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DESCRIPCION
Péptidos de disefio corto que poseen acciones selectivas contra bacterias y células cancerosas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a péptidos anfifilicos que tienen actividad antibacteriana y/o antitumoral, y a composiciones
terapéuticas y no terapéuticas que comprenden estos péptidos. La invencion se refiere ademas al uso de los péptidos
como agentes antibacterianos, o agentes antitumorales, que incluye el uso médico del péptido en el tratamiento de
infecciones y/o cancer, asi como su uso como conservantes y agentes antibacterianos en otros productos, que incluye
productos para el cuidado personal tales como tratamientos topicos para la piel, limpiadores, enjuagues bucales, pastas
dentales, champu, lociones y cremas corporales, etc.

Antecedentes de la invencion

Existe la necesidad de agentes antibacterianos nuevos y eficaces, agentes antibacterianos que puedan usarse para
aplicaciones terapéuticas.

La resistencia a los antibiéticos es un fenémeno cada vez mas dificil de abordar. La reciente aparicion y propagacion de
bacterias productoras de NDM-1 (Nueva Delhi metalo-B-lactamasa-1), resistentes a muchos grupos de antibidticos, que
incluye los poderosos B-lactamicos (por ejemplo, carbapenems), ha provocado la propagacién de infecciones en muchos
paises. El panico global ha fomentado nuevamente la necesidad urgente de descubrir agentes bactericidas nuevos con
fines terapéuticos.

Los péptidos antimicrobianos (AMP) son los efectores que se conservaron evolutivamente en la inmunidad innata. Su
actividad bactericida de amplio espectro, su rapida tasa de destruccion y el modo de accion distintivo (es decir, dirigirse a
la membrana celular bacteriana en lugar de a receptores especificos como proteinas y ADN), los han convertido en
candidatos prometedores para el desarrollo de agentes alternativos para hacer frente a los desafios generalizados de la
resistencia bacteriana. Sin embargo, aunque se aislaron y caracterizaron mas de 1000 AMP de diferentes fuentes, hasta
ahora solo se ha logrado un éxito limitado en ensayos clinicos. Las principales barreras para convertir los péptidos en
medicamentos residen en el alto costo de produccion a gran escala, la toxicidad para las células huésped, y la
susceptibilidad a la degradacion proteolitica. Ademas, recientemente han surgido preocupaciones por el uso clinico de
los AMP con secuencias que estan demasiado cerca de las de los AMP humanos naturales, en relaciéon con el compromiso
inevitable de la defensa natural humana, lo que impone posibles amenazas a la salud publica.

Vaclav Cerovsky y otros, Chembiochem, agosto de 2009, vol. 10, nium. 12, 2089-2099 se refiere a pentadecapéptidos
llamados lassioglossinas, que se aislan del veneno de la abeja eusocial Lasioglossum laticeps.

La patente con num.WQO98/37090 se refiere a agentes citoliticos no hemoliticos que se seleccionan de péptidos, complejos
de péptidos agrupados, mezclas de péptidos o copolimeros de péptidos aleatorios.

La patente con num.WO03/080652 se relaciona con un péptido antimicrobiano y composiciones que comprenden el
péptido.

La patente con nUm.EP2168976 se ocupa de los péptidos antimicrobianos definidos de acuerdo con una férmula particular,
y su uso en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

En consecuencia, sigue existiendo la necesidad de agentes antimicrobianos nuevos vy eficaces, que sean clinicamente
utiles.

Ademas, también existe la necesidad de agentes antibacterianos eficaces y econdmicos que puedan usarse como
conservantes o agentes antibacterianos en composiciones para el cuidado personal (como cremas antibacterianas,
unglentos, lociones, champus, enjuagues de manos, enjuagues bucales, pastas dentales, etc.). Se usan muchos
conservantes y agentes antibacterianos que son productos quimicos sintéticos que sufren de baja biocompatibilidad.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una gama de péptidos anfifilicos antibacterianos que se usan como
productos de cuidado personal y como agentes terapéuticos potenciales.

Resumen de la invencién

Los AMP son muy diversos en términos de longitud, secuencia y estructura, lo que dificulta el disefio de secuencias cortas
y eficientes. Sin embargo, los inventores han ideado con éxito una serie de péptidos anfifilicos cortos que pueden matar
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tan eficazmente como varios péptidos y antibiéticos antimicrobianos bien
conocidos. Por ejemplo, los inventores han demostrado que los péptidos con la formula G(IIKK),I-NH2(n=3-4) descritos
en la presente muestra actividad bactericida contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas con concentraciones
inhibitorias minimas (MIC) alrededor de 0,5-8 yM.
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Ademas de la actividad antimicrobiana, se ha demostrado que algunos de los péptidos poseen actividades antitumorales
potentes contra las lineas celulares cancerosas. Por ejemplo, los péptidos G(IIKK)nI-NH2(n=3-4) han demostrado ser
eficaces contra dos lineas celulares de cancer seleccionadas con concentraciones de inhibicion del crecimiento del 50%
(ICs0) alrededor de 4-25 uM.

Aun mas, la citotoxicidad de los péptidos presentes, que se determina a partir de la lisis de las células de eritrocitos
humanos, sigue siendo notablemente baja a valores de MIC de hasta 10 veces o mucho mayores.

El péptido G(IIKK)3l-NH. descrito en la presente también ha demostrado tener una selectividad rapida y alta para microbios
o células tumorales (linea celular de cancer HL60) con citotoxicidad minima para modelar células huésped (linea celular
3T3 y células fibroblastos dérmicos humanos primarios) cuando se cocultivan in vitro.

Asi, la invencion proporciona péptidos nuevos que demuestran actividad selectiva contra bacterias y/o células cancerosas,
sin poner en peligro las células huésped normales. Ademas, los péptidos también tienen un tamafio relativamente pequefio
y una composicion simple que favorece los bajos costos de fabricacion y el facil control de calidad. Los péptidos ofrecen
asi nuevas oportunidades en el desarrollo de agentes antimicrobianos rentables y altamente selectivos para su uso en los
productos de cuidado personal, como conservantes y en tratamientos antibacterianos y antitumorales.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un péptido con la formula | o || que se muestra a continuacion
Rz

Al 1A — AT A —R;

R3

(I

en donde:

A, se selecciona de G, GKI o GIK en donde G es glicina, K es lisina e | es isoleucina;

A%, es Il o VV, en donde | es isoleucina y V es valina;

A3, es KK u OO en donde K es lisina y O es ornitina;

yes 2, 3,04;

A* esta ausente o es un aminoacido que se selecciona de isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y lisina (K);
zes0,1,203;

R+ es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NHy, (1-18C)alquilo, N[(1-18C) alquilo]> o NH(1-18C)alquilo; y
R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo; o una sal de estos;
en donde el péptido comprende de 12 a 20 aminoacidos.

Otras caracteristicas del péptido se exponen en las reivindicaciones.

La invencion también proporciona el uso de un péptido de la invencién como agente antibacteriano no terapéutico, como
conservante o como tensioactivo.

La invencion proporciona ademas una composicion antibacteriana o una composicion para el cuidado personal que
comprende un péptido de la invencion.

La invencién también proporciona un péptido con la férmula | o Il que se muestra a continuacion

3
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)

Aly— AN — A2 A, —R,
Y

(I

en donde:

A, se selecciona de G, GKI o GIK en donde G es glicina, K es lisina e | es isoleucina;

A%, es I, LL o VV, en donde | es isoleucina, L es leucina y V es valina;

A3, es KK u OO en donde K es lisina y O es ornitina;

yes 2, 3,04;

A* esta ausente o es un aminoacido que se selecciona de isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y lisina (K);
zes0,1,203;

R+ es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NH,, (1-18C)alquilo, N[(1-18C) alquilo]> o NH(1-18C)alquilo; y
R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo; o una sal de estos;
en donde el péptido comprende de 12 a 20 aminoacidos;

para su uso en el tratamiento del cancer.

La invencion también proporciona un péptido como se establece en las reivindicaciones o una sal farmacéuticamente
aceptable de este para su uso en el tratamiento de la infeccién.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un péptido como se establece en las
reivindicaciones o una sal farmacéuticamente aceptable de este en mezcla con uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

También en la presente se describe un método para sintetizar un péptido anfifilico con la férmula | o Il, o una sal de este,
como se define en la presente.

También en la presente se describe un péptido anfifilico con la formula | o Il, o una sal farmacéuticamente aceptable de
este, como se define en la presente, para uso como medicamento.

También en la presente se describe un método para tratar una infeccién bacteriana en un individuo que necesita dicho
tratamiento, el método comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido anfifilico con la férmula
| o Il, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, como se define en la presente.

También en la presente se describe un método para tratar el cancer en un individuo que necesita dicho tratamiento, el
método comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido anfifilico con la férmula | o I, o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, como se define en la presente.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1 - Proyeccion de la rueda Schiffer-Edmundson de los péptidos helicoidales 2, 3, 4, 8 y 9 como se muestra en la

Tabla 1. Los aminoacidos se representan por un cédigo y nimero de una letra (que indica la secuencia como aparecioé en
el péptido).
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Figura 2 - Graficos que muestran los cambios de presion superficial a lo largo del tiempo para las monocapas lipidicas
DPPC (A) y las monocapas lipidicas DPPG (B) en presencia de los péptidos 1-4 (series G(IIKK),l-NH; (n=1-4)).

Figura 3 - Espectros de CD de los péptidos 1-4 (series G(IIKK),I-NHz (n=1-4)) en fase acuosa (A) que contiene pequefas
vesiculas unilamelares (SUV) de 0,5 mg/ml de DPPC en tampoén Tris 10 mM (B), y 0,5 mg/ml de DPPG SUV en tampdn
Tris 10 mM ( C). Las concentraciones de los péptidos se mantuvieron a 0,1 mM.

Figura 4 - Curvas de tasa de supervivencia para las bacterias E. coli DH5a (A) y B. subtilis 168 (B) en presencia de
concentraciones variables de los péptidos 1-4. Los controles fueron bacterias sin péptido.

Figura 5 - Curvas de tasa de supervivencia para células HelLa (A) y HL60 (B) en presencia de concentraciones variables
de los péptidos 1-4. Las curvas se obtuvieron mediante el uso de ensayos de MTT como se describe en la presente.

Figura 6 - Las actividades hemoliticas de los péptidos 1-4 ( series G(lIKK)nI-NH2 (n=1-4)) (A) y de los péptidos 3, 5y 8
(G(IIKK)3l-NH2, G(LLKK)3L-NHz2y GKI (KKII)2KII-NHz) (B), en glébulos rojos humanos. Los glébulos rojos humanos (hRBC)
se incubaron en PBS con concentraciones diferentes de los péptidos durante 1 h a 37 °C, seguido de la monitorizacion
de la liberacion de hemoglobina a 540 nm.

Figura 7 - (Tabla 3) Bioactividades y citotoxicidades de los péptidos 1-9, con dos péptidos antibacterianos naturales, el
antibiotico ampicilina y el medicamento contra el cancer Cisplatino que se citan para comparacion. MIC: la concentracion
mas baja de péptido/farmaco que inhibe el crecimiento bacteriano; ICso: concentracion que provoca el 50 % de inhibiciéon
del crecimiento de células tumorales y ECso: concentracién que induce el 50 % de lisis de eritrocitos. ( - Citado de Dathe
y otros 2001, Cruciani y otros 1991, Wieprecht y otros 1997; s - Citado de Asthana y otros 2004; - Citado de Greenwood
y otros 1970; ™ - Citado de Takara y otros 2006)

Figura 8 - Lisis de membrana de E. coli DH5a (Paneles A-D) y B. subtilis 168 (Paneles E-H) en presencia de MIC del
péptido 3 (G(IIKK)3l-NH2) (paneles B, D, F, H) o con control (Paneles A, C, E, G), como se observa mediante microscopia
de fluorescencia. Los paneles A, B, E y F se obtienen mediante el uso del colorante DAPI. Los paneles C, D, G, H se
obtienen mediante el uso del colorante FITC.

Figura 9 - Lisis de membrana de E. coli DH5a (Paneles A-B) y B. subtilis 168 (Paneles C-D) en presencia de MIC del
péptido 3 (G(lIIKK)3l-NH2) (Paneles B, D) o con el control (Paneles A, C), como se observa mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM).

Figura 10 - (A) Fuga de calceina de las células HelLa en presencia de 0,1 mM de cada uno de los péptidos 1-4, que se
incubaron durante 30 minutos, 1 hora y 2 horas. (B) Viabilidad celular de las células HelLa en condiciones similares a las
de (A) y evaluadas mediante ensayos MTT.

Figura 11 - Evidencia del dafio de la membrana y la ruptura celular en células HeLa que se incubaron en 10 uM de péptido
3 (G(IIKK)3l-NH2) durante 24 h, y como se observa mediante el uso de imagenes de SEM. (A) Células normales. (B)
Ruptura de la membrana. (C) Dafio local de la membrana. (D) Apoptosis.

Figura 12 - Imagenes fluorescentes de la distribucion del péptido 3 (G(IIKK)3l-NH2) marcado con FITC en dos sistemas
de cocultivo que contienen células NIH 3T3 (huésped mamifero modelo) con bacterias B. subtilis 168 (panel superior) o
células cancerosas HL60 (panel inferior). (A) y (D) son las imagenes que se observan bajo el campo brillante; (B) y (E)
son las imagenes que se adquieren bajo luz excitante azul; (C) y (F) son las imagenes superpuestas de (A) y (B), y (D) y
(E), respectivamente. En estas imagenes, las células adherentes son NIH 3T3, las células en forma de barra son B. subtilis
168y las células redondedas en suspension son HL 60 que se sefalan con flechas negras.

Figuras 13 (a) a (c) - La actividad antibacteriana de los siete péptidos descritos en referencia al Ejemplo 8 y ampicilina
contra las bacterias Gram negativas E. coli, (EC).

Figuras 14 (a) a (c) - La actividad antibacteriana de los siete péptidos descritos en referencia al Ejemplo 8 y ampicilina
contra las bacterias Gram-positivas S. aureus (SA).

Figura 15 Interacciones de la bacteria E. coli, (EC) con tensioactivos y el péptido de membrana de huevo de peso
molecular mixto, Mx, todo a la concentracion de 1 % en peso (como se describe en el Ejemplo 11). Las nomenclaturas de
los tensioactivos y polipéptidos se indican en la seccion de Materiales.

Figura 16 Interacciones de la bacteria S. aureus (SA) con tensioactivos y el péptido de membrana de huevo de peso
molecular mixto, Mx, todo a la concentracion de 1 % en peso (como se describe en el Ejemplo 11). Las nomenclaturas de
los tensioactivos y polipéptidos se indican en la seccion de Materiales.

Figura 17 - Niveles de transcripcion génica de los genes de citocina IL2 e IL8 de linfocitos que se trataron con G(IIKK)sl-
NH 10 uM. Los niveles de transcripcion del gen se evaluaron mediante RT-PCR.

Breve descripcion de las secuencias
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SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos del péptido 1 (helix-1 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos del péptido 2 (helix-2 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos del péptido 3 (helix-3 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos del péptido 4 (helix-4 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos del péptido 5 (helix-5 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos del péptido 6 (helix-6 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos del péptido 7 (helix-7 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos del péptido 8 (helix-8 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos del péptido 9 (helix-9 en la Tabla 1).

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucledtidos de un cebador sentido de 3-actina descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido de B-actina descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 12 es la secuencia de nucledtidos de un cebador sentido de aspasa-8 descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 13 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido de aspasa-8 descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucledtidos de un cebador de sentido fas descrito en los Ejemplos.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido fas descrito en los Ejemplos.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucledtidos de un cebador de sentido fasL descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 17 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido fasL descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 18 es la secuencia de nucledtidos de un cebador sentido de IL2 descrito en los Ejemplos.

SEQ ID NO: 19 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido de IL2 descrito en los Ejemplos.
SEQ ID NO: 20 es la secuencia de nucledtidos de un cebador sentido de IL8 descrito en los Ejemplos.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de nucledtidos de un cebador antisentido de IL8 descrito en los Ejemplos.
Descripcion detallada de la invencion

Terminologia

A menos que se indique de cualquier otra manera, los siguientes términos que se usan en la descripcion y en las
reivindicaciones tienen los siguientes significados que se exponen mas abajo.

Se comprende que las referencias a "prevenir" o "prevencion" se refieren a un tratamiento profilactico e incluyen la
prevencion o el retraso de la aparicién de los sintomas clinicos del estado, trastorno o afeccién que se desarrolla en una
persona que puede estar aquejada con o predispuesta al estado, trastorno o afeccion pero ain no experimenta o exhibe
sintomas clinicos o subclinicos del estado, trastorno o afeccion.

Se comprendera que las referencias a "tratamiento" o "tratar" de un estado, trastorno o afeccion incluyen: (1) inhibir el
estado, trastorno o afeccion, es decir, detener, reducir o retrasar el desarrollo de la enfermedad o una recaida de esta (en
caso de tratamiento de mantenimiento) o al menos un sintoma clinico o subclinico de esta, (2) aliviar o atenuar la
enfermedad, es decir provocar regresion del estado, trastorno o afeccion o al menos uno de sus sintomas clinicos o
subclinicos o (3) tratamiento profilactico.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un mamifero
para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para la enfermedad. La "cantidad
terapéuticamente eficaz" variara en dependencia del compuesto, la enfermedad y su gravedad y la edad, el peso, etc.,
del mamifero a tratar.
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La frase "farmacéuticamente aceptable" como se usa en la presente descripcion se refiere a compuestos, materiales,
composiciones, y/o formas de dosificacion que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuados para el uso
en contacto con los tejidos de seres humanos o animales sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica, u otro
problema o complicacion, acorde con una relacion riesgo/beneficio razonable.

A lo largo de toda la descripcion vy las reivindicaciones de esta descripcion, las palabras "comprender" y "contener" y
variaciones de las palabras, por ejemplo "que comprende" y "comprende", significan "que incluyen pero no se limitan a",
y no pretenden (y no lo hacen) excluir otras porciones, aditivos, componentes, enteros o etapas.

A través de toda la descripcion y las reivindicaciones de esta descripcion, el singular abarca el plural a menos que el
contexto requiera otra cosa. En particular, donde se use el articulo indefinido en la descripcién, se entiende que contempla
los plurales asi como los singulares, a menos que el contexto requiera otra cosa.

Los rasgos, enteros, caracteristicas, compuestos, porciones quimicas o grupos descritos en conjunto con un aspecto
particular, modalidad o ejemplo de la invencién se entiende que son aplicables a cualquier otro aspecto, modalidad o
ejemplo descrito en la presente a menos que se incompatible con éste.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes que se mencionan en esta descripcion se incorporan como
referencia en la presente descripcién en la misma extension que si cada publicacion, patente o solicitud de patente
individual se indicara especificamente e individualmente para incorporarse a la presente descripcién como referencia.

La nomenclatura que se usa en la presente descripcién para definir los péptidos es la que se usa tipicamente en la técnica
en donde el grupo amino en el extremo N-terminal aparece a la izquierda y el grupo carboxilo en el extremo C-terminal
aparece a la derecha. Un aminoacido como se hace referencia en la presente descripcion puede comprender un
aminoacido natural o un aminoacido sintético. Cuando un aminoacido tiene formas isoméricas, en un aspecto se hace
referencia a la forma L.

En general, un aminoacido tiene la estructura de NH-C (R)(R')-COOH, en donde R y R' son cada uno,
independientemente, hidrogeno o la cadena lateral de un aminoacido (por ejemplo, R = CHs y R'= H para Ala), o Ry R’
pueden unirse para formar un sistema de anillo. Cuando se incluye en un péptido descrito en la presente descripcion, por
lo tanto, un aminoacido distinto del aminoacido N-terminal, generalmente tiene la estructura de -NH-C(R)(R')-CO-.

Los codigos de tres letras y una letra para referirse a aminoacidos naturales son bien conocidos en la técnica, y se usan
en la presente, como a continuacion:

Aminoacido Codigo de tres letras Codigo de una letra
Alanina Ala A
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Valina Val \%
Fenilalanina Phe F
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Metionina Met M
Serina Ser S
Treonina Thr T
acido aspartico Asp D
acido glutamico Glu E
Arginina Arg R
Histidina His H
Lisina Lys K
Glicina Gly G
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Prolina Pro P

Un aminoacido sintético es tipicamente uno que no ocurre en la naturaleza. Los ejemplos de aminoacidos sintéticos se
conocen bien en la técnica, y se describen en la presente descripcion.

La ornitina (O u Orn) como se refiere en la presente generalmente tiene la estructura:

O
-
HyN-" M.é%

N
El acido 2,3 diaminopropionico (Dap) como se menciona en la presente generalmente tiene la estructura:

e}

HoN /\AHLOH

NH;
El acido 2,4 diaminobutirico (Dab) como se menciona en la presente generalmente tiene la estructura:

OH
HoN o~ }/%
HaN
Péptidos Anfifilicos

Como se describié anteriormente, la presente invencion se refiere a péptidos anfifilicos nuevos, que tienen una gama de
aplicaciones diferentes como consecuencia de, por ejemplo, actividad antimicrobiana y/o anticancerigena.

Al llegar a la invencion, los inventores evaluaron varias combinaciones de secuencias anfifilicas mediante la alineacion
de los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos de manera diferente. Los inventores descubrieron inicialmente que cuando
los péptidos contenian una secuencia de repeticion simple de [IKK y la relacién de isoleucina hidrofébica (1) a residuos de
lisina catiénica (K) era 1:1, se producian grandes variaciones en el comportamiento de la solucion.

Especificamente, los inventores encontraron que los péptidos, G(IIKK)2l-NH;, G(IIKK)3l-NH. y G(IIKK)4l-NH> (los péptidos
2-4 de la presente descripcion) interactiian con monocapas lipidicas de DPPG, y en interaccion con vesiculas de DPPG
(que estan cargadas negativamente e imitan las membranas de células bacterianas y tumorales), experimentan un cambio
en la estructura secundaria para formar estructuras helicoidales (Ejemplo 1; Figuras 2 y 3). Los péptidos no forman tales
estructuras ordenadas en solucion acuosa o en vesiculas de DPPC (que son zwitteridnicas y, por lo tanto, imitan las
membranas normales de las células huésped de los mamiferos). Este resultado sugiri6 que podria producirse una
respuesta estructural similar en la interaccion del péptido con las diferentes capas de la membrana celular.

Los inventores descubrieron ademas que los péptidos que contienen (IIKK) y otros péptidos similares (péptidos 5-9 en los
presentes Ejemplos) tienen actividad antibacteriana contra E. coliy B. subtilis (Ejemplo 2; Figuras 4 y 7), y han examinado
el mecanismo de esta actividad para mostrar que los péptidos actian mediante la ruptura de las membranas celulares
(Ejemplo 5; Figuras 8 y 9). Los inventores mostraron ademas que los péptidos tienen actividad antitumoral contra las
lineas celulares de cancer HeLa y HL60 (Ejemplo 3; Figuras 5y 7), y han examinado el mecanismo de esta actividad para
mostrar que los péptidos actian mediante la ruptura de las membranas celulares (Ejemplo 6; Figuras 10y 11).

Para uso terapéutico, es importante que un péptido que se dirige a la membrana celular de bacterias o células cancerosas,
no cause un dafo sustancial a las células huésped normales. Los inventores examinaron la actividad hemolitica de los
péptidos presentes en los globulos rojos humanos, y demostraron que el valor de EC50 (concentracion de péptido que se
requiere para inducir la lisis del 50 % de las células sanguineas) era mucho mayor que el valor de la MIC (concentracién
de péptido mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano) para E. coli o B. subtilis, o el valor de IC50 (concentracion de
péptido que provoca el 50 % de inhibicién del crecimiento de células tumorales) en células HeLa o HL60 (Ejemplo 4;
Figuras 6y 7). Los inventores confirmaron ademas la selectividad para las células bacterianas/cancerosas en comparacion
con las células huésped normales, mediante el cocultivo de células huésped normales de mamifero (células NIH 3T3) con
células bacterianas B. subtilis o con células cancerosas HL60, en presencia del péptido 3 (G(IIKK)3l-NHy). El péptido se
dirigié selectivamente a las células bacterianas y cancerosas, pero no se unié ni se asocié con las células huésped
normales (Ejemplo 7; Figura 12). Para el mejor conocimiento de los inventores, este es el primer ensayo in vitro de
selectividad que se reporta para tales estudios.
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En la presente descripcion se describe en un primer aspecto, un péptido con la férmula | o Il que se muestra a continuaciéon
Ra
1 2 __ A3 4 __
A'y—TAW—ANTA%—R,

Y
R3

en donde:

A" esta ausente o es un aminoacido;

v es un nimero entero que se seleccionade 0, 1, 2 0 3;

AZ es, independientemente para cada caso, un aminoacido hidrofobico;

W €s un numero entero que se selecciona de 2 a 10;

A3 es un aminoacido hidrofilico;

X es un nimero entero que se selecciona de 1 a 5;

yes1,2,304;

A% esta ausente 0 es un aminoacido;

zes0,1,203;

R+ es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NH, (1-18C)alquilo, N[(1-18C)alquilo]. o NH(1-18C)alquilo;
R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo;
o una sal de este.

En el primer aspecto, A% puede ser cualquier aminoacido hidrofobico adecuado, ya sea natural o sintético. En ciertos
aspectos A? puede ser un aminodacido natural y/o la unidad A2, puede comprender solo aminoacidos naturales.

Un aminoacido hidrofébico en general se refiere a un aminoacido que tiene una cadena lateral hidrofébica que incluye
alanina (A), isoleucina (l), leucina (L), valina (V), fenilalanina (F), triptéfano (W), tirosina (Y ) y glicina (G) y aquellos
aminoacidos que son mas hidrofébicos que los aminoacidos cargados y polares, como la metionina, la cisteina y la prolina.
En un aspecto, A? puede seleccionarse entre A, V, |, L, M, P, F, Y y W. En otro aspecto particular, A2es V o .

A? también puede ser un aminoacido hidrofobico sintético, por ejemplo, un analogo sintético de cualquiera de los
aminoacidos hidrofébicos naturales que se mencionaron anteriormente.

Adecuadamente, A? se selecciona de |, L, V, F, Y y W. Adecuadamente, A? se seleccionade I, Ly V, como | o V. Mas
adecuadamente, A2 es |.

A3 puede ser cualquier aminoacido hidrofilico adecuado, ya sea natural o sintético. En un caso, A3 es un aminoacido
natural y/o la unidad A3« comprende solo aminodacidos naturales.

Un aminoacido hidrofilico se refiere en general a un aminoacido que tiene carga o a un grupo polar en una cadena lateral.

Dichos aminoacidos incluyen, por ejemplo: aminoacidos con cadenas laterales cargadas positivamente (cationicas) tales
como histidina (H), lisina (K) y arginina (R); aminoacidos con cadenas laterales cargadas negativamente tales como acido
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aspartico (D), acido glutamico (E); aminoacidos con cadenas laterales polares sin carga como serina (S), treonina (T),
asparagina (N) y glutamina (Q). Sobre una base relativa, algunos aminoacidos débilmente hidrofébicos pueden
considerarse relativamente hidrofilicos, en dependencia de su clasificacion relativa en una secuencia peptidica dada. Por
ejemplo, la glicina (G) puede considerarse como relativamente hidrofilica en algunos casos.

A3 puede ser un aminoacido hidrofilico sintético, por ejemplo, un andlogo sintético de cualquiera de los aminoéacidos
hidrofilicos naturales que se mencionaron anteriormente. Los aminoacidos sintéticos adecuados incluyen aquellos en los
que la cadena lateral comprende (CH:),-NH2 donde n=1, 2, 3 o 4, o aquellos aminoacidos en los que la cadena lateral
comprende (CH2)noe-COOH, donde n=1, 2, 3 0 4. Por ejemplo, A® puede ser un aminoacido cationico tal como ornitina
(O), Dap o Dab como se describe en la presente descripcion.

Adecuadamente, A3 es un aminodacido cationico, como el que se selecciona de H, K, y R, o un analogo sintético de este,
como ornitina, Dap o Dab. Mas adecuadamente, A3 es K u O, tal como K.

En la presente descripcion también se describe, en un segundo aspecto, un péptido con la formula | o Il que se mostro
anteriormente.

en donde:
A' esta ausente o es un aminoacido;
v es un nimero entero que se seleccionade 0, 1, 2 0 3;

A? es, independientemente para cada aparicion, un aminoacido hidrofébico que se selecciona de isoleucina (1) o valina
v);

W €s un numero entero que se selecciona de 2 a 10;

A3 es un aminoacido hidrofilico que se selecciona de lisina (K) u ornitina (O);

X es un nimero entero que se selecciona de 1 a 5;

yes 2, 3,04;

A% esta ausente 0 es un aminoacido;

zes0,1,203;

R+ es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NH, (1-18C)alquilo, N[(1-18C)alquilo]. o NH(1-18C)alquilo;

R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo;

o una sal de este.

En un caso del primer y segundo aspectos, v es = 1. En un caso particular del primer y segundo aspecto, v = 1.

En un caso del primer y segundo aspectos, la unidad que se define por A', bloquea el extremo izquierdo del péptido y
mejora la estabilidad del péptido. En un caso del primer y segundo aspectos, el aspecto A' es un aminoacido. En un caso
particular del primer y segundo aspecto, A' es un aminoacido que se selecciona de glicina (G), lisina (K) e isoleucina (1).
En un caso particular del primer y segundo aspectos, la unidad A', se selecciona de G, GKI, o GIK. En un caso preferido
del primer y segundo aspectos, la unidad A', es G.

En un caso del primer y segundo aspectos, z es = 1. En un caso particular del primer y segundo aspectos, z es 1.

En un caso del primer y segundo aspectos, la unidad que se define por A*, mejora la estabilidad del péptido. En un caso
particular del primer y segundo aspecto, A* es un aminoacido. En otro caso del primer y segundo aspecto, A* es un
aminoacido que se selecciona de isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y lisina (K). Adecuadamente, la unidad A%, se
selecciona de |, L, V y KIl. Mas adecuadamente, la unidad A% es |. En un caso del primer y segundo aspectos, la unidad
A%, 0 A* en el péptido comprende el(los) mismo(s) aminodacido(s) que A2, o A2.

Los grupos A' y/o A* pueden seleccionarse para alterar o desestabilizar una superficie hidrofilica y/o hidrofébica del
péptido tras adoptar una estructura helicoidal. Esto se puede evaluar tras dibujar un circulo o rueda helicoidal que
represente al péptido, como se describe en la presente descripcion. La alteracion o desestabilizaciéon de dicha superficie
puede afectar la fuerza o la propension de la estructura alfa-helicoidal del péptido, lo que puede afectar la interaccion del

péptido con las superficies celulares y, por lo tanto, la selectividad celular. Por lo tanto, la selectividad celular puede
ajustarse mediante la seleccion de A" y/o A*.
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En un caso del segundo aspecto de la descripcion, A es |.
En el primer o segundo aspectos, A? se selecciona independientemente, para cada aparicion.

En un caso particular del primer y segundo aspectos, en la unidad A?%,, A%> es el mismo aminoacido para todas las
apariciones. Por ejemplo, la unidad A%, puede comprender I, LL o VV. Adecuadamente, la unidad A?%, es Il.

En un caso del primer y segundo aspectos, w puede ser un nimero entero que se seleccionade 2 a7, ode 2 a 5, tal
como 2, 3,4 0 5. En un caso particular, w es 2.

En otro caso del segundo aspecto, A3 es K.

En un caso del primer y segundo aspectos, x puede ser un nimero entero que se seleccionade 1a 3,o0de1a 2. Enun
caso particular, x es 2.

En un caso del primer y segundo aspectos, cuando x > 1, cada aparicion de A3 se selecciona independientemente. En un
caso particular del primer aspecto, cuando x > 1, la unidad A3x comprende al menos un aminodacido cationico. La unidad
puede comprender aminoacidos hidrofilicos aniénicos o no cargados adicionales tales como los descritos anteriormente,
siempre que la unidad conserve una carga positiva global. Estos aminoacidos no catiénicos pueden proporcionar parches
catiénicos espaciados y debilitar la distribucién de carga catiénica en una rueda helicoidal que representa el péptido. En
un caso, cuando x > 1, cada aparicion de A3 en la unidad A3 es un aminoacido catidénico como se describe en la presente
descripcion.

En un caso particular del primer y segundo aspectos, en la unidad A%, cuando x > 1, A® es el mismo aminoacido para
todas las apariciones, por ejemplo, el mismo aminoacido catiénico. Por ejemplo, la unidad A3 puede comprender HH, KK
0 RR u O0. Adecuadamente, la unidad comprende KK u OO, particularmente KK.

En un caso del primer y segundo aspectos, la relacion de aminoacidos hidrofébicos a hidrofilicos, por ejemplo catidnicos,
en la unidad [A%,-A3%] o en la unidad [A3%-A2%,] es 1: 1. En un caso, x = w en el péptido. En un caso preferido, x =w = 2.

En un caso particular del primer aspecto, en la unidad [A%,-A3] o en la unidad [A3-A2,], se selecciona A%, de ll, LLy VV,
y se selecciona A% de HH, KK, RR y OO. Asi, por ejemplo, puede seleccionarse la unidad [A%,-A3,] de IIHH, IIKK, IIRR,
100, LLHH, LLKK, LLRR, LLOO, VVHH, VVKK, VVRR y VWOO, y la unidad [A3-A2?,] puede seleccionarse de HHII, HHLL,
HHWVV, KKII, KKLL, KKVV, RRIl, RRLL, RRVV, OOIl, OOLL y OOVV.

En un caso particular del segundo aspecto, en la unidad [A%,-A3%] o en la unidad [A%-A?,], A%, se selecciona de Il o VV, y
A3, se selecciona de KK y OO. Asi, por ejemplo, la unidad [A%,-A%] puede seleccionarse de IIKK, 100, VVKK y VWOO, y
la unidad [A3-A?,] puede seleccionarse de KKII, KKVV, OOIl y OOVV.

En un caso particular del primer aspecto, A2, se selecciona de Il, LL y VV, y A3 se selecciona de KK y OO. Los ejemplos
incluyen los de los péptidos 1-9 descritos en la presente: IIKK, LLKK, VVKK, II0O y KKII. Las unidades preferidas [A?,-
A3,] o [A3%-A2?,] incluyen aquellas donde A?, es Il y A3 es KK u OO. Una unidad preferida es IIKK, KKIl o 1100.

En un caso preferido del segundo aspecto, A%, se selecciona de Il y VV, y A3 se selecciona de KK y OO. Los ejemplos
incluyen los de los péptidos 1-9 descritos en la presente: IIKK, VVKK, 100 y KKII. Las unidades preferidas [A%,-A3%] o
[A3-A2,] incluyen aquellas donde A%, es Il y A3 es KK u OO. Una unidad preferida es IIKK, KKIl o 1100.

En un caso del primer y segundo aspectos, el péptido con la formula | (que comprende la unidad [A2,-A%]).

En el primer aspecto, y puede seleccionarse de 1, 2, 30 4. En un caso, y es > 1, tal como 2, 3, 0 4. En un caso particular,
y es 3.

En el segundo aspecto, y puede seleccionarse de 2, 3 0 4. En un caso, y es 2 0 3. En un caso particular, y es 3.

En un caso particular del primer y segundo aspectos, R1 se selecciona de NH,, (1-10C)alquilo, NH(1-14C)alquilo o N([1-
10C)alquilo],. Por ejemplo, Ry puede ser adecuadamente NH,. En un caso particular, R; y R3 se seleccionan
independientemente de H (hidrégeno), (1-10C)alquilo y (2-10C)acilo, tal como H, (2-10C)alquilo o (2-10C)acilo.

En un caso del primer y segundo aspectos, cuando v = 1, Rz y Rz son ambos H (hidrégeno).

En un caso del primer y segundo aspectos, en un péptido de la descripcion:

AlesGyv=1;

A%, es |l o VV, preferentemente |I;
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A3, es KK u OO, preferentemente KK;
Ateslyz=1;y
y = 2-4, preferentemente 3.

En un caso preferido en el péptido Ry es NHz,y ambos R; y Rs son H. Los Ejemplos de péptidos de acuerdo con la
descripcion incluyen los péptidos 1-9 descritos en la presente descripcion en los presentes Ejemplos, y se enumeran en
la Tabla 1. Los Ejemplos particulares son: el péptido 2 (G(IIKK)2I-NH); el péptido 3 (G(IIKK)3l-NHy); el péptido 4 (G(IIKK)a4l-
NH>); y el péptido 7 (G(1100)3l-NH>). Los péptidos particularmente preferidos son los péptidos 3 y 7, tales como el péptido
3.

Un péptido de acuerdo con la descripcion es tipicamente catidnico y anfifilico. Por catidnico se entiende que el péptido
lleva una carga positiva general. En general, esto se refiere a la carga del péptido a un pH dado, por ejemplo, por debajo
de pH 10, o a la pKa de cualquier aminoacido cationico en el péptido. En un aspecto, la carga es como al pH fisiolégico,
por ejemplo, pH 7 o 7,4. Por ejemplo, un péptido puede comprender carga positiva = 1, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 omas
cargas positivas. Por "anfifilico" se entiende que el péptido comprende ambas propiedades hidrofilicas e hidrofébicas
(lipofilicas). En general, dicho péptido tiene un grupo polar soluble en agua y un grupo no polar, insoluble en agua, por
ejemplo, una cadena de hidrocarburos.

En un aspecto, los péptidos en la presente descripcion tipicamente adoptan o son capaces de adoptar una estructura
helicoidal a, por ejemplo, tras la interaccion con lipidos cargados negativamente. Estos péptidos generalmente pueden
representarse en una proyeccion de rueda Schiffer-Edmundson. Dicha proyeccion tiene tipicamente una superficie
predominantemente hidrofébica y una predominantemente hidrofilica.

En un aspecto, un péptido de la descripcion puede comprender menos de o igual a 20 aminoacidos, tal como menos de
oigual a 19, 18, 17, 16, 15 0 14 aminoacidos. Un péptido puede comprender, por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,120 13
aminoacidos.

En un aspecto un péptido comprende solo aminodacidos naturales. Tal péptido puede considerarse un péptido natural. Los
péptidos naturales pueden ser preferidos para aplicaciones particulares.

Una sal adecuada del compuesto con la férmula | o Il es una sal farmacéuticamente aceptable. Dichas sales pueden ser,
por ejemplo, una sal de adicion de acido de un compuesto de la descripcion que es suficientemente basico, por ejemplo,
una sal de adicion de acido con, por ejemplo, un acido inorganico u organico, por ejemplo, acido clorhidrico, bromhidrico,
sulfarico, fosférico, trifluoroacético, férmico, citrico o maleico. Ademas, una sal farmacéuticamente aceptable adecuada
de un compuesto de la descripcion que es suficientemente acida es una sal de metal alcalino, por ejemplo, una sal de
sodio o potasio, una sal de metal alcalinotérreo, por ejemplo, una sal de calcio o magnesio, una sal de amonio o una sal
con una base organica que proporciona un catién fisiologicamente aceptable, por ejemplo, una sal con metilamina,
dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina o tris-(2-hidroxietil)amina.

Preparacion de péptidos.

Los péptidos pueden sintetizarse y purificarse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, puede usarse la sintesis de
péptidos en fase sdlida sobre resina Rink amide MBHA, como en los presentes ejemplos.

Alternativamente, los acidos nucleicos que codifican los péptidos pueden prepararse por métodos de rutina y expresarse
para formar los péptidos. En un aspecto, la presente descripcién se refiere a un acido nucleico que codifica un péptido de
la descripcion, y al uso del acido nucleico en la preparacion del péptido.

Propiedades funcionales de los péptidos de Formula I y II.

Los péptidos de la presente descripcion tienen propiedades tensioactivas. Por lo tanto, los péptidos son capaces de reducir
la tension superficial de un liquido como el agua.

Los péptidos de la presente descripcion pueden poseer actividad antibacteriana. Con esto se quiere decir que un péptido
es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en un grado dado como se determina en un ensayo adecuado. Puede
mostrarse actividad contra bacterias Gram positivas (tales como B. subtilis o S. aureus), y/o bacterias Gram negativas
(tales como E. coli). En un aspecto, la actividad contra las bacterias Gram positivas puede ser mayor que la actividad
contra las bacterias Gram negativas. Sin desear limitarse a ninguna teoria en particular, se cree que el péptido interactua
con y dafia la membrana celular bacteriana.

Tipicamente, la actividad antibacteriana puede expresarse en términos de un valor de MIC (concentracion inhibitoria
minima: la concentracion mas baja de péptido/farmaco que inhibe el crecimiento bacteriano). Preferentemente, un péptido
tiene un valor de MIC de 1 - 130 uM, por ejemplo, 1-120, 1-110, 1-100, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1- 40, 1-30, 1-20 uM
y mas preferentemente de 1-10 uM contra E. coli, por ejemplo, como se determina mediante el uso de un ensayo descrito
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en la presente. Preferentemente un péptido tiene un valor de MIC de 0,5 - 100 uM, por ejemplo, 0,5-90, 0,5-80, 0,5-70,
0,5-60, 0,5-50, 0,5-40, 0,5-30, 0,5-20 uM y mas preferentemente de 0,5-10 uM contra B. subtilis, por ejemplo, como se
determina mediante el uso de un ensayo descrito en la presente. Adecuadamente, un péptido tiene un valor de MIC menor
o igual que el que se determina cuando se usan péptidos tales como G(IIKK)sl-NH; y G(IIOO)sI-NH descrito en la
presente. Adecuadamente, un péptido tiene un valor de MIC menor o igual que el de un antibiético conocido, como
cualquiera de los descritos en la presente descripcion (véase la Figura 7).

La actividad antibacteriana de un péptido puede analizarse y examinarse por cualquier medio adecuado, que incluye los
descritos en la presente descripcion en los Ejemplos. Asi, por ejemplo, un ensayo para determinar el valor de la MIC
puede comprender:

Agregar alicuotas (por ejemplo, de 100 pl) de una suspension bacteriana de concentracion conocida (unidades formadoras
de colonias (CFU)/ml) a un volumen dado (por ejemplo, 100 ul) de solucién de péptido en cada pocillo de una placa de
pocillos multiples, donde las soluciones de péptidos se proporcionan como una serie de diluciones (por ejemplo, diluciones
seriadas dobles en tampon PBS 10 mM);

incubar durante un tiempo y temperatura adecuados que permita el crecimiento bacteriano en ausencia de péptido (por
ejemplo, 18-24 h a 37 °C);

evaluar el crecimiento bacteriano por cualquier medio adecuado (por ejemplo, medicién de la absorbancia a 600 nm con
un lector de microplacas); y

definir la MIC como la concentracién mas baja de péptido para la cual no hay crecimiento visible.

Adecuadamente, un péptido demuestra actividad antibacteriana dentro de los limites de deteccion del ensayo que se usa.
Tipicamente para un péptido de Férmula | o Il que tiene actividad antibacteriana, y en la Férmula | o Il es > 1, por ejemplo
y=2,304.

Un péptido de la descripcién también puede tener actividad antitumoral. Por esto se entiende tipicamente que un péptido
es capaz de reducir la viabilidad de las células cancerosas (o inhibir el crecimiento de las células cancerosas hasta cierto
punto) como se determina en un ensayo adecuado.

Un péptido puede ser activo contra cualquier célula cancerosa o linea celular adecuada, por ejemplo células Hela y/o
HL60. La actividad antitumoral puede expresarse en términos de un valor de ICs, (concentracion de péptido que provoca
el 50 % de inhibicion del crecimiento de células tumorales). Preferentemente un péptido tiene un valor de ICso que es
menor o igual al que se determina para el péptido G(IIKK)3l-NH2 o péptido G(1100)sl-NH2 en un ensayo como los descritos
aqui (ver Tabla 3, Figura 7). En un aspecto, un péptido puede tener un valor de ICso de 1-70 uM para las células Hela,
por ejemplo 1-60, 1-50, 1-40, 1-30, 1-25, 1-20 o 1-10 yM. En un aspecto, un péptido puede tener un valor de |Csy para las
células HL60 de 1-100 pM, por ejemplo, 1-90, 1-80, 1-70, 1-60, 1-50, 1-40, 1-30, 1-20 o 1-10 yM tal como 5-25 yM.

La actividad antitumoral de un péptido puede analizarse y examinarse por cualquier medio adecuado, que incluye los
descritos en los Ejemplos de la presente descripcion. Por ejemplo, puede usarse un ensayo de viabilidad celular de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), y el valor de ICso que se calcula como la concentracion de
péptido que indujo una inhibicién del crecimiento del 50 % en comparacion con el control no tratado. MTT es un compuesto
amarillo que se reduce a formazan purpura en las mitocondrias de las células vivas. La reduccién requiere enzimas
mitocondriales activas y, por lo tanto, puede actuar como un indicador de células viables.

Asi, por ejemplo, un ensayo para determinar el valor de ICso puede comprender:
cultivar células cancerosas en un medio adecuado durante un periodo de tiempo adecuado (por ejemplo, en una placa
placa de pocillos multiples adecuada a 10° células/pocillo en un medio completo, como el medio de Dulbecco modificado

de Iscove (IMDM), con 10 % de suero fetal bovino (FBS) durante 24 h)

tratar las células cancerosas con una serie de diluciones de péptidos (por ejemplo, péptidos que se diluyeron dos veces,
para dar concentraciones finales de 50, 25, 12,5, 6, 25y 3 uM)

incubar durante un tiempo adecuado, por ejemplo 24 h

afadir una cantidad adecuada de MTT (por ejemplo, 20 pl de una solucion de 5 mg/ml por pocillo) e incubar durante un
tiempo y temperatura adecuados (por ejemplo, 4 h a 37 °C);

extraer el sobrenadante y afiadir una cantidad adecuada de dimetilsulféxido (DMSO), por ejemplo, 150 pl por pocillo, para
disolver los cristales de formazan; y

medir la absorbancia a 570 nm, por ejemplo, mediante el uso de un lector de microplacas.
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Las muestras sin células para calibrar el espectrofotometro y las muestras de células sin péptidos pueden tomarse como
controles negativos.

Adecuadamente el péptido demuestra actividad antitumoral dentro de los limites de deteccion del ensayo que se usa.

Tipicamente, para un péptido de Férmula | o Il que tiene actividad antitumoral, y en la Férmula | o Il es > 1, por ejemplo y
=2,304.

Adecuadamente un péptido de la descripcion interactia selectivamente con células bacterianas y/o tumorales, y no
interactlia sustancialmente ni dafia las células huésped normales.

Un huésped como se usa en la presente se refiere generalmente a un organismo que tiene una infeccion bacteriana y/o
células cancerosas, y que debe tratarse con un péptido de la descripcion. En general, el huésped es un mamifero, tal
como un ser humano. Un huésped puede ser un animal como una mascota doméstica o un animal de granja, por ejemplo,
perros, gatos, conejos, caballos, gallinas, cerdos u ovejas. Por células huésped normales se entiende células en o del
organismo huésped a las que no se desea marcar con el péptido, o una linea celular derivada de este. Esto incluye, por
ejemplo, células huésped diferentes de las bacterianas o cancerosas, o una linea celular derivada de estas. Las células
huésped normales o las lineas celulares pueden incluir, por ejemplo, glébulos rojos humanos, o células NIH 3T3 o células
de fibroblastos dérmicos humanos.

La selectividad de un péptido para células bacterianas o cancerosas, en comparacién con las células huésped normales,
puede determinarse mediante el uso de cualquier ensayo o ensayos adecuados, que incluye los que se usan en los
presentes Ejemplos.

En un aspecto, un péptido puede mostrar una interaccion selectiva con un imitador lipidico de las membranas de células
bacterianas/tumorales (por ejemplo, DPPG) en comparacién con un imitador lipidico de las membranas de células
huésped normales de mamiferos (por ejemplo, DPPC). Esto puede evaluarse, por ejemplo, mediante la determinacion del
cambio en la presiéon de la superficie lipidica en presencia del péptido o mediante el uso de espectros de CD para
determinar un cambio en la estructura secundaria del péptido, por ejemplo, la formacién de una estructura helicoidal
ordenada, en presencia del imitador lipidico (por ejemplo, SUV de lipidos). Los métodos adecuados se describen en el
Ejemplo 1 de la presente descripcion. Preferentemente, un péptido tiene una afinidad mas fuerte y frecuentemente
produce un aumento significativamente mayor en la presion superficial en un imitador lipidico de membranas de células
bacterianas/tumorales (por ejemplo, DPPG) que un imitador lipidico de membranas de células huésped normales de
mamiferos (por ejemplo, DPPC). Preferentemente, un péptido sufre un cambio en la estructura secundaria durante la
incubacion con SUV de un imitador lipidico de membranas de células bacterianas/tumorales (por ejemplo, DPPG) pero
no o en un grado mucho menor durante la incubacién con SUV de un imitador lipidico de membranas de células huésped
normales de mamifero ( por ejemplo, DPPC).

En un aspecto preferido, un péptido muestra actividad antibacteriana y/o actividad antitumoral a una concentracion de
péptido que no o sustancialmente no produce reduccién en la viabilidad de las células huésped normales.

El efecto de un péptido sobre las células huésped normales puede determinarse mediante el uso de cualquier ensayo
adecuado. Un ejemplo es un ensayo hemolitico que se realiza en gldbulos rojos, como en el Ejemplo 4, que puede usarse
para determinar un valor de ECsp (la concentracion de péptido necesaria para inducir un 50 % de lisis de las células
sanguineas en el ensayo). Asi, por ejemplo, un ensayo puede comprender:

mezclar una alicuota de una suspension de glébulos rojos humanos (hRBC) (por ejemplo, 100 yl de hRBC suspendidos
en PBS al 8 % (volumen/volumen)) con una alicuota de cada miembro de una serie de dilucion de péptidos (por ejemplo,
péptidos que se diluyeron dos veces), en una placa de pocillos multiples;

incubar durante un tiempo y temperatura adecuados (por ejemplo, 1 hora a 37 °C) y centrifugar (por ejemplo, 1000 g
durante 5 minutos); y

transferir alicuotas (por ejemplo, 100 pl) del sobrenadante a nuevas placas de pocillos mdltiples y monitorear la liberacion
de hemoglobina mediante la medicién de la absorbancia a 540 nm (por ejemplo, con un lector de microplacas de ELISA

).

Como controles negativos y positivos, pueden emplearse hRBC en PBS y Triton X-100 al 0,1 %. El porcentaje de hemdlisis
puede calcularse de la siguiente manera:

% de hemolisis)=[(Abss40nm con péptido-AbS540nm en PBS) / [(ADS540nm con Triton X-100 0,1 %-AbS540nm en PBS)X 100

En un aspecto se prefiere que un péptido que es para uso antibacteriano tenga un valor de ECsp que es significativamente
mas alto que el valor de la MIC del péptido en un ensayo antibacteriano como los descritos en la presente. De manera
similar se prefiere que un péptido que es para uso antitumoral tenga un valor de ECso que es significativamente mas alto
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que el valor de ICsp del péptido en un ensayo antitumoral tal como los descritos en la presente. Por ejemplo, un valor de
ECso para un péptido puede ser al menos 10 veces mayor, tal como 20 veces mayor o mas que un valor de MIC
correspondiente. Del mismo modo, un valor de ECsp para un péptido puede ser al menos 5 veces, 6 veces, 7 veces o al
menos 10 veces mas alto, como 20 veces mas alto o mas que el valor de ICsocorrespondiente. La selectividad de un
péptido puede determinarse adicionalmente mediante el cultivo conjunto de diferentes células en presencia del péptido.
Tipicamente, las células diana (por ejemplo, células bacterianas y/o cancerosas, como cualquiera de las descritas en la
presente) se cultivan conjuntamente con células diferentes de las diana (células huésped normales, como cualquiera de
las descritas en la presente). El cocultivo se incuba con péptido marcado de forma detectable (por ejemplo, péptido que
lleva un marcador fluorescente tal como FITC). La distribucion del péptido se evalia después mediante la deteccion del
marcador (por ejemplo, mediante microscopia, tal como microscopia de fluorescencia). Preferentemente el péptido se
asocia con o en las células diana, y no se asocia con o en las células diferentes de las diana. Dicho cocultivo se describe
para el péptido 3 en el Ejemplo 7 de la presente descripcion.

Aplicaciones
Usos
Los péptidos con la formula | o |l tienen una variedad de usos.

Los péptidos del primer o segundo aspecto de la descripcion pueden usarse como tensioactivos. Los tensioactivos se
emplean habitualmente en una amplia variedad de productos y procesos, donde se desea reducir la tension superficial,
lo que incluye los agentes de limpieza, humectacion, dispersion, emulsiéon, espuma y antiespuma. Por ejemplo, los
tensioactivos pueden encontrar uso en: composiciones de limpieza, tales como detergentes, suavizantes de telas;
formulaciones agroquimicas tales como herbicidas e insecticidas; biocidas (desinfectantes); composiciones para el
cuidado personal, tales como champus, acondicionadores; composiciones quimicas tales como emulsiones, pinturas,
adhesivos, tintas; o en composiciones farmacéuticas.

Los péptidos de Formula | o Il del primer o segundo aspecto de la descripcion que tienen actividad antibacteriana pueden
usarse como conservantes, para evitar la descomposicion o el cambio quimico indeseable en una sustancia o composicion
debido al crecimiento bacteriano. Por ejemplo, pueden adicionarse conservantes a alimentos, productos farmacéuticos,
pinturas, muestras biolégicas o madera.

Los péptidos del primer o segundo aspecto de la descripcion que tienen actividad antibacteriana pueden usarse como
agentes antibacterianos, con fines terapéuticos o no terapéuticos. El uso no terapéutico de un agente antibacteriano puede
incluir, por ejemplo, el uso en productos de limpieza, o composiciones para el cuidado personal. El uso no terapéutico
puede ser in vitro. El uso terapéutico de un agente antibacteriano se describe adicionalmente en la presente descripcion.

Los péptidos de Formula | o Il del primer o segundo aspectos de la descripcion que tienen actividad antitumoral pueden
usarse como agentes anticancerigenos. Esto se describe mas adelante en este documento.

Por consiguiente, en un aspecto, la descripcion proporciona el uso de un péptido de Férmula | o Il como tensioactivo. La
descripcion proporciona ademas el uso de un péptido de Férmula | o [l como conservante. La descripcién proporciona
ademas el uso de un péptido de Férmula | o Il como agente antibacteriano. La descripcion proporciona ademas el uso de
un péptido de Férmula | o Il como agente anticancerigeno.

Es evidente que, en uso, un péptido puede realizar mas de una funcion. Por ejemplo, un péptido que se usa en una
composicion limpiadora puede actuar tanto como agente antibacteriano como tensioactivo. De manera similar, un péptido
que se usa en una composicion farmacéutica para tratar el cancer, puede actuar como agente tensioactivo y antitumoral.
En consecuencia, la descripcion también proporciona el uso de un péptido de Férmula | o |l para uno o mas de los
propdsitos anteriores simultaneamente.

También es evidente que uno o mas péptidos de Férmula | o Il pueden usarse juntos en cualquier aplicacion dada.
Metodos médicos

Los péptidos con la férmula | o Il del primer o segundo aspecto de la descripciéon que tienen actividad antibacteriana o
antitumoral tienen ademas aplicaciones terapéuticas, en el tratamiento de infecciones bacterianas o cancer en un sujeto.

Por consiguiente, la descripcion proporciona un péptido con la férmula | o Il del primer o segundo aspecto de la descripcion,
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en el tratamiento de la infeccion.

La descripcion proporciona ademas un método para tratar la infeccién que comprende administrar una cantidad

terapéuticamente eficaz de un péptido de Férmula | o Il del primer o segundo aspecto de la descripcion, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, a un individuo que necesita dicho tratamiento.
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La descripcién proporciona ademas un péptido con la formula | o 1l del primer o segundo aspecto de la descripcion, o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en el tratamiento del cancer.

La descripcion proporciona ademas un método para tratar el cancer que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido de Férmula | o Il del primer o segundo aspectos de la descripciéon, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, a un individuo que necesita dicho tratamiento.

Un sujeto o individuo que se trate de acuerdo con la descripcion es tipicamente un sujeto mamifero, tal como un ser
humano. Un sujeto puede ser un animal tal como una mascota doméstica o un animal de granja descrito en la presente.

Una infeccién a tratar de acuerdo con los presentes métodos es tipicamente una infeccion bacteriana. La infeccion es en
general de una bacteria que es susceptible al péptido como se describe en la presente. La infecciéon puede asociarse o
provocarse por bacterias Gram negativas y/o bacterias Gram positivas.

Pueden observarse ejemplos de infecciones bacterianas patdogenas humanas, por ejemplo, en
http://en.wikipedia.org/wiki/Pathogenic bacteria. Los ejemplos incluyen: vaginosis bacteriana, meningitis bacteriana,
neumonia bacteriana, infecciones del tracto urinario, gastroenteritis bacteriana e infecciones bacterianas de la piel.

Las infecciones bacterianas comunes ocurren en la piel. Las bacterias como Staphylococcus o Streptococcus son parte
de la flora humana normal y generalmente existen en la piel o en la nariz sin provocar enfermedades, pero potencialmente
pueden provocar infecciones de la piel, neumonia, meningitis e incluso sepsis aguda, en dependencia de las condiciones
de salud del huésped y otras circunstancias relacionadas. El impétigo y la erisipela son, por ejemplo, infecciones
bacterianas comunes de la piel provocadas principalmente por Staphylococcus aureus, y a veces por Streptococcus
pyogenes. La celulitis es una inflamacion difusa del tejido conectivo con inflamacién de las capas cutaneas y subcutaneas
de la piel. La celulitis puede provocarse por la flora normal de la piel o por bacterias exégenas, y a menudo ocurre donde
la piel se ha roto previamente, por ejemplo, grietas en la piel, cortes, ampollas, quemaduras, picaduras de insectos, heridas
quirdrgicas, inyecciones intravenosas de drogas o sitios de insercion un de catéter intravenoso. La piel de la cara o la
parte inferior de las piernas se afecta mas comunmente por esta infeccidn. Las bacterias también provocan
frecuentemente infecciones del tracto urinario (ITU) y el principal agente causal es E. coli.

Ademas, la gastroenteritis bacteriana y las infecciones relacionadas del sistema digestivo que se asocian con la ingesta
de alimentos y bebidas, se provocan por bacterias entéricas patdgenas que por lo general se distinguen de las bacterias
generalmente inofensivas en la flora intestinal normal, aunque la distincién frecuentemente no es muy obvia. Nuevamente,
E. coli frecuentemente es el agente causal en este grupo de bacterias patdgenas infecciosas.

El cancer que se tratara mediante la descripcion puede ser de cualquier tipo de cancer. Tipicamente, las células
cancerosas que se marcan son células que son susceptibles al péptido de tratamiento como se describe en la presente.
Los presentes péptidos han mostrado actividad contra las células HelLa derivadas del cancer cervical y las células HL60
derivadas de la leucemia promielocitica humana como se describe en la presente. Asi, en un aspecto los péptidos pueden
usarse para tratar el cancer de cuello uterino o la leucemia promielocitica. Los ejemplos de canceres incluyen, por ejemplo,
tumores malignos epiteliales de ovario, canceres de piel, cancer de mama, cancer de huesos, cancer de prostata, cancer
de higado, cancer de pulmon, cancer de cerebro, cancer de laringe, vesicula biliar, pancreas, recto, paratiroides, tiroides,
suprarrenales, tejido neural, cabeza y cuello, colon, estémago, bronquios, rifiones, carcinoma de células basales,
carcinoma de células escamosas de tipo ulcerante y papilar, carcinoma de piel metastasico, osteo sarcoma, sarcoma de
Ewing, sarcoma de células veticulares, mieloma, tumor de células gigantes, tumor pulmonar de células pequefias, calculos
biliares, tumor de células de los islotes, tumor cerebral primario, tumores linfociticos y granulociticos agudos y crénicos,
leucemia de células pilosas, adenoma, hiperplasia, carcinoma medular, feocromocitoma, neuronas de la mucosa,
ganglioneuromas intestinales, tumor del nervio corneal hiperplasico, tumor del habito marfanoide, tumor de Wilm,
seminoma, tumor de ovario, tumor de leiomiomater, displasia cervical y carcinoma in situ, neuroblastoma, retinoblastoma,
sarcoma de tejido blando, carcinoide maligno, lesién cutanea tépica, micosis fungoide, rabdomiosarcoma, sarcoma de
Kaposi, sarcoma osteogénico y otros, hipercalcemia maligna, tumor de células renales, policitermia vera, adenocarcinoma,
glioblastoma multiforme, leucemias, linfomas, melanomas malignos, carcinomas epidermoides y otros carcinomas y
sarcomas. Otras afecciones cancerosas incluyen leucemia mieloide aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mielégena crénica, leucemia linfoblastica cronica, enfermedad de Hodgkin y linfomas no
Hodgkin.

Las vias de administracion y los niveles de dosificacion para su uso en los presentes métodos se describen mas adelante.

En un aspecto, un péptido antibacteriano o antitumoral de la descripcién puede usarse en combinacién con uno o mas de
otros agentes activos, para tratar infeccion o cancer. Esto se describe mas abajo.

Productos combinados y métodos
Segun lo anterior, un péptido de Férmula | o Il puede usarse en terapia en combinaciéon con uno o mas de otros farmacos.

Por ejemplo, un péptido antibacteriano puede usarse en combinacion con otros agentes antibacterianos tales como
cualquiera de los descritos en la presente. Puede usarse un péptido antitumoral en combinacién con otras terapias
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anticancerigenas como cualquiera de las descritas en la presente. De manera similar, un péptido de Férmula | o Il puede
usarse de manera no terapéutica como un agente antibacteriano en combinacion con uno o mas agentes diferentes, por
ejemplo, en una composicion antibacteriana o para el cuidado personal. Los Ejemplos de combinaciones se describen en
la presente.

Los diversos ingredientes activos que son para uso combinado pueden administrarse simultaneamente, secuencialmente
o por separado. Los farmacos o agentes pueden suministrarse en la misma composicion, o en diferentes composiciones
para uso combinado, por ejemplo, en forma de kit.

Por lo tanto, en un aspecto, la descripcion se refiere a productos para uso combinado en el tratamiento o prevencién de
infeccion bacteriana, los productos que comprenden un péptido antibacteriano de Férmula | o Il y uno o mas agentes
antibacterianos para su administracién por separado, secuencialmente o simultdneamente. La descripcion se refiere
ademas a productos para uso combinado en el tratamiento o prevencion del cancer, los productos que comprenden un
péptido antitumoral de Féormula | o Il y uno o mas agentes anticancerigenos para su administracion por separado,
secuencialmente o simultaneamente. La descripcidon proporciona ademas productos para uso antibacteriano no
terapéutico combinado, los productos que comprenden un péptido antibacteriano de Férmula | o Il y uno o mas agentes
adicionales para su uso por separado, secuencialmente o simultaneamente.

Por lo tanto, los presentes péptidos antimicrobianos pueden usarse solos en formulaciones como el agente antimicrobiano
Unico o principal, o en combinacién con otros agentes. Sin desear limitarse a una teoria, se cree que los péptidos matan
las bacterias mediante la ruptura de la membrana bacteriana. Este es un proceso Unico, diferente al de los antimicrobianos
farmacéuticos tanto los que se conocen bien y los que se han desarrollado recientemente tales como, penicilina,
metronidazol, tinidazol, cefamandol, latamoxef, cefoperazona, cefmenoxima y furazolidona. Cuando se combinan con
otros antimicrobianos para tratar la infeccion bacteriana, los presentes péptidos pueden proporcionar efectos sinérgicos
y, por lo tanto, pueden usarse dosis reducidas ya que tienen proporcionan diferentes mecanismos de tratamiento.

Para el cuidado personal general, las necesidades de eficacia antimicrobiana varian y los propdsitos generalmente se
asocian con la proteccion y la prevencion. Generalmente no se requieren las mayores eficacias que se necesitan en el
uso farmacéutico, y pueden usarse péptidos de eficacia antimicrobiana mas baja. Por lo tanto, en las composiciones para
el cuidado personal, como ingredientes, o como desinfectantes, los péptidos pueden formularse junto con otros
antimicrobianos, que incluyen los naturales como el acido lactico, el acido citrico, el acido acético, y sus sales. Esta lista
también se extiende a extractos de plantas y aceites vegetales con diversas actividades antimicrobianas, que incluyen
aceite de canela, aceite de clavo, aceite de eucalipto, ajo, aceite de orégano, aceite de lavanda, aceite de leleshwa, aceite
de limoén, aceite de menta, aceite de neem, nigella sativa, aceite de menta, aceite de sandalo, sideritis, aceite de té, aceite
de tomillo. Los fenoles y terpenos derivados de plantas se usan ampliamente como conservantes para alimentos y son
atractivos como antimicrobianos para productos de cuidado personal. Sus usos combinados con péptidos en productos
formulados ofrecen beneficios en sinergia y eficacia.

Los antimicrobianos activos sintéticos que se usan ampliamente en el cuidado personal y la limpieza general de la
superficie son principalmente gluconato de clorhexidina (catiénico), yodo y yodoforos (que requieren estabilizacion con un
polimero y tensioactivos no iénicos etoxilados para reducir la irritacion del yodo), compuestos de amonio cuaternario (los
que mas se usan son los alquil cloruros de benzalconio) y triclosan (no iénico, facil de formular con una variedad de
tensioactivos). Los ingredientes sinérgicos inactivos o leves son agua, cocaminopropil betaina, propilenglicol, alantoina,
cloruro de cetrimonio, cuaternio 12, 6xido de cocaminopropilamina, diazolidinil urea, cuaternio 15, metil parabeno, propil
parabeno, agente colorante, fragancia, TEA, acido citrico.

En vista de la toxicidad conocida y los efectos secundarios de tales antimicrobianos quimicos, su uso reducido o reemplazo
por péptidos antimicrobianos como los descritos en la presente descripcion tiene beneficios para los usuarios y el medio
ambiente.

Las terapias contra el cancer que pueden usarse en combinacidon con los péptidos presentes incluyen cualquier
tratamiento adecuado contra el cancer, tal como quimioterapia o radioterapia. Los farmacos contra el cancer incluyen, por
ejemplo, cisplatino, a los que se hace referencia en la presente.

Como se describe en los presentes Ejemplos, los presentes péptidos pueden usarse en combinacion con uno o mas
tensioactivos, particularmente en productos o composiciones que se destinan a la aplicacién en la piel o el cabello. Se ha
demostrado que varios tensioactivos mejoran el efecto antibacteriano de los presentes péptidos. Se ha demostrado que
el polipéptido de superficie activa de la membrana del huevo Mx, por ejemplo, mejora la actividad antibacteriana de los
péptidos, por ejemplo, los péptidos GO y G3 (Ejemplo 12), a pesar de una aparente falta de actividad antibacteriana para
el polipéptido Mx cuando se usa solo. Por consiguiente, en un aspecto, la descripcion proporciona productos para uso
combinado en el tratamiento o prevencion de infeccién bacteriana, los productos que comprenden un péptido
antibacteriano de Féormula | o Il y uno o mas tensioactivos para administracion por separado, secuencialmente o
simultaneamente. La descripcién también proporciona productos para uso antibacteriano combinado no terapéutico, los
productos que comprenden un péptido antibacteriano de Férmula | o Il y uno o mas tensioactivos para uso por separado,
secuencialmente o simultaneamente. Cuando los productos o composiciones se destinan a un uso bioldgico, el o los
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tensioactivos son tipicamente biocompatibles. En un aspecto, el o los tensioactivos comprenden el polipéptido Mx como
se describe en la presente.

Composiciones

En un aspecto, la descripcién se refiere a composiciones que comprenden uno o mas péptidos de Férmula | o Il del primer
o segundo aspecto de la descripcion.

Una composicidon puede ser una composicion que contiene tensioactivo, o una composiciéon que contiene conservantes
como cualquiera de las descritas en la presente en relacién con el uso de péptidos, que incluyen composiciones
farmacéuticas y composiciones para el cuidado personal.

Una composicion de la descripcion puede ser una composicion antibacteriana.

La composicion puede ser para uso no terapéutico (por ejemplo, un aerosol, gel o liquido desinfectante, para el lavado de
manos, un enjuague bucal, un champu o una crema, pomada o aerosol cosmético) o puede ser una composicion
farmacéutica para uso terapéutico como se describe ademas en la presente descripcion.

Por consiguiente, en un aspecto, la descripciéon proporciona ademas una composicion antibacteriana que comprende un
péptido de Férmula | o Il del primer o segundo aspecto de la descripcion.

La descripcion también proporciona una composicion para el cuidado personal que comprende un péptido de Féormula | o
Il del primer o segundo aspecto de la descripcion.

La descripcion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un péptido de Férmula | o Il del primer
o segundo aspecto de la descripcion o una sal farmacéuticamente aceptable de esta, en mezcla con uno o mas
excipientes, vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica que comprende un péptido de Férmula | o Il puede ser una composiciéon para tratar una
infeccion bacteriana, o para tratar el cancer, en la que el péptido es un ingrediente activo (antibacteriano o antitumoral).
Sin embargo, como anteriormente, la descripcion también se refiere a composiciones farmacéuticas en las que el péptido
de Formula | o Il no es un ingrediente activo, sino que actia como un tensioactivo o conservante.

Una composicién farmacéutica generalmente incluye al menos un ingrediente activo y un excipiente farmacéuticamente
aceptable (por ejemplo, vehiculo o diluyentes).

Una composiciéon para tratar una infeccién bacteriana, o para tratar el cancer, que comprende un péptido de Féormula | o
Il como ingrediente activo puede incluir adicionalmente uno o mas de otros agentes activos, por ejemplo, uno o mas de
otros agentes antibacterianos, o uno o mas otras terapias anticancerigenas.

Una composicién de acuerdo con la descripcion, como cualquiera de las descritas en la presente, puede comprender uno
0 mas péptidos de Férmula | o Il del primer o segundo aspectos de la descripcién y uno o mas tensioactivos, por ejemplo,
el polipéptido Mx.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables Utiles en los métodos descritos en la presente son convencionales.
Remington's Pharmaceutical Sciences, por E. W. Martin, Mack Publishing Co, Easton, PA, 15a Edicion (1975)), describe
composiciones y formulaciones adecuadas para la administracion farmacéutica de los péptidos descritos en la presente.

Dichas preparaciones pueden contener habitualmente concentraciones farmacéuticamente aceptables de sales, agentes
tampones, conservantes, antioxidantes, vehiculos compatibles, y como anteriormente, otros agente terapéuticos
opcionalmente.

Las formulaciones también pueden incluir antioxidantes y/o conservantes. Como antioxidantes pueden mencionarse
tocoferoles, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, sales de acido sulfuroso (por ejemplo, sulfato de sodio, bisulfito
de sodio, bisulfito de sodio-acetona, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio, sulfoxilato de sodio-formaldehido, tiosulfato
de sodio) y acido nordihidroguaiarético. Los conservantes adecuados pueden ser, por ejemplo, fenol, clorobutanol, alcohol
bencilico, metil parabeno, propil parabeno, cloruro de benzalconio y cloruro de cetilpiridinio.

Una composicion farmacéutica puede tener varias formas diferentes en dependencia de, por ejemplo, como se
administrara la composicion.

Puede usarse cualquier via de administracion y/o medio de administracién adecuado para administrar un péptido o una
composicion a un sujeto, por ejemplo, oral, parenteral, transdérmico, intradérmico, interarterial o intravenoso. La
administracion puede ser tépica. En un ejemplo, la administracion puede ser mediante inyeccién o infusion intravenosa,
interarterial o subcutanea, o mediante administracion oral. En un ejemplo, el péptido puede administrarse en forma de un
acido nucleico que codifica el péptido. Los métodos para la administracién de acidos nucleicos se conocen en la técnica.
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En un caso, una composiciéon es para administraciéon oral. Una formulacién farmacéutica oral puede ser para
administracion repetida, por ejemplo, una al dia, dos al dia o una frecuencia mayor. Las formas de dosificacion sélidas
para administracion oral incluyen capsulas, tabletas (también llamadas pildoras), polvos, y granulos. En tales formas de
dosificacion solidas, el compuesto activo se mezcla tipicamente con al menos un excipiente o vehiculo inerte,
farmacéuticamente aceptable, tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o uno o mas rellenos, extendedores,
humectantes, adyuvantes de disolucion, agentes idnicos de superficie activa. Los compuestos activos pueden estar
ademas en forma microencapsulada, si es apropiado, con uno o mas excipientes.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y
elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las formas de dosificacion liquidas pueden
contener diluyentes inertes que se usan cominmente en la técnica, tales como agua u otros disolventes, agentes
solubilizantes y emulsionantes.

En un ejemplo, una composicion puede ser para administracion parenteral. Las preparaciones parenterales pueden
administrarse por una o mas vias, tales como intravenosa, subcutanea, intradérmica e infusion; un ejemplo particular es
intravenoso. Una formulacién descrita en la presente descripcion pueden administrase mediante el uso de una jeringa,
inyector, émbolo para formulaciones sélidas, bomba, o cualquier otro dispositivo que se reconoce en la técnica para la
administracién parenteral.

Los niveles de dosificacion reales del ingrediente activo (por ejemplo, un péptido) en las composiciones farmacéuticas
pueden variarse para obtener una cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica que
se desea, para un sujeto, composicion, y modo de administracion particulares (a los que se hace referencia en la presente
descripcion como una "cantidad terapéuticamente eficaz").

El nivel de dosificacion que se seleccione puede depender, por ejemplo, de la actividad del ingrediente activo particular,
la gravedad de la afeccién que se trata y la afeccion y el historial médico previo del paciente que se trata. Sin embargo,
dentro de la experiencia de la técnica esta comenzar con dosis a niveles mas bajos que los que se requieren para lograr
el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se logra el efecto deseado.

EJEMPLOS

Ahora se describira la invencion en mayor detalle con referencia a los siguientes ejemplos especificos.
Ejemplos 1 al 7

Materiales y métodos

Sintesis y purificacion de péptidos

Los aminoacidos protegidos (Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Gly-OH), 2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-hexafluorofosfato de tetrametiluronio (HBTU), 1-hidroxibenzotriazol anhidro (HOBt anhidro), diisopropil etilamina
(DIEA) y resina de amida de Rink MBHA se adquirieron de GL Biochem (Shanghai) Ltd. y se usaron como se recibieron.
Se obtuvieron otros reactivos y solventes de Sigma y se usaron sin purificaciéon adicional a menos que se indique de
cualquier otra manera. El diclorometano (DCM) y la dimetilformamida (DMF) se redestilaron y posteriormente se secaron
con tamices moleculares antes de su uso. Los péptidos se sintetizaron mediante el uso de una forma de estrategia de
fase soélida Fmoc estandar en un sintetizador de microondas comercial CEM Liberty. Se usé la resina de amida de Rink
MBHA (0,83 mmol/g) como soporte para permitir que se amidara el extremo C-terminal. La escision de la resina y la
desproteccion de la cadena lateral se llevaron a cabo mediante el uso de una mezcla de acido trifluoroacético (TFA), agua,
triisopropilsilano (TIS) (95: 2,5: 2,5 volumen/volumen) durante 3 h a temperatura ambiente. Los péptidos crudos se lavaron
repetidamente con éter etilico frio al menos ocho veces y después se purificaron mediante HPLC-RP (> 95 %).

Se confirmaron las identidades de los péptidos resultantes mediante analisis de masas MALDI-TOF. Para el analisis de
masas MALDI-TOF, las mediciones se llevaron a cabo en un espectrometro de masas de desorcién/ionizacion por laser
asistido por matriz Bruker Biflex 11l (MALDI-TOF) equipado con un laser de nitrogeno de 337 nm y se uso6 acido 4-hidroxi-
a-cianocinamico como matriz. La muestra se disolvid con la matriz en la mezcla de acetonitrilo y agua (1:1,
volumen/volumen) que contenia acido trifluoroacético al 1 %. Se colocaron alrededor de 0,5 pl de la solucién de la muestra
en una placa de muestra de metal y después se dejaron secar al aire a la temperatura ambiente de alrededor de 20 °C.
Los espectros de masas se adquirieron en modo lineal positivo y se usé un voltaje de aceleracion de 19 kV. La calibracion
de masas externa se realizé mediante el uso de una mezcla de péptidos estandar y la potencia del laser se ajustd cerca
del umbral de ionizacién. Generalmente se adquirieron y promediaron 100 pulsos.

El G(IIKK)3l-NHzmarcado con FITC en el extremo N-terminal se sintetizé también por el método de fase sélida como se
informd en Julian y otros 2009. Debido a que se cree que puede ocurrir degradacion durante el ultimo proceso de escision
en un entorno acido por un mecanismo similar a la degradacion de Edman inducida por feniltioisocianato y producir
fluorescein tiohidantoina (FTH) cuando se une directamente el FITC en la amina N-terminal de los péptidos anclados,
introdujimos acido 6-aminohexanoico (Ahx) entre el ultimo aminoacido y el enlace de tiourea que se genera a través de la
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reaccion de isotiocianato y amina. Los procedimientos detallados fueron los siguientes: en primer lugar, se sintetizé el
Ahx-G(lIKK)sl-resion en el sintetizador de microondas que toma el Fmoc-Ahx como aminoacido junto con el aminoacido
N-terminal. La porcién de fluoresceina (FI) se unié mediante el tratamiento de un Ahx-G(IIKK)sl (0,25 mmol) unido a resina
con FITC (1,0 mM) y diisopropil etil amina (DIEA, 5 mM) en 10 ml de DMF durante 24 h con exclusion de la luz. Se usé la
prueba de ninhidrina para verificar la finalizacion de la reacciéon. Las moléculas de FITC sin reaccionar se extrajeron
mediante un filtro y se lavaron repetidamente con DCM hasta que el filtrado se volvié transparente. Los péptidos marcados
con FITC se escindieron de la resina mediante el uso de TFA/TIS 95:5 durante 3 h a temperatura ambiente. La purificacion
del producto crudo fue similar.

Determinacion de la actividad superficial y la penetracion en monocapas lipidicas

Este experimento se realizé mediante la aplicacion de la medicion de la tension superficial desde un Langmuir a una placa
de pocillos, donde cada pocillo contenia 350 ul de solucién tampon Tris 10 mM (que también contenia NaCl 154 mM). El
lipido (DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) o DPPG (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-glicerol) se cargé tras
dejar caer cuidadosamente una pequefia gota de soluciéon de cloroformo con la tension superficial equilibrada que se
controld inicialmente a 30 mN/m. Después se afiadio la solucién del péptido para alcanzar una concentracion final de 3
MM, seguido de la posterior monitorizacion de la tension superficial contra el tiempo.

Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Los espectros de CD se midieron en un espectréometro Bio-Logic MOS 450 mediante el uso de una celda de cuarzo de 1
mm de longitud de trayectoria. Los espectros se registraron de 190-250 nm a una velocidad de exploracion de 50 nm/min.
Los péptidos se disolvieron en agua y se prepararon diferentes vesiculas unilamelares pequefias (SUV) de fosfolipidos
en tampon tris-HCI 10 mM (pH 7,4). En todas las pruebas, las concentraciones de péptidos se fijaron a 0,1 mM. Los
espectros de linea de base para cada solvente se obtuvieron de antemano. Se promediaron tres exploraciones para
mejorar la relacion sefal/ruido. Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y los datos de CD se
expresaron como elipticidad molar residual media.

Preparacion de las SUV de fosfolipidos

Se prepararon dos vesiculas unilamelares pequefias (SUV) de diferentes composiciones de fosfolipidos, DPPC o DPPG,
mediante tratamiento ultrasénico. Tipicamente, los lipidos secos se disolvieron en cloroformo en un recipiente pequefio
de vidrio y los solventes se eliminaron mediante evaporacion al vacio durante la noche para formar una pelicula delgada
en la pared del recipiente de vidrio. Las peliculas finas secas se rehidrataron en tampon Tris 10 mM (Debido a la
interferencia para la sefial de CD de CI-, usamos una pequefa cantidad de HF en lugar de HCI para modular el pH del
tampon Tris a 7,4) mediante la mezcla en agitador y las dispersiones de lipidos se sonicaron en agua helada durante 10
minutos con un ultrasonido con punta de titanio hasta que la solucién se volvié transparente.

Ensayo antimicrobiano

Para determinar la actividad antibacteriana de los péptidos, se construyeron curvas de tasa de supervivencia. Las
bacterias (E.coli DH5a o B. subtilis 168) se incubaron con péptido a concentraciones variables del péptido a 37 °C durante
1 h. Se extrajeron alicuotas de 2 pl, se diluyeron y se extendieron sobre placas de agar. Después de la incubacion durante
la noche a 37 °C, las bacterias supervivientes se expresaron como el porcentaje de células totales y se trazaron curvas
de supervivencia (Figura 4). Los controles fueron bacterias sin péptido.

Las concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de cada péptido se midieron por el método estandar de microdilucion. La
prueba se realizd en placas estériles de 96 pocillos en un volumen final de 200 pl. Se afiadieron alicuotas (100 pl) de una
suspension bacteriana a 1 x 10% (unidades formadoras de colonias (CFU)/ml) en medio de cultivo a 100 pl de la solucion
del péptido (diluciones seriadas dobles en tampén PBS 10 mM). Después de la incubacién durante 18-24 h a 37 °C, se
evalud la inhibicién del crecimiento bacteriano mediante la medicion de la absorbancia a 600 nm con un lector de
microplacas de ELISA. La MIC se definié6 como la concentracion mas baja de péptido para la cual no hubo crecimiento
visible. Cada determinacion se realizé al menos tres veces.

Actividad antitumoral

Las actividades antitumorales de los péptidos se midieron mediante el uso del ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,-difenil
tetrazolio bromuro (MTT) y el valor de ICsy se calculé como la concentracion de péptido que indujo una inhibicion del
crecimiento del 50 % en comparacion con el control no tratado.

Las células HeLa y HL60 se cultivaron en placas de 96 pocillos (10° células/pocillo) en un medio completo [medio de
Dulbecco modificado por Iscove (IMDM)] con suero fetal bovino (FBS) al 10 % durante 24 h antes del tratamiento con el
péptido. Al dia siguiente, las células se trataron con péptidos, para dar concentraciones finales de 50, 25, 12,5, 6 y 3 uM,
y se incubaron durante 24 h mas. Después de la incubacion con péptidos, se afiadieron a cada pocillo 20 yl de una
solucion de 5 mg/ml del reactivo MTT y se incubaron durante 4 h a 37 °C. Después de extraer el sobrenadante, se
afadieron 150 pl de dimetilsulféxido (DMSO) para disolver los cristales de formazan que quedaron en los pocillos. Se
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determiné la absorbancia mediante el uso de un lector de microplaca de ELISA a 570 nm. Los pocillos sin células para
calibrar el espectrofotémetro y las células sin péptidos se tomaron como controles negativos.
Actividad hemolitica

Las actividades hemoliticas de los péptidos se midieron mediante la determinacién de la liberacion de hemoglobina
mediante suspensiones de eritrocitos humanos frescos al 4 % (volumen/volumen) a 540 nm. Los glébulos rojos humanos
frescos (hRBC) se centrifugaron y se lavaron tres veces con PBS (pH 7,4). Se mezclaron 100 yl de hRBC suspendidos
en PBS al 8 % (volumen/volumen) con 100 pl de diferentes series de péptidos que se diluyeron dos veces en una placa
estéril de 96 pocillos. Las placas se incubaron durante 1 h a 37 °C y se centrifugaron a 1000 g durante 5 min. Se
transfirieron alicuotas de 100 pl del sobrenadante a nuevas placas de 96 pocillos, y se monitorizd la liberacion de
hemoglobina mediante la medicion de la absorbancia del sobrenadante a 540 nm con un Lector de microplacas de ELISA.
Como controles negativos y positivos, se emplearon hRBC en PBS y Triton X-100 al 0,1 %. Se calcul6 el porcentaje de
hemolisis mediante el uso de la siguiente ecuacion:

% de hemodlisis)=[(Abss40nm con peptido-AbS540nm en PBS) / [(AbS540nm con Tritén X-100 0,1 %-AbS540nm en PBS)X100

Observacion de la lisis de la membrana bacteriana mediante microscopia de fluorescencia

Se incubd el péptido G(IIKK)3I-NH; a su MIC con las bacterias E. coli o B. subtilis durante 1 h, seguido de incubacién con
los colorantes DAPI (4',6-Diamidino-2-Fenilindol) y FITC (isotiocianato de fluoresceina). Los sistemas se observaron
mediante microscopia de fluorescencia. El FITC solo puede entrar a las células permeables con dafios en la membrana.

Observacion de la lisis de la membrana bacteriana mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

El Péptido G(IIKK)3lI-NH a su MIC se incubd con las bacterias E. coli o B. subtilis durante 1h. Después de la fijacion con
aldehido al 2,5 %, la deshidratacion en gradiente, el secado por punto critico y la pulverizacion con oro, se tomaron
imagenes de SEM de estas muestras.

Evaluacion del dafio de la membrana celular en células HeLa mediante la determinacioén de la fuga de calceina

Las células Hela se tifieron primero mediante incubacion con el colorante calceina-AM (calcein acetoximetil éster).
Después se anadio el péptido 0,1 mM durante 30 minutos, 1 hora y 2 horas. Se extrajo la solucion transparente superior
y se midid la intensidad de fluorescencia residual del cuerpo celular (el control negativo fue con PBS y el control positivo
fue con Triton X100 0,1 % para proporcionar 0 y 100 % de liberacién respectivamente).

En condiciones similares, se usaron ensayos de MTT para verificar la viabilidad celular de modo que la extension del dafio
de la membrana celular pueda vincularse con la viabilidad celular.

Evaluacion del dafio de la membrana celular y la ruptura celular en células HeLa mediante SEM

Las células HelLa se incubaron en G(lIKK)3l-NH>10 uM durante 24 h. Después de la fijacion, la deshidratacion en gradiente,
el secado por punto critico y la pulverizacién con oro, se tomaron imagenes de SEM.

Selectividad de G(IIKK)3l-NH>

Para verificar adicionalmente la citotoxicidad selectiva de G(IIKK)3l-NH> in vitro, afiadimos el G(IIKK)3l-NH, marcado con
FITC a los dos sistemas de cocultivo que contienen la linea celular de mamiferos NIH 3T3 (huésped modelo) y la bacteria
B. subtilis 168 o la linea de células cancerosas (HL 60). Especificamente, las células NIH 3T3 se cultivaron a 37 °C con 5
% de CO; en IMDM suplementado con FBS al 10 %. Después de alcanzar una confluencia superior al 80 %, las células
se transfirieron a una placa de 6 pocillos que contenia cubreobjetos estériles en el fondo hasta una concentracion final de
1 x 10°% células/pocillo. Después de un cultivo de una noche a 37 °C, se reemplazo el medio con 1 ml de B. subtilis 168
suspendido en PBS con una densidad de 1 x 108 CFU/ml o 1 ml de células HL 60 suspendidas en PBS con una densidad
de 1 x 105 células/ml. Mientras tanto, el G(IIKK)3l-NH, marcado con FITC que se disolvio en el mismo tampon también se
afiadié a cada pocillo a la concentracion final de 20 uM. Después de la incubacién a 37 °C durante 1 h, el sobrenadante
que contiene bacterias o células HL 60 se separ6 de las células adherentes y se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.
Tanto las células como las bacterias se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con glutaraldehido al 2,5 % durante 1 hora
a temperatura ambiente, por separado. Finalmente, se colocaron 20 ul de las suspensiones de bacterias o de células HL
60 sobre el cubreobjetos y se observo la localizacion del G(lIKK)zl-NH2, marcado con FITC mediante un microscopio de
fluorescencia Nikon TS100-F equipado con un lente de inmersion en aceite.

Resultados

Ejemplo 1 - Disefo, sintesis y propiedades fisicas de una serie de péptidos catidnicos
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Se disefiaron nueve péptidos (Hélice-1 a Hélice-9) como se enumera en la Tabla 1 a continuacion.

Caodigo

Hélice-1
Hélice-2
Hélice-3
Hélice-4
Hélice-5
Hélice-6
Hélice-
7%
Hélice-8

Hélice-9

Tabla 1: Lista de péptidos antibacterianos que se estudiaron

Secuencia

G(IKK)I-NH;
G(IIKK)2l-NH;
G(IIKK)3l-NH;
G(IIKK)4l-NH;
G((LLKK)sL-NH;
G(VVKK)3V-NH;
G(Il00)sI-NH;
GKI(KKII)KII-

NH2

GIK(KKII))KII-
NH,

NUm. de
aminoacidos

10

14

18

14

14

14

14

14

Cargas

cationicas

Estimaciones de longitudes de cadenas
completamente estiradas/A

20

30

42

54

42

42

42

42

42

*O en Heélice-7 es ornitina (Orn), un aminoacido catiénico como se describe en la presente descripcion.

Los péptidos se sintetizaron mediante sintesis de péptidos en fase sélida en resina de amida de Rink MBHA como en los
Materiales y Métodos, y todos se purificaron hasta > 95 % de homogeneidad.

Todos los péptidos estaban cubiertos con Gly en el extremo N-terminal y amidacién en el extremo C-terminal, lo que se
creia que no solo proporcionaban resistencia a las peptidasas, sino que también favorecia el enlace de hidréogeno a-
helicoidal (Tossi y otros 1997; Tossi y otros 2000). En los péptidos, el C terminal izquierdo esta desbloqueado, por lo tanto
con 1 carga catidnica. En la presente descripcion, el bloqueo del extremo derecho NH, puede abreviarse, por ejemplo,
G(I100)3l-NH; puede escribirse como G(II00)l). La masa molecular (MW) de cada péptido se confirmé mediante MALDI-
ToF MS (Tabla 2 a continuacion).

Tabla 2. Las masas de los péptidos sintéticos que se usaron

Péptidos
G(IIKK)I-NH2
G(IIKK)2I-NH2
G(IIKK)3l-NH2
G(IIKK)4l-NH2
G((LLKK)3L-NH2
G(VVKK)3V-NH2
G(1100)3l-NH:
GKI(KKI)2KII-NH2
GIK(KKII))2KII-NH2

Mw Teodrico

669,9

1152,6
1635,2
21179
1635,2
15371
1550,1
1635,2
1635,2
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MW reales/[M % H]
670,5

1153,2

1635,6

2117,9

1635,5

1537,5

1551,5

1635,1

1635,1
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Ninguna de las muestras estudiadas tenia picos que indicaran la presencia de impurezas.
Se realiz6 una proyeccion de la rueda de Schiffer-Edmundson de los péptidos helicoidales 2, 3, 4, 8 y 9 (Figura 1).

Se examinaron los péptidos helicoidales 1-4 (el G(IIKK),l-NHz, n = series 1-4) para determinar la actividad superficial y la
penetracion en monocapas lipidicas (DPPC o DPPG), como se describe en Materiales y Métodos. Como se muestra en
la Figura 2, los péptidos interactian mas fuertemente con el DPPG cargado negativamente que el DPPC zwitterionico, lo
que resulta en un mayor aumento de la tension superficial.

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) se us6 para evaluar las estructuras plegadas de los péptidos 1-4 en solucion
acuosa y en vesiculas lipidicas miméticas de membrana (DPPC o DPPG) como en los Materiales y Métodos.

Los péptidos se desplegaron en la solucién acuosa (Figura 3A) debido al enlace de hidrogeno intermolecular considerable
entre las cadenas peptidicas y las moléculas de disolvente y también a la repulsién catidnica intramolecular entre los
residuos de lisina vecinos. En las SUV de DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) zwitteriénico, que imitan las
membranas normales de la célula huésped de mamifero, todos los péptidos permanecieron sin estructurar (Figura 3B).

En los DPPG (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol) cargados negativamente, pequefias vesiculas unilamelares (SUV)
que imitan las membranas de células tumorales y bacterianas, todos los péptidos excepto G(IIKK)I-NH, adoptaron la
estructura tipica de hélice a, con valores minimos medios de elipticidad molar residual a 208 y 222 nm (Figura 3C). Por lo
tanto, hay un cambio estructural claro que se debe a la interaccion con las vesiculas lipidicas.

Todos los demas péptidos helicoidales que se estudiaron mostraron respuestas estructurales similares tras la exposicion
a las dos SUV lipidicas. Se encontré que la propension a formar una estructura helicoidal aumenta con la longitud del
péptido.

Por lo tanto, las mediciones de CD revelaron no solo la delicada interaccion entre el efecto hidrofébico, la interaccion de
cargay el enlace de hidrégeno crucial para la formacion de la hélice, sino también las bases moleculares de la selectividad
peptidica entre las diferentes membranas celulares.

Ejemplo 2 - Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los péptidos

Las actividades antimicrobianas de los péptidos se midieron contra GramnegativasEscherichia coli (E. coli DH 5 a) y
Gram-positivas Bacillus subtilis (B. subtilis 168).

Se construyeron curvas de tasa de supervivencia para los péptidos 1-4 como en los Materiales y Métodos. Los resultados
se muestran en la Figura 4.

Se determinaron los valores de MIC (concentracion inhibitoria minima: la concentracion mas baja de péptido/farmaco que
inhibe el crecimiento bacteriano) para cada uno de los péptidos 1-9, también como se describe en Materiales y Métodos.
Los resultados se muestran en la Tabla 3 (Figura 7) con los resultados de dos péptidos antibacterianos naturales
(magainina-2 y melitina), antibiético ampicilina, y el farmaco anticancerigeno cisplatino que se citan para comparacion.

El G(IIKK)I-NH tiene la actividad mas débil y no mostré mucho efecto antimicrobiano incluso hasta la concentracion de 1
mM, consistente con su corta longitud (n = 1) y la falta de respuestas estructurales. La actividad bactericida aumento
significativamente con el aumento de la longitud del péptido o la unidad de repeticion, de acuerdo con la estructura
helicoidal mejorada, la anfipaticidad y la cationicidad.

El G(IIKK)3l-NH2 y el G(IIKK)4I-NH; son particularmente efectivos contra ambas bacterias, con MIC en el rango de 0,5-8
pUM. Estos valores de MIC son altamente comparables a los de la melitina y la ampicilina con MIC de alrededor de 2-10
MM, lo que los hace tan potentes como muchos AMP naturales y antibiéticos comerciales (Dathe y otros 2001, Cruciani y
otros 1991, Wieprecht y otros 1997, Asthana y otros 2004, Greenwood y otros 1970). Los péptidos disefiados son mas
efectivos contra la Gram-positiva B. subtilis que la Gram-negativa E. coli. Esta tendencia es similar a la Melitina y la
Ampicilina pero los péptidos disefiados son mas efectivos.

Ejemplo 3 - Evaluacion de la actividad antitumoral de los péptidos

La actividad antitumoral de los péptidos se midié en lineas celulares de cancer HeLa y HL60, como se describe en los
Materiales y Métodos. En la Figura 5 se muestran las curvas de tasa de supervivencia para los péptidos 1-4. Los valores
de ICsp (concentracion de péptido que provoca el 50 % de inhibicion del crecimiento de células tumorales) para los péptidos
1-9 se muestran en la Tabla 3 (Figura 7) con resultados para dos péptidos antibacterianos naturales (magainina-2 y
melitina), el antibiotico ampicilina y el farmaco anticancerigeno cisplatino que se citan para comparacion.

Los péptidos muestran altas actividades contra las células tumorales. Los resultados antitumorales que se evaluaron de

las lineas celulares de cancer HeLa y HL60 muestran una tendencia similar a las actividades antibacterianas con el
aumento de la potencia con la n en la serie G(IIKK),I-NH2, n = 1-4 (Figura 7 (Tabla 3)).
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El G(IIKK)I-NH. tiene la actividad mas débil y no mostré mucho efecto antitumoral incluso hasta la concentracion de 1
mM, consistente con su corta longitud (n = 1) y la falta de respuestas estructurales.

El G(IIKK)3l-NHz, el G(IIKK)4l-NH2, GKI (KKII)2KII-NH2 y G(1100)3l-NH, muestran alta potencia contra ambos tipos de
lineas celulares de cancer, con valores de ICs en el rango de 4-25 uM (Figura 7 (Tabla 3)). Las actividades de G(IIKK)4l-
NH y G(II00)sl-NH; contra las células HeLa son comparables al cisplatino, uno de los agentes quimioterapéuticos que
mas se usan y potentes contra el cancer (Takara y otros 2006).

Ejemplo 4 - Evaluacion de la actividad hemolitica de los péptidos en globulos rojos humanos

Se evalud la toxicidad de los péptidos contra las células huésped normales mediante la evaluacién de la actividad
hemolitica en los glébulos rojos humanos.

La actividad hemolitica se determiné mediante el uso de glébulos rojos humanos frescos (hHRBC) como se describe en los
Materiales y Métodos. Las curvas de dosis-respuesta para las actividades hemoliticas de los péptidos 1-5 y 8 se muestran
en la Figura 6. Los valores de ECs (concentracion que provoca el 50% de lisis de eritrocitos) para los péptidos 1-9 se
muestran en la Figura 7 (Tabla 3), con resultados para dos péptidos antibacterianos naturales (magainina-2 y melitina), el
antibiotico ampicilin,a y farmaco anticancerigeno cisplatino que se citan para comparacion.

La tendencia general es similar a la que se encuentra en las actividades antimicrobianas y antitumorales, es decir, la
potencia aumenta con el aumento de n en las series G(IIKK),I-NH>, n = 1-4. Sin embargo, de manera importante, sobre
los rangos de concentraciones activas contra bacterias y células cancerosas, hay poca actividad o toxicidad contra los
hRBC. Esta caracteristica es importante para la aplicacion terapéutica de los péptidos.

Especificamente, los dos péptidos cortos G(IIKK)I-NH2 y G(IIKK)2I-NH- son inactivos hasta 250 uM. Aunque el péptido
G(IIKK)3l-NH2 mostré cierta actividad hemolitica, solo provocé menos del 10 % de hemdlisis de eritrocitos a 10 veces la
MIC (80 puM) contra E. coli y muy poca hemdlisis a 10 veces la MIC (20 uM) contra B. subtilis. El G(IIKK)4l-NH; tuvo la
mayor actividad hemolitica en las series G(IIKK),I-NH2 n = 1-4 estudiadas, lo que produce ~el 25 % de lisis de eritrocitos
a 10 veces la MIC (20 pM) contra E. coli. En general, el G(IIKK)3l-NH; ofrece una selectividad 6ptima contra bacterias y
células cancerosas mientras que su toxicidad para los hRBC se mantuvo baja, lo que refleja el equilibrio de los efectos de
la longitud del péptido. La desestabilizacion de la superficie helicoidal hidrofébica cuando se usa GKI(KKII):KII-NH;
condujo a la mejora en la hemolisis con actividades antibacterianas similares, particularmente contra el rendimiento de
G(IIKK)4l-NH2. EI G(1IOO)3l-NH2> mostré la mejor selectividad, evidente a partir de las MIC mas bajas y la ICsp mas baja
con la ECso mas alta entre los mejores resultados.

Ejemplo 5 - Examen del mecanismo antibacteriano

La lisis de membrana en las células de E. coli y B. subtilis, en presencia de G(lIKK)s3I-NH;, se observd mediante
microscopia de fluorescencia y microscopia electrénica de barrido (SEM) como se describe en los Materiales y Métodos.

Los resultados se muestran en las Figuras 8 (fluorescencia) y 9 (SEM). El colorante fluorescente puede observarse en las
células bacterianas después de la incubacién con los péptidos, lo que indica dafios en la membrana que conducen a la
ruptura celular.

Ejemplo 6 - Examen del mecanismo antitumoral

El dafo de la membrana celular en las células HelLa en presencia de los péptidos 1-4 se determiné mediante la mediciéon
de la fuga de calceina, como se describe en los Materiales y Métodos. Los ensayos de MTT se llevaron a cabo en las
mismas condiciones que se describen en la presente, de modo que el grado de dafo de la membrana podria compararse
con la viabilidad celular. Los resultados se muestran en la Figura 10.

El dafio de la membrana y la ruptura celular en células HelLa en presencia de G(lIKK)3l-NH, también se evalué mediante
SEM como se describe en la presente descripcion. Los resultados se encuentran en la Figura 11, que ilustra la fusion de
la membrana (B), el dafio local de la membrana (C) y la apoptosis (D).

Ejemplo 7 - Cocultivo para determinar la selectividad celular de los péptidos

Para confirmar ain mas las respuestas selectivas y la citotoxicidad de los péptidos, se sintetizé el G(IIKK)slI-NH,; marcado
con FITC de acuerdo con el método descrito anteriormente por Jullian M, y otros (Julian y otros 2009). El péptido marcado
se afiadid a dos sistemas de cocultivo que contienen ambas bacterias (B. subfilis 168) o células cancerosas HL60 y células
modelo de mamifero huésped (NIH 3T3) (véase Materiales y Métodos). Después de la incubacién durante 1 hora, se
observo la distribucion de FITC-G(IIKK)3l-NH> mediante el uso de microscopia de fluorescencia y los resultados se
muestran en la Figura 12. En las imagenes, las células adherentes son NIH 3T3, las células en forma de barra son B.
subtilis y las células redondeadas en suspension son HL60, que se sefialan con flechas negras.
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Como se muestra, la fluorescencia verde de FITC-G(IIKK)3l-NH; se concentré en los grupos bacterianos o en las células
HL60 pero no en ninguna parte de las células 3T3. Esto confirma ademas que el G(IIKK)sl-NH> muestra respuestas rapidas
y un reconocimiento altamente efectivo de las bacterias patdgenas y las células tumorales en el medio del cocultivo, sin
unién o asociacion con las células huésped modelo. Dicho sistema de cocultivo puede imitar el medio infectado in vivo
mejor que los ensayos paralelos que se usan comunmente.

Ejemplos 8 al 14

Se realizaron investigaciones adicionales sobre los efectos de los tensioactivos y polimeros como aditivos sobre las
actividades antibacterianas de los péptidos de la presente descripcion y sus toxicidades para las células de fibroblastos
dérmicos humanos. Dichos péptidos antibacterianos tienen aplicaciones en diversas areas, que incluyen una gama de
productos para el cuidado personal.

Los tensioactivos y los polimeros de superficie activa son necesarios en casi todas las formulaciones de productos, que
incluyen el cuidado de la piel y el cabello, y muchas formulaciones farmacéuticas. Sus funciones son variadas, desde
ayudar a dispersar los ingredientes activos y proporcionar estabilizacion del sistema hasta mejorar el rendimiento del
producto. Sin embargo, la adicion de especies de superficie activa puede alterar el rendimiento antibacteriano de los
péptidos de disefio corto. Por lo tanto, es util evaluar la compatibilidad de la formulacién. La superficie activa o actividad
de superficie en este trabajo se refiere a la capacidad del tensioactivo o polimero para reducir la tension superficial, que
posee la capacidad de adsorberse en la interfaz o reemplazar otras especies de superficie activa que ya se han adsorbido
en la interfaz. Por otro lado, la configuracion experimental actual también proporciona una evaluacion sistematica de la
biocompatibilidad de los sistemas que contienen tensioactivos y polimeros de superficie activa.

Materiales

Péptidos: Una lista de péptidos antibacterianos de disefio corto que se investigaron:
G2 = G(lIKK)2l - NH2 (helix-2);

G3 = G(lIKK)3 | - NH: (helix-3);

G4 = G(lIIKK)4 | - NH2 (helix-4);

GO = G(lI0O0)3 | - NHz (helix-7);

GKI = GKI(KKII)2 KII - NH2 (helix-8);

GIK = GIK(KKIl)2 KII - NH; (helix-9);
GL = G(LLKK)s L - NH; (helix-5).

Células mamiferas: Las principales células de la piel humana que se usaron fueron las células de fibroblastos, Neonatales
(HDFn) y Adultas (HDFa) que se obtuvieron de Invitrogen. En casi todos estos estudios, se realizaron mediciones paralelas
mediante el uso de la linea celular de fibroblastos 3T3 para comparacion directa. EI medio que se usé fue M106
suplementado con un suplemento de crecimiento sérico bajo (LSGS), los antibiéticos amoxicilina y penicilina. EIl MTT
(Bromuro de Tetrazolio Azul de Tiazolilo) que se us6 en este experimento para la evaluacion de la viabilidad se adquirié
de SIGMA Catalogo num.: M565.

Bacterias: los principales microorganismos que se usaron en esta investigacion fueron la Gram-negativa Escherichia coli
o E. coli, (EC) y la cepa de bacterias grampositivas Staphylococcus aureus o S. aureus, (SA). Se incubaron en medio LB
(Luria-Bertani).

Tensioactivos: La mayoria de los productos cosméticos contienen ingredientes que incluyen tensioactivos, espesantes y
agentes espumantes. Aqui hemos evaluado varios tensioactivos para investigar su influencia sobre el efecto
antibacteriano y la citotoxicidad para las células humanas. Los tensioactivos que se investigaron fueron tensioactivos
catiénicos (Bromuro de dodecil trimetilamonio, C12TAB), aniénicos (Dodecil sulfato de sodio, SDS) y no iénicos
(Pentaetilenglicol monododecil éter, C12E5; Hexaetilenglicol monododecil éter, C12E6), polimeros no iénicos
(PLURONIC; Copolimero P123 de Bloque de Oxido de Etileno/Oxido de Propileno disponible comercialmente, copolimero
tribloque F127 fabricado por BASF Corporation) y una mezcla comercial de tensioactivos (antibacteriano para el lavado
de las manos BYOTROL). Algunos ingredientes cosméticos comunes que se incluyen en la investigacion fueron las
etanolaminas de cocamida (CMEA, un agente espumante blanco lechoso, COMPERLAN 100); cocamidopropyl aetaine
(Tt, un detergente anfotérico, TEGO BETAIN); lauril éter sulfato de sodio (SLES, un agente espumante y detergente,
TEXAPON N 701).

Los polipéptidos nuevos que se evaluaron se derivaron de membranas de cascara de huevo, uno de peso molecular

pequefio (SL, con distribucion de peso molecular centrada de alrededor de 5-10 kDa) y uno de una mezcla de peso
molecular alto (Mx, con distribucion de peso molecular centrada alrededor de 30 -40 kDa). Ademas, se obtuvo un péptido
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natural adicional a partir de capullos de gusano de seda con una distribucion de peso molecular de mas de 10 kDa. Todos
estos péptidos fueron, por lo tanto, polimeros altamente mezclados y fueran solubles en agua en condiciones fisiologicas
que se evaluaron. En aras de la claridad, estos péptidos se denominan polipéptidos.

Ensayo de MTT: La viabilidad y proliferacion celular se evalia ampliamente mediante el ensayo de MTT como ya se
describi6 anteriormente.

RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Inversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real): Para determinar las actividades que se relacionan con la transcripcion de genes sobre la apoptosis de las
células Hela y los efectos inmunoldgicos de los linfocitos, se realizaron ensayos de RT-PCR. Brevemente, las células
HelLa se incubaron con G(lIKK)3l-NH2 10 uM para diferentes intervalos de tiempo (1, 3, 6 y 12 h) y los linfocitos se
incubaron con G(IIKK)3l-NHz 10 uM durante 1 h. Se extrajo el ARN total de las células mediante Trizol, se siguieron las
instrucciones del fabricante (Invitrogen, Gran Bretaiia). EI ARN total (1 ug) se someti6 a sintesis de ADNc con cebadores
aleatorios (PrimeScript Reverse Transcriptase, Takara, Japén). El PCR en tiempo real se realizé con el kit SYBR green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Estados Unidos) mediante el uso de un sistema de PCR en tiempo real 7500
(Applied Biosystems, Estados Unidos) de acuerdo con el protocolo del fabricante, y los datos se analizaron mediante el
método de la cuantificacion relativa de los 222Ct, Los niveles de transcripcion de genes relacionados se normalizaron a
los valores del gen centinela B-actina. Se usaron los siguientes cebadores: sentido de f-actina: 5'-
ATGCCAGGGTACATGGTGGT-3', antisentido: 5-TCGTGCGTGACATTAAGGAG-3'; sentido de la aspasa-8: 5'-
ATGGACTTCAGCA GAAATCTT-3', antisentido: 5'-CATGTCATCATCCAGTTTGC-3"; sentido fas: 5'-
ATTATCGTCCAAAAGTGTTA-3',  antisentido:  5-TCACACAATCTACATCTT CTG-3; sentido literal: 5'-
ATGCAGCAGCCCTTCAATTAC-3', antisentido: 5'-CAATCCTACCAAGGCAACC-3" sentido IL2: 5'-
CACATTAACCTCAACTCC TGCCAC-3', antisentido: 5-CGTTGATATTGCTGATTAAGTCCCTG-3"; sentido IL8: 5-
CGGAAGGAACCATCTCACTGTG-3', antisentido: 5-AGAAATCAGGAAG GCTGCCAAG-3'.

Ejemplo 8 - Actividades antibacterianas peptidicas

Las bacterias E. coli, (EC) y S. aureus (SA) se cultivaron en medio LB a 37 °C con agitacion continua durante 24 horas.
La concentracion bacteriana se ajusté de tal manera que la absorbancia a 600 (A600) se controlé a aproximadamente 0,2
unidades. Las suspensiones bacterianas con los péptidos se incubaron en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos. El
volumen medio total en cada pocillo fue de 200 pl. Se usaron concentraciones de 25, 50 y 100 uM para cada uno de los
siete péptidos y se usd ampicilina (antibidtico betalactamico) como referencia estandar. Los controles con medio
solamente y medio con bacterias solamente se corrieron junto con las suspensiones mixtas péptido-bacteria. Las
mediciones se tomaron en el tiempot=0,t =20yt =72 horas mediante el uso de un lector de placa celular de densidad
optica. La densidad optica (OD) es representativa de la cantidad relativa del crecimiento bacteriano dentro del medio.

Los resultados se presentan en las Figuras 13 y 14. El crecimiento bacteriano después de 20 horas dentro del control (sin
ningun agente antibacteriano) fue casi unitario. En comparacion, el crecimiento de bacterias dentro de los pocillos que
contenian los agentes antibiéticos se redujo a t = 20 horas, lo que indica una clara actividad antibiética de los péptidos.
Para todos los péptidos de disefio corto hubo un efecto antibacteriano mayor ya que la concentracion del péptido aumento
de 25 yM a 100 pM. Se demostrd que el péptido G2 no es un péptido antibacteriano muy eficaz. Sin embargo, como las
unidades IIKK aumentaron de 2 a 3 y 4 en los péptidos G3 y G4 respectivamente, la actividad antibacteriana mejoré
significativamente. Se demostro que el péptido G4 es efectivo incluso a la concentracion baja de 25 uM contra ambos S.
aureus y E. coli. En contraste, G3 solo fue efectivo a la concentracién mas alta de 100 uM. GL tenia cierta actividad
antibacteriana, pero esto no mejoré mucho al aumentar su concentracion. En relacion con la actividad de la ampicilina, se
encontré que los péptidos antibidticos mas efectivos fueron G4, GO, GKI y GIK. Estos se seleccionaron para una mayor
investigacion con células y tensioactivos.

Ejemplo 9 - Interacciones de células humanas con péptidos cortos disefiados

Las células fibroblastos, Neonatales (HDFn) y Adultas (HDFa), ambas crecieron hasta mas del 80 % de confluencia.
Después, las células se cultivaron y se sembraron en una microplaca de pocillos a densidades celulares de 5000
células/pocillo en un volumen de 100 ul de medio. Después de 24 horas de incubacién, el medio de cultivo se reemplazd
por medio fresco que contenia una cantidad apropiada del péptido de la investigacion. Los pocillos controles que contienen
medio con células pero sin péptido y los pocillos en blanco con medio solo se incluyeron también para calcular los
resultados del MTT. Se prepararon concentraciones de péptidos de 5, 25, 50 y 100 uM y también se incluy6é ampicilina en
el experimento para comparacion.

La viabilidad de las células en presencia de los péptidos se evalué mediante el ensayo MTT durante tres dias. Los
resultados para los fibroblastos, células Adultas (HDFa) y Neonatales (HDFn) se muestran en la Tabla 4 y la Tabla 5,
respectivamente. Para todos los péptidos, a una concentracién de 25 uM e inferior, la viabilidad de ambos fibroblastos
(HDFa y HDFn) fue comparable a la de la ampicilina. En presencia de péptido 50 uM, la viabilidad de ambas células se
redujo hasta en un 10-25 %, en particular el dia tres. Para los péptidos GL y G4 esta reduccién en la viabilidad fue
significativamente mayor tanto en HDFa como en HDFn. Para todos los péptidos a la concentracion de 100 uM, la
viabilidad de las células HDFa y HDFn se redujo ain mas en hasta un 20 % - 30 %. Nuevamente, se encontré que G4,
GIK y en particular GL eran significativamente mas téxicos para las células. Se observaron resultados similares a partir
de células de fibroblastos 3T3.
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Conc. G2 G3 G4 Ampicilina

Péptido

(UM) 5 25 50 100 |5 25 50 100 5 25 50 100 | 25 50 100

Dia 1 1,01 0,98 0,92 0,91 10,910,838 0,87 0,78 |0,90 0,87 0,85 0,81 0,97 1,01 1,00

Dia2 |09 0,90 0,90 0,880,920,85 0,84 0,75|0,84 0,81 0,78 0,70 | 1,01 1,02 1,01

Dia3 |095 0,88 0,79 0,80 (0,81 0,80 0,75 0,71 (0,81 0,78 0,65 0,55|0,79 0,85 0,85
Conc. GO GKI GIK GL
Péptido
(UM) 5 25 50 100 |5 25 50 100 5 25 50 100 5 25 50 100
Dia1 | 1,01 098 09 0,88 10,95 0,93 0,90 0,85(0,97 0,92 0,87 085|091 0,90 0,87 0,63
Dia2 |09 092 083 0,75/0,820,81 0,80 0,75(0,95 0,93 0,78 0,74 0,90 0,88 0,75 0,57
Dia3 |09 0,82 0,78 0,70 0,81 0,75 0,71 0,70 (0,91 0,90 0,73 0,65|0,87 0,74 0,46 0,11

Tabla 4. Resultados de MTT para células fibroblastos Adultos (HDFa) a cuatro concentraciones de péptido diferentes en
tres dias. Las lecturas bajas de MTT indican viabilidad baja. Los cambios en las lecturas relativas de MTT indican
viabilidades celulares variables contra tiempo y concentracion de péptido. Las nomenclaturas de los péptidos se indicaron
previamente en la seccion de Materiales.

50

55

60

Conc. G4 GKI Ampicilina

Péptido

(UM) 5 25 50 100 |5 25 50 100| 25 50 100

Dia1 |095 0,8 0,81 0,73 10,950,87 0,81 0,69|1,04 0,97 1,01

Dia2 |092 0,77 0,71 0,6510,90 0,83 0,75 0,60|0,98 1,01 1,02

pDia3 |0,79 0,74 0,65 0,53 1/0,88 0,78 0,71 0,55|0,87 0,90 0,87
Conc. GO GL GIK
Péptido
(UM) 5 25 50 100 |5 25 50 100 5 25 50 100
Dia1 |095 0,91 0,88 0,83 (0,98 0,88 0,85 0,80|0,93 0,98 0,92 0,85
Dia2 |091 0,85 0,81 0,75/0,87 0,84 0,74 0,65|0,87 0,84 0,81 0,78
pia3 |085 0,80 0,75 0,65/0,830,81 0,67 0,35|0,83 0,78 0,75 0,71

Tabla 5. Resultados de MTT para células fibroblastos Neonatales (HDFn) a cuatro concentraciones de péptido
diferentes en tres dias. Las lecturas bajas de MTT viabilidad baja. Los cambios en las lecturas relativas de MTT indican
viabilidades celulares variables contra tiempo y concentracion de péptido. Las nomenclaturas de los péptidos se
indicaron previamente en la seccién de Materiales.
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Ejemplo 10 - Interacciones de los ensioactivas con las células

La viabilidad de los fibroblastos, células Adultas (HDFa) y Neonatales (HDFn) en presencia de tensioactivos se evaluo
mediante el ensayo MTT durante tres dias en relacion con los pocillos controles que contienen células solamente. En la
Tabla 6 se muestran los resultados para HDFa con todos los tensioactivos que se evaluaron. Los datos muestran que las
células no pueden sobrevivir en presencia de los tensioactivos catidnicos, aniénicos o no iénicos que se seleccionaron.
Esto también fue cierto para los tensioactivos de uso comun, SLES, CMEA y Tt. Los polimeros de superficie activa de uso
popular tienden a mostrar la misma tendencia. En contraste con este resultado, el tensioactivo polimérico que no causé
una citotoxicidad importante en estas células de mamiferos fue el F127 plurénico. Los sistemas que contienen polipéptidos
derivados de la membrana de la cascara de huevo y polipéptidos de seda como aditivos mostraron una alta compatibilidad
con las células fibroblastos, es decir, estos polipéptidos no provocaron ninguna inhibicién importante del crecimiento
celular contra el control. Se observaron tendencias similares cuando se usaron células fibroblastos Neonatales (HDFn).
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Ejemplo 11 - Interacciones del tensioactivo con las bacterias

También se estudiaron las interacciones de las bacterias E. coli, (EC) y S. aureus (SA) con los tensioactivos. Las bacterias
se cultivaron en medio LB a 37 °C con agitacion continua durante 24 horas. La concentracion bacteriana se ajusté de tal
manera que la absorbancia a 600 (A600) se controlé a aproximadamente 0,2 unidades. Las suspensiones bacterianas
con tensioactivos se incubaron en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos. El volumen medio total en cada pocillo fue
de 200 pl. Nuevamente, se usaron concentraciones del tensioactivo del 1 %. Los controles con medio solamente y medio
con bacterias solamente se corrieron junto con las suspensiones mixtas de tensioactivo-bacteria. Las mediciones se
tomaron en el tiempo t =0, t =20 y t = 72 horas mediante el uso del lector de placa celular de densidad dptica nuevamente.

Los resultados a continuacion se muestran para tensioactivos que se seleccionaron contra E. coli, (EC) en la Figura 15
yS. aureus (SA) en la Figura 16, respectivamente. El tensioactivo cationico C12TAB tiene una actividad antibacteriana
significativa contra SA y EC. Incluso después de 72 horas no hubo crecimiento de bacterias. Por el contrario, tanto Tt
como SLES muestran cierta influencia antibacteriana pero en menor medida que C12TAB. En comparacioén, el PLURONIC
F127 no iénico y el péptido de huevo Mx de peso molecular mixto no mostraron actividad antibacteriana significativa.

Ejemplo 12 - Actividades antibacterianas de mezclas de péptido-tensioactivo/polimero

Se investigaron las actividades antibacterianas de los péptidos cortos disefiados en presencia de tensioactivos
seleccionados para determinar si los péptidos mantendrian su rendimiento antibacteriano cuando los tensioactivos estan
presentes. Las bacterias E. coli, (EC) y S. aureus (SA) se cultivaron en medio LB a 37 °C con agitacion continua durante
24 horas. Las concentraciones bacterianas se ajustaron entonces de manera que la absorbancia a 600 (A600) se
controlara a aproximadamente 0,2 unidades. Las suspensiones bacterianas con los péptidos se incubaron en placas de
cultivo de tejidos de 96 pocillos. El volumen medio total en cada pocillo fue de 200 ul. Se usaron concentraciones de 25,
50 y 100 pM para cada uno de los siete péptidos y ampicilina. Los controles que se usaron fueron (i) medio solamente,
(i) medio con bacterias solamente y (iii) bacterias con medio que contiene péptidos a una concentracion particular. Estos
se corrieron junto con el péptido + bacterias y las suspensiones mixtas de tensioactivos seleccionados. Las mediciones
se tomaron en el tiempot =0, t =20 y t = 72 horas mediante el uso de un lector de placa celular de densidad 6ptica. Se
afadieron tensioactivos de manera que la concentracion final fue del 1 % dentro de los pocillos.
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El resultado principal de los resultados indica que no se produce ningun efecto adverso al afiadir los tensioactivos a los
péptidos con respecto a la actividad antibacteriana. De hecho, todos los tensioactivos y polimeros seleccionados mejoran
la actividad antibacteriana de los péptidos en comparacioén con los péptidos solos, excepto el F127 plurénico. Este
polimero de superficie activa parecié reducir el efecto antibacteriano o en otros casos no produjo mejoria en comparacion
con los péptidos solos. Por el contrario, es interesante observar que el polipéptido de huevo de peso molecular mixto Mx
parecia mejorar la actividad antibacteriana de los péptidos, en particular cuando se mezclaba con GO y G3. Obsérvese
que se demostré que Mx no tiene actividad antibacteriana significativa por si solo. Sin embargo, la mejora antibacteriana
mediante la adicion de Mx no fue evidente para la ampicilina, lo que sugiere que para este antibidtico el mecanismo de
actividad antibacteriana puede que no sea el mismo que para los péptidos. Se observaron resultados similares con la
bacteria Gram-positiva S. aureus, (SA).

Ejemplo 13 - Cocultivo de células con bacterias y tensioactivos/polimeros

Las células fibroblastos, Neonatales (HDFn) y Adultos (HDFa), se cultivaron en medio sin antibiéticos hasta una
confluencia superior al 80 %. Las bacterias E. coli, (EC) y S. aureus (SA) se cultivaron en medio LB a 37 °C con agitacién
continua durante 24 horas. La concentracion bacteriana se ajusté de tal manera que la absorbancia a 600 (A600) se ajusto
a aproximadamente 0,2 unidades. Se seleccionaron cuatro péptidos (G4, GO, GIK y GKI) a una concentracion final de 50
pM. El Unico tensioactivo/polimero que se us6 aqui fue Mx a una concentracion final del 1 %.

Después, las células se cultivaron y se sembraron en una microplaca de pocillos a densidades celulares de 5000
células/pocillo en un volumen de 100 ul de medio. Después de 24 horas de incubacion, se reemplazé el medio de cultivo
por medio fresco que contenia una cantidad apropiada del péptido, las bacterias y también del polipéptido de superficie
activa que se seleccion6 para la investigacion. Los controles se corrieron con (i) células solamente, (ii) células con péptido
y (iii) células con péptido y bacterias. Después de 1 hora de incubacion, las células se analizaron mediante observacion
visual a través de un microscopio.

Los resultados mostraron una forma de fibroblastos relativamente similar, pero hubo algiin desprendimiento de células en
los pocillos con células y péptidos en comparacion con los pocillos con células solamente. Los pocillos que contenian
células con péptido + bacteria tenian mas desprendimiento de células que los pocillos con células y péptido solamente.
Por el contrario, para los pocillos con células, péptidos, bacterias y el polipéptido de superficie activa Mx, la forma de los
fibroblastos fue similar a la de los pocillos con las células solas. Esto fue evidente en los péptidos GO y GKI, pero en
menor medida en GIK y G4, tanto en el Neonatal (HDFn) como en el Adulto (HDFa). Este experimento muestra que la
adicion del polipéptido de membrana de huevo de superficie activa ayuda a proteger las células de mamiferos contra los
efectos combinados del ataque bacteriano y la influencia de los péptidos antibacterianos que se asocia con su selectividad.

Por otro lado, las inhibiciones del crecimiento bacteriano fueron similares o ligeramente mejores que los casos sin los
polipéptidos Mx.

Ejemplo 14 - Evaluacion de las respuestas inmunes no especificas mediante el examen de las transcripciones de genes
de las citocinas IL2 e IL8

Los péptidos antibacterianos naturales que se aislan de organismos vivos tienen un uso clinico muy limitado debido a su
alto costo de produccion, alta hemdlisis y posibles efectos inmunolégicos [Papo y Shai]. Ademas del bajo costo de
produccion y la baja accion hemolitica a través de la alta selectividad celular, los efectos no inmunolégicos de los péptidos
helicoidales disefiados también son esenciales para desarrollar sus aplicaciones potenciales. Los niveles transcripcionales
de los genes de citocinas que incluyen IL2 e IL8 de linfocitos humanos se usan ampliamente para la evaluacién de posibles
respuestas inmunes no especificas como resultado de la administracion de un ingrediente en productos formulados tales
como en el cuidado personal o terapéutico. Los dos genes de citocinas se consideran las principales moléculas de sefial
del sistema inmunitario que pueden responder a la infeccion microbiana y discriminar las moléculas extrafias (no propias)
y las células y moléculas propias del cuerpo (propias) en el cuerpo humano [De Groote y otros; Feghali y Wright]. Como
resultado, la alta expresiéon de los dos genes induce tipicamente inflamacion aguda y cronica, lo que provoca posibles
complicaciones de salud. En el contexto de esto, se analizaron las respuestas transcripcionales de IL2 e IL8 mediante el
uso del ensayo RT-PCR, después de su tratamiento con el péptido G3 (G(IIKK)zl-NHz). Como se muestra en la Figura 17,
los niveles transcripcionales relativos de IL2 e IL8 de los linfocitos después de la incubacion del péptido fueron inferiores
o casi iguales a los de las células controles, lo que indica que la interaccion del G(IIKK)sl-NH. con los linfocitos no indujo
respuestas inmunogénicas no especificas del organismo.

Resumen de los Ejemplos 8 a 14

Los péptidos antibacterianos mas efectivos fueron G4, GO, GKI y GIK, con concentraciones antibacterianas activas que
varian de 25 a 100 uM. Estos péptidos tienen una toxicidad muy baja contra las células fibroblastos 3T3 y las células
fibroblastos derivados de la piel humana a concentraciones inferiores a 50 uM dentro de las condiciones que se investigan.
A medida que aumentan las concentraciones de los péptidos, mejora el rendimiento antibacteriano en general pero hay
un aumento pequefio pero apreciable de la toxicidad contra estas células de mamiferos, lo que indica el debilitamiento de
su selectividad.
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Los péptidos antibacterianos no provocan ninguna respuesta inmune no especifica segun se juzga a partir de la evaluacion
de los niveles transcripcionales de los genes de citocinas (IL2 e IL8) de los linfocitos humanos. Estos péptidos poseen
ventajas sobre los que se derivan directamente de los organismos vivos en costo (frecuentemente en secuencias mucho
mas largas) y evitan el riesgo de complicaciones inmunes.

Los tensioactivos y los polimeros de superficie activa son ingredientes esenciales de las formulaciones para el cuidado
de la piel, pero su presencia podria disminuir los efectos antibacterianos de los péptidos. Por lo tanto, es esencial probar
la compatibilidad de la formulacién cuando se incorporan especies de superficie activa. Por otro lado, el protocolo
experimental actual también permite la evaluacion vigorosa de la biocompatibilidad de los tensioactivos/polimeros que se
usaron. A partir de los estudios experimentales que se realizaron, casi todos los tensioactivos y polimeros de superficie
activa que se usan popularmente son téxicos para las células fibroblastos que se evaluaron. Los tensioactivos aniénicos
como SDS, los catiénicos como C12TAB y los no i6nicos como C12ES6 lisan las células fibroblastos desde la primera hora
después de su adicién, en dependencia de las concentraciones exactas que se usan. El SLES, que se usa ampliamente
en las formulaciones actuales para el cuidado de la piel y se considera ampliamente como biocompatible, también mostré
una toxicidad alta. En contraste, el F127 plurénico mostré mucha menos toxicidad que otros polimeros de superficie activa
que se evaluaron.

Los polipéptidos de seda solubles en agua mostraron poca toxicidad para las células fibroblastos, pero debido a que no
son muy activos en la superficie, su idoneidad en las formulaciones de productos debe investigarse mas a fondo.

Los polipéptidos de membrana de huevo solubles en agua son altamente compatibles con las células fibroblastos. Como
polipéptidos de superficie altamente activa, su presencia no socava el rendimiento antibacteriano. En cambio, estos
polipéptidos mostraron alguna mejora de la actividad antibacteriana. Como los péptidos son buenos nutrientes, su adicion
a una concentracion de alrededor del 1 % en peso al cultivo celular promoveria la viabilidad celular y el crecimiento
saludable. Estos polipéptidos son, por lo tanto, ingredientes ideales para proporcionar una buena compatibilidad de
formulacién y biocompatibilidad en formulaciones para el cuidado de la piel y el cabello y cualquier otro producto formulado
donde se busca la combinacién de estas propiedades.
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<210>7
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)..(5)
<223>0rn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8)..(9)
<223>0rn

<220>

<221> MOD_RES
<222> (12)..(13)

<223> Orn

<400> 7
Gly Ile Ile Xaa Xaa Ile Ile Xaa Xaa Ile Ile Xaa Xaa Ile
1 5 10

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 8
Gly Lys Ile Lys Lys Ile Ile Lys Lys Ile Ile Lys Ile Ile
1 5 10

<210>9

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9

Gly Ile Lys Lys Lys Ile Ile Lys Lys Ile Ile Lys Ile Ile

1
<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 10
atgccagggt acatggtggt 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 11
tcgtgcgtga cattaaggag 20

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 12
atggactica gcagaaatctt 21

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 13
catgtcatca tccagtttgc 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 14
attatcgtcc aaaagtgtta 20

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

5
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ES 2776 992 T3

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 15
tcacacaatc tacatcttct g 21

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 16
atgcagcagc ccttcaattac 21

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 17
caatcctacc aaggcaacc 19

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 18
cacattaacc tcaactcctg ccac 24

<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 19
cgttgatatt gctgattaag tccctg 26

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia del cebador
<400> 20

cggaaggaac catctcactgtg 22

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> secuencia del cebador

<400> 21
agaaatcagg aaggctgcca ag 22
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1.

10.

11.

ES 2776 992 T3

REIVINDICACIONES

Un péptido con la férmula | o Il que se muestra a continuacién

Rz
A1v‘[A2W_A3x]‘A4z_R1
/ Y
Rs

)

(I

en donde:

A, se selecciona de G, GKl o GIK en donde G es glicina, K es lisina e | es isoleucina;

A%, es Il o VV, en donde | es isoleucina y V es valina;

A3, es KK u OO en donde K es lisina y O es ornitina;

yes 2, 3,04;

A* esta ausente o es un aminoacido que se selecciona de isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y lisina (K);
zes0,1,203;

R1 es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NHy, (1-18C)alquilo, N[(1-18C) alquilo], o NH(1-
18C)alquilo; y

R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo;

o0 una sal de este;

en donde el péptido comprende de 12 a 20 aminoacidos.

Un péptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde A2, es Il y/o A% es KK u OO.
Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde z = 1.

Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde A'y es glicina (G) y/o A* es
isoleucina ().

Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde: A*, se seleccionade |, L, V o
KIL.

Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
(a) Ry es NHy; y/o
(b) Rz y/o Rz es H.

Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que se selecciona de: G(lIKK)3l-NH>;
G(IIKK)4l-NH2; G(VVKK)3V-NHy; G(1100)3l-NHz; GKI (KKII)2KII-NH2; y GIK (KKII)2KII-NHa.

El uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7:
(a) como agente antibacteriano no terapéutico;

(b) como conservante; o

(c) como tensioactivo.

Una composicién antibacteriana que comprende un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7.

Una composicion para el cuidado personal que comprende un péptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7.

Un péptido con la férmula | o Il que se muestra a continuacion

41



10

15

20

25

30

35

12.

13.

ES 2776 992 T3

Rz
A1V‘[A2W_A3X]‘A4Z _R1
/ v
Rs

)

Aly—T A3 — A2 [—AY—Ry
Y

(I

en donde:

A, se selecciona de G, GKI o GIK en donde G es glicina, K es lisina e | es isoleucina;

A%, es I, LL o VV, en donde | es isoleucina, L es leucina y V es valina;

A3, es KK u OO en donde K es lisina y O es ornitina;

yes2, 3,04;

A* esta ausente o es un aminoacido que se selecciona de isoleucina (1), leucina (L), valina (V) y lisina (K);
zes0,1,203;

R1 es un sustituyente terminal que se selecciona de OH, NHy, (1-18C)alquilo, N[(1-18C) alquilo], o NH(1-
18C)alquilo; y

R2 y R3 ambos se seleccionan independientemente de H, (1-18C)alquilo o (2-18C)acilo;

o0 una sal de este;

en donde el péptido comprende de 12 a 20 aminoacidos;

para su uso en el tratamiento del cancer.

Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 u 11, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, para su uso en el tratamiento de la infeccion.

Una composicion farmacéutica que comprende un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

7 u 11, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en mezcla con uno o mas exipientes farmacéuticamente
aceptables.
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GKI(KKII),KII-NH, GIK(KKII),KII-NH,
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Figura 2
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L

_C) SUVenDPPG —o— G(IIKK)I-NH2
- G(IIKK)21-NH2
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—— G(IIKK 4I-NH2

=

L
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o |
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1,2
B.Subtilis
1
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2
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Células HLBOD
GlIKK)I-MH2
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Figura 5(B)
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MIC (M) ICso (M) ECs (aM)

Péptidos
E.coli Hela
B.5ubtilis HLGD

G{IEE) - - -

GIIKK);| 13045 16047
28+3 =500

GlIIKK),l 921 1545,0 »250
241 25150

GIIKK) 4l 20,5 4425 1025 3612
0,5+0,2

GLLEK)sL 740,55 10+2,5 2843
240,5 B+2,5

GVWEK):V 12510 FOL10 =500
6555 >100

GO0}l 340,5 31,0 =250
1,540,5 5+2,0

GEI[EEI;KI 240,5 1643 150
1+0,5 10+2

GIK(KKI)KII 3+0,5 50+10 »250

Magaining-2° 1303 10£2,5

Meliting® 38 =80 =60 - 430
3,940,6 . . 3

Ampiciling® E’lﬂlﬂ'z cs ) ) )

Cisplatino® ) ) 134032 - )

Figura 7 (Tabla 3)
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Figura 9
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Figura 11
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