 10 
 
También pueden usarse las construcciones genéticas y los métodos adecuados para la producción de formas 
inmaduras y maduras de los polipéptidos y variantes descritos en el presente documento en sistemas de expresión de 
proteínas que no sean bacterias, y bien conocidos por los expertos en la materia, para producir polipéptidos en un 
sistema biológico. 15 
 
Los polipéptidos y sus variantes pueden sintetizarse por el método de fase sólida usando un sintetizador de péptidos 
automatizado. Por ejemplo, el péptido se puede sintetizar en resina Cyc(4-CH2 Bxl)-OCH2-4-(oximetil)-
fenilacetamidometilo usando un programa de doble acoplamiento. Los péptidos también se pueden sintetizar mediante 
muchos otros métodos, incluida la síntesis en fase sólida utilizando la protección tradicional FMOC (es decir, el 20 
acoplamiento con DCC-HOBt y la desprotección con piperdina en DMF). 
 
Composiciones Terapéuticas y Profilácticas y Su Uso 
 
En el presente documento se describen métodos de tratamiento que comprenden administrar a un sujeto que lo 25 
necesite una cantidad eficaz de un polipéptido de la invención. El sujeto es un ser humano u otro animal, incluidos, sin 
limitación, primates tales como monos y chimpancés; animales de ganado tal como vacas, cerdos, caballos o gallinas; 
y animales de compañía tales como perros, gatos y roedores. En una realización específica, el sujeto es un ser 
humano. En otra realización específica, el sujeto es un mamífero no humano. En una realización, los polipéptidos se 
administran como el único agente antibacteriano. En otra realización, los polipéptidos se administran en combinación 30 
con uno o más agentes antibacterianos diferentes. 
 
Los métodos de administración de las composiciones farmacéuticas divulgadas pueden ser orales o parenterales e 
incluyen sin limitación, vías intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraarticular, intrasinovial, 
subcutánea, intranasal, epidural, tópica y oral. Los compuestos pueden administrarse por cualquier vía conveniente, 35 
por ejemplo, por infusión o inyección en bolo, por absorción a través de revestimientos epiteliales o mucocutáneos (p. 
ej., mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biológicamente 
activos. La administración puede ser sistémica o local. Además, puede ser deseable introducir las composiciones 
farmacéuticas de la invención en el sistema nervioso central mediante cualquier vía adecuada, incluyendo inyección 
intraventricular e intratecal; la inyección intraventricular puede facilitarse mediante un catéter intraventricular, por 40 
ejemplo, unido a un depósito, tal como un depósito Ommaya. Se puede emplear también la administración pulmonar, 
p. ej., mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y formulación con un agente de formación de aerosol. En una 
realización específica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invención localmente 
en la zona que necesite tratamiento, tal como uso tópico sobre la piel; se puede utilizar cualquier método adecuado 
conocido en la técnica. 45 
 
En un aspecto de la invención, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos de la 
presente invención para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una infección bacteriana. Se puede formular 
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una composición farmacéutica para tratamiento tópico. Se puede formular una composición farmacéutica para 
infecciones sistémicas. 
 
Dichas composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de la invención y un 
transportador, agente tamponante o conservante farmacéuticamente aceptable. La expresión "vehículo 5 
farmacéuticamente aceptable", como se usa en el presente documento, incluye, pero sin limitación, disolventes, 
diluyentes u otros vehículos líquidos, adyuvantes de dispersión o suspensión, agentes tensioactivos, agentes 
isotónicos, agentes espesantes o emulsionantes, aglutinantes sólidos, lubricantes y similares, según sea adecuado 
para la forma farmacéutica particular deseada. Dichos transportadores farmacéuticos pueden ser líquidos estériles, 
tales como agua y aceites, incluidos aquellos de origen en el petróleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite 10 
de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Se pueden emplear también soluciones 
salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como transportadores líquidos, particularmente para soluciones 
inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidón, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, 
arroz, harina, creta, gel de sílice, estearato sódico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada 
en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composición también puede contener agentes 15 
humectantes o emulsionantes, conservantes o agentes tamponantes de pH. Estas composiciones pueden adoptar la 
forma de una solución, suspensión, emulsión, comprimido, píldora, pastilla para chupar, cápsula, polvo, parches para 
administración tópica y similares. Para aplicaciones tópicas, las composiciones farmacéuticamente aceptables pueden 
formularse en una pomada, loción o crema adecuada que contenga el componente activo suspendido o disuelto en 
uno o más transportadores. Transportadores adecuados para la administración tópica incluyen, pero sin limitación, 20 
aceite mineral, vaselina líquida, vaselina blanca, propilenglicol, compuestos de polioxietilen-polioxipropileno, cera 
emulsionante, polisorbato 60, cera de ésteres de etilo, alcohol cetearílico, 2-octildodecanol, alcohol bencílico y agua. 
La composición puede formularse como un supositorio con aglutinantes y transportadores tradicionales como los 
triglicéridos. La formulación oral puede incluir transportadores convencionales, tales como grados farmacéuticos de 
manitol, lactosa, almidón, estearato magnésico, sacarina sódica, celulosa, carbonato magnésico, etc. Un experto en 25 
la materia está bien versado en la formulación de agentes terapéuticos. Véase p. ej., Remington The Science and 
Practice of Pharmacy, 20ª edición, Lippincott Williams & White, Baltimore, Md. (2000); Remington’s Pharmaceutical 
Sciences, 19ª Edición (Mack Publishing Company, 1995). 
 
En el presente documento, también se describe un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o más recipientes 30 
llenados con uno o más de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de la invención. Opcionalmente 
asociado a dicho recipiente o recipientes hay un aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula 
la fabricación, uso o venta de agentes farmacéuticos o productos biológicos, aviso que refleja (a) la aprobación por la 
agencia de fabricación, uso o venta para la administración a seres humanos, (b) instrucciones de uso, o ambas. 
 35 
Ejemplos 
 
Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar información adicional a un experto en la materia sobre cómo 
fabricar y usar los polipéptidos descritos en el presente documento, y no pretenden limitar el alcance de lo que los 
inventores consideran su invención. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisión con respecto a los 40 
números usados (p. ej., cantidades, temperatura, etc.) sin embargo, deben tenerse en cuenta algunos errores y 
desviaciones experimentales. A menos que se indique otra cosa, el peso molecular es el peso molecular promedio y 
la temperatura está en grados centígrados. 
 
Ejemplo 1 45 
 
Identificación de polipéptidos que tienen actividad antibacteriana. 
 
Se obtuvieron quince aislados clínicos de A. baumannii de un hospital de Nueva York. Las cepas de A. baumannii se 
aislaron y se trataron con mitomicina C para inducir la inducción de profagos. Los sobrenadantes se recogieron y la 50 
fase se precipitó con polietilenglicol (PEG). Los sobrenadantes de tres de los aislados de A. baumannii se examinaron 
mediante ME con tinción negativa y se tomaron imágenes del fago (Figuras 1A, 1B, y 1C). 
 
El ADN del fago se separó de los compuestos precipitados conjuntamente mediante electroforesis en gel de agarosa 
y extracción de ADN de alto peso molecular. A partir de este ADN, se construyó una biblioteca aleatoria de enlazadores 55 
expresables (E-LASL) como se describe anteriormente. (Schmitz JE. et al., 2008, Appl. Environ. Microbiol. 74:1649-
1652.) En resumen, para todas las muestras, se fragmentaron 100 ng de ADN con la enzima de restricción TSP509I 
(secuencia consenso AATT) Después de la extracción con fenol-cloroformo y precipitación con etanol, el ADN se unió 
a 40 ng de secuencia enlazadora, con un saliente 5 ' complementario (AATTCGGCTCGAG, donde el saliente está 
subrayado (SEQ ID NO: 46). La mezcla de unión se usó como plantilla para la PCR basada en Taq usando el cebador 60 
dirigido al enlazador CCATGACTCGAGCCGAATT (SEQ ID NO: 47). 
 
Los insertos amplificados se unieron en el plásmido pBAD inducible por arabinosa usando el kit de expresión pBAD 
TOPO® TA; Invitrogen, según las instrucciones del fabricante. Los vectores recombinantes se transformaron en E. 
Coli TOP10 competente (Invitrogen). Para determinar qué clones tenían actividad lítica, las E. coli se colocaron en 65 
placas sobre agar LB suplementado con 100 µg / ml de ampicilina y sangre de oveja desfibrinada al 5 %. Después del 
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cultivo durante la noche a 37 °C, las placas se colocaron en un recipiente sellado que se unió a la salida de un 
nebulizador comercial. La arabinosa nebulizada se bombeó continuamente al recipiente durante 1 hora. Las placas se 
devolvieron a 37 °C y se identificaron colonias que desarrollaron una zona de hemólisis en el agar de sangre 
circundante. Los clones seleccionados se sembraron en estrías en placas de LB-ampicilina (que carecen de arabinosa) 
por separado y se dejaron propagar sin expresión inducida. (Schmitz JE, et al., 2010 Appl. Environ. Microbiol.76:7181-5 
7187). 
 
Para determinar la actividad destructora de A. baumannii, se realizó una exploración secundaria esencialmente como 
se describe en Schmitz JE, et al., 2010 Appl. Environ. Microbiol.76:7181-7187. Los resultados se sembraron en estrías 
como parches de aproximadamente 1 cm por 2 cm sobre placas de LB-ampicilina suplementadas con arabinosa al 0,2 10 
%. Después de la incubación durante la noche a 37 °C, las placas se expusieron al vapor de cloroformo para destruir 
y permeabilizar cualquier E. coliaún viable. Después, los parches se cubrieron con agar blando fundido que contenía 
A. baumannii y se observaron las zonas de aclaramiento. Se identificaron veintiún clones positivos que exhibían una 
zona clara alrededor del clon. La Figura 2 muestra una exploración representativa de la actividad del clon de lisina en 
el aclaramiento de A. baumannii vivo embebido en el agar. 15 
 
Los insertos de los cierres positivos se secuenciaron y compararon con las secuencias en la base de datos de 
proteínas NCBI. Las alineaciones mostraron que entre los 21 clones hay cuatro clases de actividad lítica: i) nueve 
pertenecían a la familia de las glicosil hidrolasas, ii) siete eran lisozimas de la placa de base de fagos, iii) dos eran 
lisozima autolisinas y iv) tres eran lisinas. (Fig. 3). Para facilitar la referencia en el presente documento, 20 
independientemente de la clase, los polipéptidos codificados por estas secuencias se denominan "lisinas". La Figura 
4 muestra una alineación de secuencias basada en la similitud de las secuencias de nucleótidos que codifican los 21 
clones. La Figura 5 muestra una alineación de secuencias basada en la similitud de las secuencias polipeptídicas de 
los 21 clones. 
 25 
Ejemplo 2 
 
Actividad de clones positivos. 
 
Se exploraron veintiuna construcciones diferentes para determinar la actividad contra trece aislados clínicos de A. 30 
baumannii diferentes. Las construcciones se expresaron de forma recombinante en E. coli. Las células se cultivaron a 
30 °C a 200 rpm, y cuando alcanzaron la fase logarítmica media se indujeron mediante la adición de arabinosa al 0,2 
%. La inducción continuó durante la noche. Por la mañana, las células se centrifugaron, se lavaron 3x con tampón de 
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0, antes de homogeneizarse en un homogeneizador Emulsiflex. Los residuos celulares 
se eliminaron por centrifugación (16000 g, 45 min) y el lisado se pasó a través de un filtro estéril de 0,22 urn para 35 
generar el lisado bruto. 
 
A. baumannii cultivado durante la noche en TSB, se mezcló con TSB de agar suave a 50 ºC y se vertió en una placa 
de agar TSB como una capa de agar superior. La placa se dejó solidificar a temperatura ambiente. Los lisados crudos 
(10 ul) se añadieron a una placa de agar suave con A. baumannii, y se incubaron durante 2 horas a temperatura 40 
ambiente cada día, mientras se mantenían a 4 °C durante el resto del tiempo. Las placas se incubaron hasta que las 
zonas de aclaramiento fueron visibles (4-5 días). Se puntuó una zona de aclaramiento más grande que la mancha 
original del lisado crudo. El número sobre cada lisina indica cuántas manchas para las cuales esa lisina fue la más 
eficaz. 
 45 
Los resultados se muestran en la Figura 6. La construcción de lisina se muestra en el eje x y el porcentaje de cepas 
de Acinetobacter lisadas se muestra en el eje y. Los números sobre cada barra indica el número de cepas para las 
cuales esa lisina fue la más eficaz, ningún número indica una cepa. Tal como se puede observar, La lisina F307 lisaba 
aproximadamente el 90 % de las cepas ensayadas y era la más activa contra siete cepas. 
 50 
Ejemplo 3 
 
Lisis de A. baumannii por F307. 
 
La Figura 7 muestra Micrografías Electrónicas de Transmisión representativas de células de la cepa 1791 de A. 55 
baumannii después del tratamiento con el polipéptido F307. Las micrografías muestran que F307 provocó lisis a través 
de la extrusión de la membrana citoplasmática hacia el exterior de la célula. (Véase la Figura 7, flechas). Se iniciaron 
dos cultivos de 100 ml de la cepa 1791 de A. baumannii en medio BHI y se cultivaron en un matraz de 500 ml durante 
1,5 h a 37 °C, 200 rpm. Las células se centrifugaron después y se lavaron una vez con tampón PBS 1X. Después, se 
resuspendieron en 1,2 ml de PBS 1X. Se añadió EDTA a una concentración final de 250 µM a cada muestra. A la 60 
muestra experimental, 300 µl de lisina (~ 1,2 mg de concentración final) e incubaron el control (EDTA solo) y 
experimental (EDTA + lisina F307) a 25 °C. Los puntos de tiempo se tomaron a los 0,5, 1, 5, 10, 15 y 30 minutos. Las 
reacciones se interrumpieron y las células se fijaron usando Gluteraldhído al 2,5 % en tampón CAC (cacodilato de 
sodio 10 mm, CaCI2 0,1 m, pH 6,5). 
 65 
Ejemplo 4 
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Efecto del polipéptido F307 sobre las biopelículas de A. baumannii en catéteres in vitro e in vivo. 
 
Tratamiento in vitro de A. baumannii 1791 adherente a catéter con lisina F307 
 5 
Se cortó el tubo de catéter (CareFusion Ref número 72023E) usando un bisturí estéril en secciones de 3 pulgadas de 
largo. Se usó un cultivo durante la noche de A. baumannii 1791 para inocular 1:1000 a 50 ml de Glucosa con TBS al 
0,2 % (-1X105 UFC / ml). Cada tubo de catéter de 3 pulgadas se sembró con 300-350 µl del cultivo diluido 1:1000. 
Después se sujetaron los catéteres y se colocaron en recipientes de plástico en una incubadora a 37 °C durante 3 
días para permitir la formación de biopelículas. Después de los 3 días, los catéteres se lavaron dos veces bien con 10 
PBS o con tampón de fosfato de sodio pH 7,5 y después se añadieron 300-350 µl de F307 al tubo (~ 1 mg de 
concentración final). Después se sujetaron los catéteres. Se tomaron catéteres en los puntos de tiempo 0, 15 minutos, 
30 minutos y 1 hora. Los catéteres se lavaron dos veces con fosfato de sodio 50 mM, pH 7,5 y se cortaron en trozos 
pequeños. Se colocaron en un tubo ependorff de 1,5 ml y se añadieron 500 µl de tampón NaP 50 mM pH 7,5. Los 
tubos se sonicaron durante 20 minutos y se agitaron con formación de vórtice durante 1 minuto. Las muestras se 15 
diluyeron en serie y se colocaron en placas 20 µl sobre un cuadrante de una placa de agar BHI y se incubaron a 37 
°C durante la noche. Las UFC se calcularon a la mañana siguiente. 
 
Se observó una disminución aproximada de 4 en escala logarítmica en el número de unidades formadoras de colonias 
(UFC de A. baumannii después de 30 minutos de tratamiento. La Tabla 3 muestra los recuentos de UFC. La Figura 8 20 
muestra micrografías de Barrido Electrónico de biopelículas de 3 días de la cepa 1791 de A. baumannii antes y 
después del tratamiento con 250 µg de polipéptido F307. 
 

Tabla 3. Tratamiento de biopelículas de A. baumannii en catéteres. 
Muestra UFC 
sin tratamiento 1,4 x 107

repetición sin tratamiento 3,0 x 106

tratamiento con F307 de 15 minutos 9,0 x 104

tratamiento con F307 de 30 minutos 6,0 x 103 
 25 
Ejemplo 5 
 
Modelo de Catéter en Ratones: Se sembraron varias secciones de tubo de catéter de 3 pulgadas (1:1000) con la cepa 
1791 de A. baumannii. Las biopelículas de A. baumannii se formaron como se describe anteriormente. Se afeitó la 
espalda de veinte ratones BALB / C, se esterilizó la espalda y luego se hizo una incisión para colocar una sección de 30 
1 pulgada del catéter con una biopelícula ya formada debajo de la dermis de la espalda. Las incisiones se cerraron 
con grapas. Después de 24 horas, se inyectaron 250 µl de F307 (1 mg) (n = 10) o 250 µl de vehículo de control (n = 
10) directamente en el catéter que estaba debajo de la dermis del ratón. El tratamiento se repitió después de 4 horas. 
Después de 3 horas, se retiraron los catéteres de los ratones y se analizaron como se describe en el Experimento 4. 
La Figura 9 muestra la reducción de los recuentos bacterianos en aproximadamente 2 en escala logarítmica en el 35 
tratamiento de ratones con el polipéptido F307 en comparación con el control. 
 
Ejemplo 6 
 
El polipéptido F307 rescata a los ratones de la muerte después de una inyección letal de A. baumannii. 40 
 
Veintidós ratones C57BL / 6 recibieron 108 UFC de cepa de A. baumannii por vía intraperitoneal (IP). Dos horas más 
tarde, dos ratones fueron sacrificados y los órganos se examinaron como se describe a continuación, diez ratones se 
inyectaron IP con 1 mg de F307 y diez ratones se inyectaron IP con vehículo de control. Los animales tratados 
mostraron un 50 % de supervivencia con esta dosis de lisina, mientras que los ratones control mostraron solo un 10 45 
% de supervivencia 14 días después de la infección (Figura 10). 
 
Los órganos de los dos ratones que fueron sacrificados después de la infección se examinaron para confirmar que los 
órganos estaban infectados con A. baumannii en el momento del tratamiento con el polipéptido F307. Se diseccionaron 
el hígado, bazo, riñón y corazón de los ratones. Los órganos se homogeneizaron después en 500 µl de PBS 1X. Se 50 
hicieron diluciones y se colocaron en placas sobre placas con Brain Heart infusion (BHI). Las placas se incubaron a 
37 ºC durante una noche. Se contó el número de unidades formadoras de colonias. Los ratones de control se 
sacrificaron a las dos horas y mostraron Acinetobacter en todos los órganos examinados, lo que indica que los órganos 
estaban infectados con A. baumannii en el momento del tratamiento. 
 55 
Ejemplo 7 
 
El polipéptido P307 (SEQ ID NO: 43) se ensayó por duplicado contra 18 aislados clínicos de cepas de A. baumannii. 
Las cepas de A. baumannii se cultivaron en ON para alcanzar la fase estacionaria. Las células se lavaron 3X en Tris 
20 mM, pH 7,5 y se resuspendieron en el mismo tampón a una DO (595 nm) de aproximadamente 0,7. A estas células, 60 
se añadió P307 (250 ug / ml) o un volumen correspondiente de tampón, y la mezcla se dejó incubar durante 60 minutos 
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a temperatura ambiente. Se hicieron diluciones de las mezclas y se colocaron en placas sobre placas de Agar con 
TSB para el recuento posterior de unidades formadoras de colonias. 
 
El tratamiento con el polipéptido P307 dio como resultado una disminución de 1 a 8 en escala logarítmica en la 
viabilidad bacteriana, frente al control, después de la incubación durante 60 minutos con 250 µg de P307. Los 5 
resultados se muestran en la Tabla 4. Cuando se comparó P307 con el polipéptido F307 de longitud completa (SEQ 
ID NO: 1), el polipéptido P307 tuvo mayor actividad. 
 

Tabla 4. Actividad de P307 contra 18 cepas de A. baumannii. 

Cepa Control 1 Control 2 
Control 

Promedio 
P307 1 P307 2 

Promedio de 
P307

Diferencia 
Disminución en 

escala logarítmica

1775 1,00E+08 4,50E+08 2,75E+08 1,00E+07 1,50E+07 1,25E+07 2,20E+01 1,34 

1776 5,50E+08 3,50E+08 4,50E+08 8,80E+05 7,50E+05 8,15E+05 5,52E+02 2,74

1777 7,00E+08 4,00E+08 5,50E+08 6,50E+06 9,00E+06 7,75E+06 7,10E+01 1,85 

1788 2,00E+08 3,00E+08 2,50E+08 1,50E+07 1,20E+07 1,35E+07 1,85E+01 1,27

1789 4,50E+08 3,50E+08 4,00E+08 1,10E+07 1,30E+07 1,20E+07 3,33E+01 1,52 

1790 1,50E+08 2,00E+08 1,75E+08 5,50E+05 1,80E+05 3,65E+05 4,79E+02 2,68

1791 9,0E+08 4,5E+08 6,8E+08 2,2E+05 2,2E+05 2,2E+05 3,1E+03 3,49 

1792 1,2E+09 8,5E+08 1,0E+09 7,1E+05 7,5E+05 7,3E+05 1,4E+03 3,15

1793 3,5E+08 5,0E+08 4,3E+08 6,5E+05 5,6E+05 6,1E+05 7,0E+02 2,85 

1794 7,5E+08 4,0E+08 5,8E+08 7,0E+05 6,0E+05 6,5E+05 8,8E+02 2,95

1795 9,5E+08 1,3E+09 1,1E+09 9,0E+06 2,5E+07 1,7E+07 6,6E+01 1,82

1796 1,0E+09 7,0E+08 8,5E+08 8,2E+05 8,2E+05 8,2E+05 1,0E+03 3,02 

1797 1,2E+09 9,0E+08 1,1E+09 6,7E+05 6,5E+05 6,6E+05 1,6E+03 3,20

1798 4,0E+08 4,0E+08 4,0E+08 2,7E+05 6,5E+05 4,6E+05 8,7E+02 2,94 

1799 5,5E+08 3,5E+08 4,5E+08 2,9E+07 7,0E+06 1,8E+07 2,5E+01 1,40

S1 1,4E+09 1,1E+09 1,3E+09 4,2E+07 3,0E+07 3,6E+07 3,5E+01 1,54 

S3 2,5E+08 2,0E+08 2,3E+08 6,8E+05 6,5E+05 6,7E+05 3,4E+02 2,53

S5 1,1E+09 8,5E+08 9,8E+08 1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00 9,8E+08 8,99 
 10 
Ejemplo 8 
 
La adición de un péptido de extensión corta dio como resultado una mayor actividad antibacteriana de P307. 
 
El péptido SQSRESQC (SEQ ID NO: 44) procede del virus de la hepatitis C y se ha demostrado que tiene actividad 15 
antimicrobiana contra bacterias grampositivas y gramnegativas. Se conjugó esta secuencia con P307 (P307Ex) para 
determinar su efecto sobre la actividad. La secuencia de F307, p307 y P307Ex (SEQ ID NO: 1,43 y 45 
respectivamente) se proporcionan en la figura 11, donde una parte de la secuencia de F307 está subrayada para 
mostrar la ubicación de P307 y una parte de la secuencia de P307 está doblemente subrayada para mostrar la 
ubicación de la secuencia antimicrobiana. 20 
 
P307 y P307Ex se analizaron por duplicado contra seis cepas bacterianas. La acidez antibacteriana se midió como se 
describe en el Ejemplo 5. El tratamiento con P307Ex dio como resultado una disminución de 3,2 en escala logarítmica 
en A. baumannii 1791, mientras que el tratamiento con P307 dio como resultado una disminución de 2,9 en escala 
logarítmica que demuestra que la adición del péptido antimicrobiano aumentó la actividad de P307. Los resultados se 25 
muestran en la Tabla 5. 
 

Tabla 5 

Cepa Control 1 
P307 
EX1 

P307 EX 2 
Promedio de 

P307Ex
Diferencia 

Disminución en escala 
logarítmica 

1775 5,00E+08 1,60E+05 1,10E+05 1,35E+05 3,70E+03 3,5 
1776 5,00E+08 5,50E+05 6,50E+05 6,00E+05 8,33E+02 2,9 
1777 6,50E+08 6,50E+04 2,80E+05 1,73E+05 3,77E+03 3,5 
1788 3,50E+08 8,80E+05 5,80E+05 7,30E+05 4,79E+02 2,6 
1789 4,00E+08 1,10E+07 1,30E+07 1,20E+07 3,33E+01 1,5 
1790 2,00E+08 1,50E+04 2,00E+04 1,75E+04 1,14E+04 4,0 
1791 3,50E+08 4,00E+04 4,50E+04 4,25E+04 8,24E+03 3,9 
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(continuación) 

Cepa Control 1 P307 EX1 P307 EX 2 
Promedio de 

P307Ex 
Diferencia 

Disminución en escala 
logarítmica 

1792 1,00E+08 4,00E+04 5,00E+03 2,25E+04 4,44E+03 3,6 
1793 1,50E+08 3,50E+04 2,00E+04 2,75E+04 5,45E+03 3,7 
1794 5,00E+07 1,40E+05 1,00E+05 1,20E+05 4,17E+02 2,6 
1795 4,00E+08 5,50E+04 1,30E+05 9,25E+04 4,32E+03 3,6 
1796 2,50E+08 3,80E+05 2,50E+05 3,15E+05 7,94E+02 2,8 
1797 2,50E+08 5,50E+06 8,50E+06 7,00E+06 3,57E+01 1,5 
1798 3,50E+08 3,40E+05 3,70E+05 3,55E+05 9,86E+02 3,0 
1799 3,50E+08 5,00E+03 3,00E+04 1,75E+04 2,00E+04 4,3 
S1 8,50E+08 5,90E+05 7,00E+05 6,45E+05 1,32E+03 3,1 
S3 3,00E+08 1,60E+07 1,40E+07 1,50E+07 2,00E+01 1,3 
S5 1,50E+09 5,00E+05 2,90E+05 3,95E+05 3,80E+03 3,57 

 
P307 y P307Ex se ensayaron para determinar la actividad contra la cepa 1791 de A. baumannii, E. coli, cepa PA01 
de P. aeruginosa, cepa RN4220 de S. aureus, cepa 8325 de S. aureus y B. anthracis. Tal como se muestra en la Tabla 
6, P307 y P307 fueron más activos contra A. baumannii y B. anthracis. 
 5 

Tabla 6. P307 y P307Ex contra otras especies bacterianas. 

Muestra 
A. baumannii 

1791 
E. coli 

B. anthracis 
Δsterne 

Pseudomonas 
aeruginosa PA01 

S. aureus 
RN4220 

S. aureus 
8325 

control 1 5,50E+08 5,50E+08 2,40E+07 1,30E+09 1,50E+09 6,50E+08

control 2 2,60E+08 4,50E+08 2,80E+07 4,50E+08 7,50E+08 9,50E+08 

P307EX 1 1,10E+05 3,50E+08 2,60E+03 4,70E+07 5,20E+07 3,20E+07

P307EX2 3,90E+05 3,00E+08 2,90E+03 3,70E+07 5,80E+07 3,60E+07 

P307 1 5,80E+05 3,50E+08 3,10E+03 5,60E+07 8,00E+08 4,80E+07

P307 2 3,70E+05 3,50E+08 4,00E+03 4,00E+07 4,50E+08 4,40E+07 

control promedio 4,05E+08 5,00E+08 2,60E+07 8,75E+08 1,13E+09 8,00E+08

P307EX promedio 2,50E+05 3,25E+08 2,75E+03 4,20E+07 5,50E+07 3,40E+07 

P307 promedio 4,75E+05 3,50E+08 3,55E+03 4,80E+07 6,25E+08 4,60E+07

diferencia P307EX 1,62E+03 1,54E+00 9,45E+03 2,08E+01 2,05E+01 2,35E+01 

diferencia P307 8,53E+02 1,43E+00 7,32E+03 1,82E+01 1,80E+00 1,74E+01

Disminución en 
escala log P307EX 

3,2 0,2 4,0 1,3 1,3 1,4 

Disminución en 
escala log P307 

2,9 0,2 3,9 1,3 0,3 1,2 

 
Ejemplo 9 
 
P307 no es tóxico para los linfocitos B o los glóbulos rojos. 10 
 
P307 se mezcló con glóbulos rojos para determinar si causaría lisis. No se observó lisis con 200 µg de P307. Cuando 
se ensayó P307 para la lisis de una línea de linfocitos B, se encontró que tenía un ligero efecto sobre el número de 
células después de 24 horas. Los resultados se muestran en la Tabla 7. 
 15 

Table 7 (% viable) 
Muestra 0 min 5 min 30 min 1 horas 2 horas 3 horas 24 horas

Solo células iniciales 97 %  83,60 % 85 % 88,20 %
Tris-HCI pH=6,8  97,20 % 89,70 % 94,70 % 81,50 % 90,90 % 89,90 %
200 µg de P307  94,60 % 1100 % 71,40 % 71,90 % 58,60 % 76,30 % 
20 µg de P307  97,20 % 88,60 % 89,70 % 90,30 % 91,00 % 94,20 % 
2 µg de P307  95,20 % 76,90 % 89,30 % 92,50 % 93,80 % 96,30 % 

 
Los péptidos usados en los Ejemplos 10-20 se sintetizaron químicamente. 
 
Los péptidos se crearon usando un sintetizador de péptidos Symphony™ de Protein Technologies (PTI Tucson, 20 
Arizona, EE. UU.) en resina Wang (alcohol p-alcoxi-bencílico) acoplada previamente (Bachem, Torrance, CA, EE. 
UU.). Los vasos de reacción se cargaron a 25 µM y los péptidos se alargaron usando aminoácidos protegidos con 
Fmoc (Anaspec, San Jose, CA, EE.UU.) (1997. Standard Fmoc protocols. 289:44-67). La desprotección de la amina 
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se realizó con piperidina al 20 % (Sigma-Aldrich) en NMP (N-metilpirrolidinona). Se realizaron reacciones de 
acoplamiento repetitivas usando HATU / CI-HOBT 0,6 M (hexafluorofosfato de azabenzotriazol tetrametiluronio / 6-
cloro-1-hidroxibenzotriazol) (P3 Biosystems, Shelbyville, KY, EE. UU.) y NMM 0,4 M (N-metilmorfolina) usando NMP 
(EMD) como solvente primario (1989. New Coupling Reagents in Peptide Chemistry 30:1927-1930.). La escisión de la 
resina y la desprotección de la cadena lateral se lograron transfiriendo a un matraz de fondo redondo de 100 ml y se 5 
hicieron reaccionar con 4,0 ml de ácido trifluoroacético concentrado, grado de secuenciación (Fisher) con 
triisopropilsilano (Fluka), agua desgasificada y 3,6-dioxa-1,8-octaneditiol (DODT, Sigma-Aldrich) en una proporción de 
95:2:2:1 durante un período de tiempo de 6 horas. Esto se siguió por filtración en columna a un matraz de fondo 
redondo de 50 ml y el volumen de TFA se redujo a 2 ml usando un evaporador rotatorio. Se realizó una precipitación 
de éter convencional en los péptidos individuales mediante la transferencia a un tubo de falcon de 50 ml que contenía 10 
40 ml de terc-butil metil éter frío (TBME, Sigma-Aldrich). Las muestras se colocaron en un baño de hielo durante 2 
horas para ayudar a la precipitación, seguido de la formación de sedimento mediante centrifugación (3300 rpm, 5 min). 
El exceso de éter se eliminó por aspiración al vacío y los sedimentos peptídicos se dejaron secar durante una noche 
en una campana extractora. Los sedimentos peptídicos secos se redisolvieron en acetonitrilo al 20 % y 10 ml de agua 
de grado HPLC se submuestrearon para LC / MS y se liofilizaron. Todos los productos brutos se analizaron 15 
posteriormente mediante AquLC ™ UPLC de fase inversa (Waters Chromatography, Milford, MA, EE. UU.) utilizando 
una columna Waters BEH C18. La integridad del péptido individual se verificó mediante espectrometría de masas por 
electroaspersión en tándem utilizando un sistema de espectrómetro ThermoFinnigan LTQ™ (Thermo Fisher, Waltham, 
MA, EE. UU.). La cromatografía preparativa se realizó en una columna preparativa Vydac C18 RP en una HPLC 
Waters 600 Prep. Se recogieron fracciones individuales en intervalos de 30 segundos, caracterizadas usando LC / MS 20 
y se liofilizaron las fracciones que contenían el producto deseado. Estas se almacenaron a -20 °C hasta que se 
resuspendieron en agua Milli-Q esterilizada en autoclave para varios ensayos. Las soluciones madre se almacenaron 
a 4 °C. Los péptidos se resumen con sus secuencias de aminoácidos, puntos isoeléctricos (pi) y pesos moleculares 
(PM) en la tabla 8. 
 25 

Tabla 8 
Nombres Secuencias de aminoácidos pI PM SEQ ID NO:

F307  10,12 16 kDa 1

P307 10,71 3,4 kDa 43 

P307AE-8 10,21 4,4 kDa 49 

P307SQ-8C 10,38 4,3 kDa 45 

P307CS-8 10,38 4,3 kDa 51 

P307SQ-8A 10,69 4,3 kDa 53 

 
Ejemplo 10 
 
Comparación de las actividades bactericidas in vitro de péptidos de la presente divulgación. 30 
 
Para determinar las actividades bactericidas in vitro de los péptidos, P307, P307AE-8, P307SQ-8C y P307CS-8, las 
bacterias se trataron con los péptidos durante 2 horas a temperatura ambiente. Las células sobrevivientes se diluyeron 
en serie y se colocaron en placas sobre placas de agar con TSB para determinar la actividad. 
 35 
Las actividades bactericidas de 50 µg / ml de los péptidos, P307, P307AE-8 y P307SQ-8C se compararon tratando 
cepas número 1791, S5 y ATCC17978 de A. baumannii. P307SQ-8C fue el más activo, reduciendo aproximadamente 
106 ufc / ml de bacterias por debajo del límite de detección (<10 ufc / ml). P307 fue ligeramente más activo que P307AE-
8, pero ambos péptidos indujeron una disminución de aproximadamente 3,8 unidades logarítmicas en bacterias viables 
(Fig. 2A). Para investigar cómo los ocho aminoácidos, SQSRESQC, contribuyeron a la mayor actividad de P307SQ-40 
8C, se añadió la misma concentración molar de péptido SQSRESQC que 50 µg / ml de P307 por sí mismo o en 
combinación con P307 a las cepas número 1791 y S5 de A. baumannii. Las actividades se compararon con 50 µg / ml 
de P307 y P307SQ-8C. La combinación fue solamente tan activa como P307 mientras que el péptido SQSRESQC 
solo no tiene actividad (Fig. 2B). Por lo tanto, el enlace es esencial para la alta actividad bactericida de P307SQ-8C. 
A continuación, se investigó la importancia de la secuencia y la composición. Al codificar los últimos ocho aminoácidos 45 
en P307SQ-8C, se sintetizó P307CS-8 con una adición C-terminal de CSQRQSES a P307. Las actividades de 
P307SQ-8C y P307CS-8 fueron comparables (Fig. 2C). Las barras de error muestran la desviación estándar y la línea 
horizontal negra marca el límite de detección. Por lo tanto, se llegó a la conclusión de que la actividad superior de 
P307SQ-8C deriva de la composición de los últimos ocho aminoácidos, independientemente del orden de los últimos 
ocho aminoácidos. Para una investigación adicional, SE UTILIZÓ P307SQ-8C porque es el más activo y comparamos 50 
su actividad con P307. 
 
Ejemplo 11 
 
Actividades bactericidas de P307 y P307SQ-8C 55 
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Se investigaron los efectos del pH y el NaCI sobre las actividades in vitro de P307 y P307SQ-8C. La cepa NÚMERO 
1791 de A. baumannii se trató con 50 µg / ml de péptidos para analizar cada condición. Se utilizaron dos sistemas de 
tampón (fosfato de sodio y Tris-HCI) para PROBAR pH 6,8, 7,5, 8,0 y 8,8. Los péptidos fueron más activos en Tris-
HCI y un pH más alto provocó una mejor destrucción (Fig. 13A). Por lo tanto, se decidió continuar con los experimentos 
in vitro de los presentes inventores con Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, que se aproxima al pH fisiológico. Las actividades de 5 
ambos péptidos fueron inversamente proporcionales a la concentración de NaCl (Fig. 13B). A continuación, la titulación 
de P307 y la cinética de destrucción de P307 y P307SQ-8C se investigaron tratando la cepa número 1791 de A. 
baumannii. La actividad de P307 fue dependiente de la concentración, comenzando desde 4 µg / ml (Fig. 13C). 
P307SQ-8C actuó más rápido que P307, dando como resultado una disminución de aproximadamente 3,2 unidades 
logarítmicas ya en el punto de tiempo de 5 minutos (Fig. 13D). No hubo diferencias en las actividades de ninguno de 10 
los péptidos a temperatura ambiente o 37 °C (datos no mostrados). A partir de estos experimentos de caracterización 
in vitro, se decidió que las condiciones experimentales óptimas de los presentes inventores eran Tris-HCI 50 mM, pH 
7,5, 50 µg / ml de péptidos y 2 horas a temperatura ambiente (22-25 °C), a menos que se indique otra cosa. 
 
Ejemplo 12 15 
 
A continuación, se investigaron los espectros bactericidas in vitro de P307 y P307SQ-8C contra diferentes especies 
bacterianas, A. baumannii (cepas números 1775, 1776, 1777, 1788, 1789, 1790, 1791, 1792, 1793, 1794, 1796, 1797, 
1798, 1799, ATCC 17978 y S1, S3, D5), Bacillus anthracis (ΔSterne), Escherichia coli (DH5α), Pseudomonas 
aeruginosa (PA01), Staphylococcus aureus (RN4220) y dos cepas de Klebsiella pneumonia (ATCC 700603 y 20 
ATCC10031). Estas especies bacterianas se trataron con 50 µg / ml de P307 o P307SQ-8C en Tris-HCI 50 mM, pH 
7,5 durante 2 horas a temperatura ambiente para investigar la especificidad de los péptidos. Entre las bacterias 
ensayadas, las cepas de A. baumannii fueron consistentemente más sensibles a los péptidos, mostrando una 
disminución promedio de 2,7 y 6,2 unidades logarítmicas con P307 y P307SQ-8C, respectivamente. Bacillus anthracis, 
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus son moderadamente sensibles. P307 y P307SQ-8C produjeron 25 
una disminución promedio de aproximadamente 1,3 y 2,9 unidades logarítmicas, respectivamente, para estas 
bacterias. Sin embargo, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son resistentes a ambos péptidos (Fig. 14). 
 
Ejemplo 13. 
 30 
Además, para investigar las actividades de los péptidos contra A. baumannii en diferentes fases de crecimiento, se 
compararon las sensibilidades de la cepa número 1791 en la fase logarítmica, fase estacionaria y estado de 
biopelícula. Las bacterias en la fase logarítmica (3 horas después de la inoculación del cultivo durante la noche 1:100 
en medios nuevos) y la fase estacionaria (cultivo durante la noche) se trataron con 50 µg / ml de P307 o P307SQ-8C 
durante 2 horas a temperatura ambiente. Las células sobrevivientes se diluyeron en serie y se colocaron en placas 35 
sobre placas de agar con TSB para determinar ufc/ml. (figura 15A). Las biopelículas de A. baumannii se establecieron 
incubando aproximadamente 105 ufc / ml de la cepa número 1791 en TSB con glucosa al 0,2 % dentro de catéteres 
de aproximadamente 2,5 cm de largo durante 72 horas a 37 °C. Después se lavaron los catéteres para eliminar las 
células planctónicas y se trataron con 250 µg / ml de P307 o P307SQ-8C. Después de 2 horas y 24 horas a temperatura 
ambiente, la biopelícula se alteró por completo y las células sobrevivientes se resuspendieron para sembrarse en 40 
placas y contarse para determinar la eficacia de destrucción de los péptidos contra la biopelícula in vitro, (figura 15B). 
Los organismos en fase logarítmica fueron ligeramente más sensibles a P307 que en fase estacionaria 
(aproximadamente una disminución de 3,7- frente a 2,4 unidades logarítmicas). Parece que no hay tal diferencia con 
P307SQ-8C (Figura 15A). Las biopelículas fueron las más resistentes de todas las fases de crecimiento. Las 
biopelículas se trataron con 250 µg / ml de P307 o P307SQ-8C durante 2 o 24 h. Después de 2 horas, se observó una 45 
disminución de aproximadamente 3 y 4 unidades logarítmicas en ufc / ml con P307 y P307SQ-8C, respectivamente. 
Después de 24 horas, P307 produjo una disminución adicional de aproximadamente 1,3 unidades logarítmicas, 
mientras que P307SQ-8C no lo hizo (figura 15B). 
 
Ejemplo 14 50 
 
Para comparar la eficacia de los péptidos P307 y P307SQ-8C con algunos antibióticos clínicamente utilizados, se 
realizó un ensayo de concentración inhibitoria mínima para dos cepas de A. baumannii, número 1791 y ATCC17978. 
Se usó el método de dilución por microtitulación para determinar las CIM de levofloxacino, ceftazidima, polimixina B, 
P307 y P307SQ-8C para las cepas número 1791, número 1798, S5 y ATCC17978 de A. baumannii. Para los 55 
antibióticos, se incluyeron diluciones en serie de 1,5-2 veces (tres inferiores y tres superiores) de las CIM determinadas 
por Etest Lood R, et al., 2015, Antimicrob. Agents Chemother. 59:1983-1991.). Para los péptidos, se analizaron 
diluciones en serie de dos veces (500-31,25 µg / ml). Los cultivos durante la noche se resuspendieron a DO600 de 
0,001 (aproximadamente 105 ufc / ml) en caldo Mueller-Hinton (pH 7,9). Los antibióticos o péptidos se agregaron hasta 
alcanzar 100 µl finales para cada dilución. Se permitió que las bacterias crecieran a 37 °C durante 24 horas a 220 rpm. 60 
La absorbancia a 595 nm se leyó después en un lector SpectraMax Plus (Molecular Devices). Las CIM se determinaron 
como las concentraciones más bajas de agentes antimicrobianos que inhiben completamente el crecimiento 
bacteriano. Se utilizó Alamar®Blue para confirmar los datos obtenidos a partir de DO595. Los experimentos se 
realizaron al menos dos veces por duplicado. 
 65 
Las cepas presentaron un grado variable de sensibilidad a todos los agentes antimicrobianos (Tabla 9). 
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Tabla 9 

Cepas de A. baumannii Levofloxacina Ceftazidima Polimixina B P307 P307SQ-8C

µg/ml µM µg/ml µM µg/ml µM µg/ml µM µg/ml µM 

número 1791 6 16,6 250 457 0,25 0,19 375 110 125 29

ATCC17978 ≤ 0,1 0,3 12 21,9 0,25 0,19 750 220 ≤ 500 ≤ 
116

 
P307SQ-8C tiene una CIM menor que P307, que está de acuerdo con la actividad de destrucción in vitro (Fig. 2 y 3). 
 5 
Ejemplo 15 
 
Efectos citotóxicos de P307 y P307SQ-8C medidos por la supervivencia de los linfocitos B y la hemólisis. 
 
Los linfocitos B humanos obtenidos de un paciente con fiebre reumática en el Hospital Universitario Rockefeller se 10 
cultivaron en medio RPMI suplementado con suero bovino al 10 %, penicilina y estreptomicina. Las células se 
cosecharon por centrifugación a baja velocidad, se lavaron una vez en medio y se volvieron a suspender en medio 
calentado previamente a una concentración de 107 células / ml, según se determinó mediante pruebas de exclusión 
con azul de tripano. Los péptidos (P307, P307SQ-8C y melitina) se diluyeron en serie (80-0,3125 µM) en medios de 
cultivo y se añadieron a 5x104 células vivas. Las células se incubaron durante 1 hora a 37 °C en una atmósfera 15 
humidificada al 5 % de CO2, después de lo cual se tiñeron (ensayo de proliferación celular no radiactivo CellTiter 96; 
Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se incubaron durante 4 horas adicionales, 
antes de agregar una solución de Solubilización / Parada, y se incubaron durante la noche. La absorbancia a 570 nm 
se midió en un lector SpectraMax Plus (Molecular Devices). Las reacciones se llevaron a cabo dos veces por triplicado 
y los datos representativos se muestran como media ± desviación estándar. 20 
 
Se recogió sangre humana de un individuo sano en un tubo de EDTA y se recogieron glóbulos rojos (RBC) a través 
de centrifugación a baja velocidad. Las células se lavaron en PBS y se resuspendieron en una solución de RBC al 10 
%. P307 y P307SQ-8C se diluyeron en serie en PBS (80-0,3125 µM). se utilizaron PBS y Triton X-100 al 1 % como 
controles negativos y positivos, respectivamente. Las muestras se mezclaron y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. 25 
Se recogió el sobrenadante y se registró la absorbancia a 405 nm a través del lector SpectraMax Plus (Molecular 
Devices). Las reacciones se llevaron a cabo dos veces por triplicado y los datos representativos se muestran como 
media ± desviación estándar. 
 
Se incubaron diluciones en serie de péptidos con aproximadamente 5x104 linfocitos B vivos durante 1 hora a 37 °C en 30 
una atmósfera humidificada con 5 % de CO2, y se usó melitina como control positivo. El ensayo de Proliferación Celular 
No Radiactivo CellTiter 96® (Promega) se realizó de acuerdo con el protocolo del fabricante para cuantificar la 
supervivencia de los linfocitos B. Los glóbulos rojos (RBC) se incubaron con diluciones en serie de los péptidos y la 
liberación de hemoglobina en el sobrenadante se midió por DO405 para determinar la hemólisis. Se usó Triton X-100 
como control positivo. Las barras de error muestran la desviación estándar. 35 
 
Los péptidos se probaron para determinar su citotoxicidad utilizando linfocitos B y glóbulos rojos (RBC) humanos. A 
diferencia del control positivo de melitina, las membranas de los linfocitos B no se ven afectadas por P307 o P307SQ-
8C. Incluso a la concentración más alta probada (80 µM), la viabilidad de las células permanece igual que el control 
del tampón (figura 16A). Análogamente, la integridad de los glóbulos rojos tampoco se ve afectada por ninguno de los 40 
péptidos en comparación con el control positivo Triton X-100 (figura 16B). 
 
Ejemplo 16 
 
Una porción de P307SQ-8C (aproximadamente el 25 %) se desplaza al doble del peso molecular teórico en 45 
comparación con P307SQ-8A, que se desplaza a 4,3 kD (datos no mostrados). Para determinar la importancia de la 
formación de enlaces disulfuro para la alta actividad de P307SQ-8C, se compararon las actividades bactericidas de 
P307 y P307SQ-8C en presencia de ditiotreitol (DTT) 0, 0,1 y 1 mM. La cepa número 1791 de A. baumannii se trató 
con 50 µg / ml de P307 o 10 µg / ml de P307SQ-8C en Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Las células sobrevivientes se diluyeron en serie y se colocaron en placas sobre placas de agar con TSB. P307SQ-8C 50 
se vuelve menos activo con una mayor concentración de DTT, mientras que la actividad de P307 aumenta ligeramente 
(figura 17A). Para confirmar aún más la importancia de la formación de disulfuro para la actividad de P307SQ-8C, se 
sintetizó P307SQ-8A con la última cisteína cambiada a alanina. Las cepas número 1791 y ATCC17978 de A. 
baumannii se trataron con 10 µg / ml de cada péptido. Los ensayos bactericidas de P307SQ-8C y P307SQ-8A 
mostraron que el primero es ligeramente más activo que el último (figura 17B). Estos resultados en conjunto señalaron 55 
que parte de la actividad superior de P307SQ-8C deriva de la formación de enlaces disulfuro entre dos moléculas. 
 
Ejemplo 17 
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A continuación, se investigó si P307 se une al ADN, dadas las cargas positivas en los péptidos (carga neta de +7). El 
péptido P307 se mezcló con ADN a diferentes relaciones péptido: ADN (0:1-15:1) y se incubó durante 1 hora antes de 
analizarlo en un gel de agarosa. En comparación con el péptido de control positivo, no se observó ningún cambio en 
el peso molecular para P307 en ninguna de las proporciones de péptido a ADN ensayadas (Fig. 18). 
 5 
Ejemplo 18 
 
Debido a que los péptidos no parecían destruir las bacterias al interactuar con el ADN, se investigó si afectan la 
membrana bacteriana mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas ne inglés). La cepa 
número 1791 de A. baumannii se trató con tampón (control) o 300 µg / ml de P307SQ-8C durante 5 minutos o 2 horas. 10 
La comparación de las imágenes por TEM de las muestras revela una alteración de la membrana interna y cambios 
en la densidad intracelular (Figuras 19A, B y C). Además, se descubrió que las bacterias resistentes a pH 7,5 (figura 
3) eran sensibles a P307 a pH 8,8, incluidas E. coli y K. pneumoniae (figura 19D). Debido a que las cargas en el 
péptido no varían a medida que el pH cambia de 7,5 a 8,8, se razonó que los cambios se producen en la membrana 
bacteriana. A un pH más alto, la membrana bacteriana se carga más negativamente, permitiendo que los péptidos 15 
cargados positivamente establezcan interacciones iónicas más fuertes. 
 
Ejemplo 19 
 
Sin desear quedar ligados a teoría alguna, se planteó la hipótesis del siguiente mecanismo de acción: P307SQ-8C 20 
interactúa con la membrana bacteriana para ingresar a la célula y, en el proceso, altera la membrana citoplasmática. 
La permeabilización de la membrana es más eficaz cuando el péptido se dimeriza. La alteración induce la producción 
de especies reactivas de oxígeno, tal como los radicales hidroxilo, que alteran el contenido intracelular. Para investigar 
esta hipótesis, se determinó la alteración de la membrana utilizando el ensayo de absorción SYTOX® Green. 
 25 
Los cultivos de bacterias durante la noche se lavaron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, y se resuspendieron a una DO600 de 
0,3 (aproximadamente 107 ufc / ml). Se añadió Benzonase® nucleasa (25 U / ml) (Novagen) y SYTOX® Green (1 µM) 
(nitrógeno) a las células bacterianas, y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se 
añadieron péptidos (50 µg / ml; P307 14,7 µM y P307SQ-8C 11,6 µM, y se usó melitina (14,7 µM) (Sigma) como 
control. Las unidades de fluorescencia relativa (UFR) se midieron en un lector SpectraMax Plus (Molecular Devices) 30 
a temperatura ambiente (ex: 485 nm, em: 520 nm) durante 2 horas. Las reacciones se llevaron a cabo dos veces por 
duplicado y los datos representativos se muestran como media ± desviación estándar. 
 
Ambos péptidos permeabilizan las membranas de las bacterias sensibles, dando lugar a un aumento de las señales 
fluorescentes del tinte SYTOX® Green a medida que se une al ADN intracelular (figura 20). La formación de radicales 35 
hidroxilo se investigó tratando las bacterias con P307 y P307SQ-8C en presencia de un eliminador de radicales 
hidroxilo, tiourea. La polimixina B se incluyó como control, ya que se ha indicado que su actividad bactericida depende 
parcialmente de la vía de destrucción por radicales hidroxilo. La tiourea (300 mM) inhibe completamente la actividad 
de P307 y P307SQ-8C (Fig. 21A). Sin embargo, no se puede ignorar que la tiourea afecta las actividades por otras 
vías. Por tanto, las actividades bactericidas también se compararon en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. Debido 40 
a que A. baumannii es una bacteria estrictamente aeróbica, E. coli se usó para el ensayo bactericida con Tris-HCl 50 
mM, pH 8,8. Las actividades de ambos péptidos se inhibieron completamente por la condición anaeróbica (Fig. 21B). 
Aunque no se pueden descartar otras posibilidades, tal como el efecto sobre el mecanismo de transporte dependiente 
del oxígeno, los resultados actuales respaldan la hipótesis de los presentes inventores de formación de radicales 
hidroxilo. 45 
 
Ejemplo 20 
 
Se investigó la actividad in vivo de P307SQ-8C usando el modelo de piel en ratones porque la infección de la piel es 
una ruta común de enfermedad por A. baumannii. Las espaldas de 40 ratones hembra CD-1 (de 6 a 8 semanas de 50 
edad; Charles River Laboratories) se afeitaron con una rasuradora eléctrica. Se aplicó Nair™ (loción depilatoria para 
cuerpo y piernas, aloe y lanolina) en las áreas afeitadas para eliminar el vello restante. Después, las áreas se 
desinfectaron con toallitas con alcohol, y se indujo la abrasión de la piel por un esparadrapo. Después se marcó un 
área de - 1 cm2 de la piel abrasado con esparadrapo y se infectó con 10 µl de aproximadamente 108 ufc / ml de cepa 
número 1791 de A. baumannii. Se permitió que las bacterias colonizaran durante 16-18 horas, después de lo cual el 55 
área infectada se dejó sin tratar o se trató con 200 µg de P307SQ-8C o 2 µg de polimixina B durante 2 horas. Para 
recoger las bacterias restantes en la piel, se sacrificaron los ratones y la piel infectada se procesó en 500 µl de PBS 
durante 1 minuto en un Stomacher® 80 Biomaster usando una microbolsa (Seward Ltd., Reino Unido). La solución se 
diluyó en serie y se colocó en placas sobre agar LB que contenía 4 µg / ml de levofloxacina y 12 µg / ml de ampicilina 
para la selección. Las ufc / ml resultantes de cada animal se muestra como un punto y las barras horizontales 60 
representan los medios. Ambos tratamientos reducen significativamente la carga bacteriana 
 
(valor p = 0,0023, ANOVA unidireccional ordinaria) (figura 22). 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 97 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un fragmento del polipéptido, en 
el que el polipéptido o fragmento tiene actividad antibacteriana. 5 
 
2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido consiste en la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido o fragmento tiene actividad 
antibacteriana. 
 10 
3. Un polipéptido conjugado que comprende: el polipéptido o fragmento de la reivindicación 1; y un péptido 
antimicrobiano conjugado con el polipéptido o el fragmento del polipéptido, en el que el polipéptido conjugado tiene 
actividad antibacteriana. 
 
4. El polipéptido conjugado de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el péptido antimicrobiano comprende los ocho 15 
aminoácidos C, S, Q, R, S, E y S en cualquier orden. 
 
5. El polipéptido conjugado de acuerdo con la reivindicación 4, en el que el péptido antimicrobiano tiene la secuencia 
de aminoácidos SQSRESQC (SEQ ID NO:44) o CSQRQSES (SEQ ID NO:50). 
 20 
6. El polipéptido conjugado de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el polipéptido conjugado comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:45 o SEQ ID NO:51. 
 
7. El polipéptido conjugado de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que el extremo C del 
polipéptido o fragmento está conjugado con el péptido antimicrobiano o en el que el extremo N del polipéptido o 25 
fragmento está conjugado con el péptido antimicrobiano. 
 
8. El polipéptido conjugado de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que el polipéptido conjugado 
tiene actividad antibacteriana contra una bacteria gramnegativa o en el que el polipéptido conjugado tiene actividad 
antibacteriana contra una bacteria grampositiva. 30 
 
9. Una composición que comprende uno o más polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
8. 
 
10. La composición de acuerdo con la reivindicación 9, para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene una 35 
infección bacteriana. 
 
11. La composición de acuerdo con la reivindicación 9 y un transportador, agente tamponante o conservante 
farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de una herida quirúrgica irrigando la herida quirúrgica con 
la composición. 40 
 
12. La composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 11, en la que la herida quirúrgica se irriga antes del 
cierre quirúrgico de la herida. 
 
13. La composición de acuerdo con la reivindicación 9, para su uso en la inhibición de la formación de o en la alteración 45 
de una biopelícula bacteriana en una cantidad eficaz para destruir bacterias en la biopelícula. 
 
14. Método para inhibir la formación de o alterar una biopelícula bacteriana sobre un artículo que comprende poner en 
contacto el artículo con la composición de la reivindicación 9 en una cantidad eficaz para destruir bacterias en la 
biopelícula. 50 
 
15. El método de acuerdo con la reivindicación 14, en donde el artículo es una encimera, teclado, instrumento 
quirúrgico o dispositivo médico. 
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