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DESCRIPCION
Péptido antimicrobiano

La invencion se refiere al campo de la bioquimica. Mas especificamente, la invencién se refiere al campo de los péptidos
antimicrobianos y a contrarrestar infecciones.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son un componente esencial del sistema de defensa de los organismos en toda la
naturaleza y ofrecen proteccion contra los patégenos invasores. Los AMPs no se dirigen a estructuras moleculares
definidas (epitopos), sino que actiian sobre la membrana celular, destruyendo rapidamente bacterias y hongos. Por lo
tanto, opuesto a los antibiéticos convencionales, son efectivos independientemente de la actividad metabdlica de las
bacterias. Ademas de sus actividades microbicidas directas, los péptidos antimicrobianos son particularmente atractivos,
ya que ciertos péptidos muestran mdltiples actividades, tales como la regulacién del sistema inmune innato y adaptativo,
de la inflamacién y la cicatrizacion, y actividades antifngicas, antivirales, antiparasitarias y anticancerosas adicionales.
Los AMPs son bastante diversos en secuencia y estructura secundaria, pero comparten algunas propiedades comunes.
Por lo general, son cortos (aproximadamente 15-40 aminoacidos), catiénicos, anfipaticos y ejercen su efecto microbicida
principalmente al comprometer la integridad de la membrana bacteriana. La interaccion de los AMPs con la superficie de
la membrana aniénica de los microbios diana conduce a la permeabilizacion de la membrana, la lisis celular y la muerte.
Es aceptado generalmente que la membrana citoplasmatica es el objetivo principal de la mayoria de los péptidos
antimicrobianos, de manera que la acumulacion del péptido en la membrana provoca un aumento de la permeabilidad y
la pérdida de la funcién de barrera, lo que resulta en la fuga de componentes citoplasmicos y la muerte celular. Se han
propuesto varios mecanismos moleculares de la permeabilizacion de la membrana, algunos fenomenoldgicos y otros mas
cuantitativos, para explicar la acciéon de los AMPs.

Las observaciones experimentales en sistemas modelo fueron racionalizadas principalmente por el modelo de alfombra
o poro (Figura 1). En el modelo de alfombra, los AMPs se acumulan sobre la superficie de la membrana orientada de
manera paralela a la membrana, lo que da como resultado un adelgazamiento local de la membrana y la desestabilizacion
de la membrana celular que conduce a la liberacion de contenido intracelular. Sin embargo, existe evidencia convincente
de que muchos AMPs también funcionan de manera similar a un detergente, mediante la interrupcién del empaque y la
organizacion de los lipidos de una manera no especifica (por ejemplo, agrupamiento de lipidos o segregacion de grupos
polares y no polares de los lipidos) o mediante la introduccion de agregados lipidicos de doble capa. Ademas, algunos
AMPs pasan por la membrana celular e interactiian con un objetivo intracelular (Figura 1), lo que conduce a la pérdida de
la viabilidad bacteriana/fungica.

Claramente, el (los) modo(s) de accion de los AMPs difieren de los antibiéticos convencionales, que a menudo tienen
dianas simples, como un epitopo Unico en la pared celular o en los procesos de sintesis de proteinas y ARN, lo que
permite que las bacterias patégenas desarrollen resistencia mas rapidamente. Una ventaja importante de los péptidos
antimicrobianos sobre los antibiéticos convencionales es que la resistencia microbiana contra estos AMPs no se desarrolla
facilmente, muy probablemente porque estos péptidos, por el contrario a los antibiéticos convencionales, no se dirigen a
estructuras moleculares definidas (epitopos), sino que actian sobre la membrana celular, destruyendo bacterias y hongos
en minutos. Por lo tanto, debido a la rapida velocidad de eliminacién, que es mas rapida que la velocidad de crecimiento
de las bacterias y la naturaleza de la diana (una modificacién sustancial de la composicion lipidica podria afectar la
viabilidad de las células bacterianas), el desarrollo de resistencia es menos probable. La aparicion de mutantes que son
resistentes a los AMPs se ha sido determinada mediante el monitoreo de la susceptibilidad bacteriana después de un
subcultivo repetido en presencia de concentraciones subinhibitorias de los péptidos que muestran que la tasa de mutacién
fue menor que otros antibiéticos clinicos probados (por ejemplo, ciprofloxacina y eritromicina). Mientras que la
concentracion inhibidora minima (MIC) de esos antibioticos aumenté en todos los subcultivos (hasta 64 veces), la presion
de los péptidos no aumento la MIC de la cepa. De este modo, contrario a los antibidticos convencionales, el desarrollo de
la resistencia en presencia de AMPs es menos probable que ocurra. Ademas, los AMPs son de accién rapida y
biodegradables, lo que alivia la preocupacién actual sobre los antibiéticos residuales en el medio ambiente.

Una amplia variedad de infecciones microbianas estan asociadas con la formacién de biopeliculas, donde los
microorganismos se agregan en una comunidad estructurada en una matriz polimérica autoproducida y se adhieren a una
superficie. Una desventaja adicional de los antibiéticos convencionales es que no aseguran la erradicacion de las
infecciones por biopeliculas por las siguientes razones:

1) Insuficiente penetracion de antibiéticos convencionales en biopeliculas:

La matriz en la que estan incrustadas las bacterias las protege de las influencias externas, tales como las sustancias
antimicrobianas. La mayoria de los antibiéticos son capaces de penetrar en la biopelicula, pero su difusion en la biopelicula
es lenta, por lo que se inactivan antes de que puedan obtener el efecto deseado.

2) Baja actividad metabdlica de las bacterias: Las infecciones asociadas a la biopelicula (BAl) generalmente se tratan con
vancomicina, a menudo en combinacién con rifampicina. Aunque se sabe que la vancomicina penetra bastante bien en
las biopeliculas - aunque a una velocidad de transporte significativamente reducida - esta reduce pobremente la cantidad
de bacterias que residen dentro de la biopelicula. El tratamiento con este antibiético todavia tiene una tasa relativamente
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alta de fracaso, lo que puede explicarse por la baja actividad metabdlica de las bacterias en la biopelicula, haciendo que
el antibidtico sea ineficaz.

3) Inactivacion o degradacion de los antibidticos: En las BAI, los antibidticos se administran principalmente por via
sistémica. Por lo tanto, son propensos a ser eliminados del torrente sanguineo mediante el aclaramiento renal y
degradados enzimaticamente en la sangre y los tejidos circundantes. Las enzimas (producidas por bacterias) pueden
destruir o modificar directamente el compuesto. Estos mecanismos reducen activamente la concentracion de farmacos en
el entorno local. En las biopeliculas, la baja penetracién plantea un problema adicional. No es factible aumentar la
concentracion administrada sistémicamente debido a la toxicidad de las altas concentraciones de antibidticos en la sangre.

4) Las bacterias han desarrollado resistencia: Por encima del aumento general de la resistencia bacteriana a los
antibioticos, debido a la disminucién de las concentraciones de antibidticos en las capas mas profundas, el riesgo de que
las bacterias escapen de la presién antibiética es mayor, lo que puede conducir a la supervivencia de mutantes que tienen
una mayor resistencia a estos antibidticos. Incluso se ha informado que las concentraciones suboptimas de los
antibioticos, incluida la vancomicina, mejoran la formacion de las biopeliculas. Ademas, la administracion repetitiva de
antibiéticos convencionales que tienen un efecto insuficiente promueve el desarrollo de la resistencia a los antibioticos.

5) Los antibiéticos convencionales causan la liberacion de compuestos microbianos proinflamatorios: Se ha demostrado
que en las BAI el tejido periimplantario esta colonizado por bacterias. En gran medida, esto se debe a la desregulacion
de la respuesta inmune local. Esta es la razén por la cual en muchos casos la infeccién persiste, incluso después del
reemplazo del implante. La implantacién de un biomaterial provoca una respuesta inflamatoria conocida como "respuesta
a un cuerpo extrafo", caracterizada por la entrada secuencial de neutrdéfilos, macrofagos/monocitos y linfocitos, seguida
de la fusion de macrofagos a las células gigantes multinucleadas de cuerpo extrafio que recubren el biomaterial, la
formacién de nuevos fibroblastos y el depdsito de fibrina, que conduce a la fibrosis/encapsulacion del cuerpo extrafo.
Esta secuencia de eventos esta altamente regulada por sefiales moleculares tales como las citocinas producidas mediante
los tipos de células involucradas. En caso de infeccidn, el sistema inmunitario del huésped se activa adicionalmente por
moléculas de las bacterias designadas como "Patrones moleculares asociados a patégenos" (PAMP) reconocidos por
receptores especificos en las células del huésped, como los receptores tipo Toll (TLR). Por ejemplo, el peptidoglucano
bacteriano o el lipopolisacarido son reconocidos por TLR2 y TLR4, y son potentes inductores de respuestas inflamatorias.
La activacion del sistema inmune tanto por la respuesta a cuerpos extrafios como por la infeccién bacteriana conduce a
una reaccion 'maxima’ del sistema inmune del huésped, lo que conduce a tejido inflamado y afectado, que de hecho
proporciona el ambiente ideal para la infeccion. Por lo tanto, la activacion simultanea por biomaterial y por los PAMP
puede tener efectos nocivos sobre la funcion inmune y aumentar fuertemente la susceptibilidad a la infeccion.

En la actualidad, se conocen mas de 2000 secuencias diferentes de péptidos antimicrobianos (véase, por ejemplo,
www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/search.htm), incluidas cecropinas, defensinas, magaininas y catelicidinas. Los péptidos y
proteinas antimicrobianos se describen, por ejemplo, en:

El documento EP 2 221 061, que describe a P60.4Ac, un péptido antibacteriano relacionado con catelicidina 24 meros. El
péptido exhibe afinidad por los lipopolisacaridos o el acido lipoteicoico y exhibe actividad antimicrobiana.

El documento US 6,503,881, que describe que los péptidos catidnicos son un analogo de la indolicidina para usarse como
péptido antimicrobiano. Los péptidos catidnicos se derivan de diferentes especies, que incluyen animales y plantas.

El documento US 5,912,230, que describe los péptidos antifungicos y antibacterianos a base de histatina y los métodos
para el tratamiento de infecciones fungicas y bacterianas. Los péptidos se basan en porciones definidas de las secuencias
de aminoacidos de las histatinas humanas que se dan naturalmente.

El documento US 5,717,064, que describe péptidos liticos metilados ricos en lisina. Los péptidos liticos son resistentes a
la digestion triptica y no son naturales. Los péptidos liticos son adecuados para administracion en vivo.

El documento US 5,646,014, que describe un péptido antimicrobiano aislado de una fraccién antimicrobiana de la
hemolinfa del gusano de seda. El péptido exhibe actividad antimicrobiana contra varias cepas bacterianas, tales como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus.

El documento WO 2004/016653, que describe un péptido basado en la secuencia 20-44 de azurocidina. Este péptido
contiene una estructura de bucle unida por puentes disulfuro.

El documento US 6,495,516, que describe péptidos basados en la proteina bactericida de 55 kDa proteina de
permeabilidad creciente/bactericida (BPI). Los péptidos ejercen efectos antimicrobianos asi como también tienen
capacidad neutralizadora a LPS.

El documento WO 01/81578, que describe numerosas secuencias que codifican polipéptidos relacionados con el receptor
de proteinas acopladas a G, que pueden usarse para numerosas enfermedades.
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Los documentos WO 2004/067563 y WO 2005/040192, que describen péptidos antimicrobianos basados en el péptido
LL-37, el aminoacido 37 C-terminal de la catelicidina humana.

Varios AMPs, daptomicina y DPK-060, estan actualmente en uso y/o desarrollo clinico, por ejemplo, polimixina B, nisina,
pexiganan, omiganan, iseganan. Ademas, hasta la fase 2 se han desarrollado ensayos clinicos para OP-145, un péptido
de 24 aminoacidos derivado del péptido antimicrobiano de catelicidina humano endégeno LL-37. OP-145 se ha
desarrollado como un péptido antimicrobiano neutralizante de endotoxinas para el tratamiento topico de la otitis media
cronica. Los AMPs conocidos actualmente todavia tienen algunos inconvenientes. Aunque la degradacion proteolitica es
beneficiosa para el medio ambiente (sin AMPs residuales), evita la circulacion dinamica. Esto también es causado por el
aclarado eficiente de los péptidos. Ademas, los mecanismos de trabajo exactos de los AMPs siguen siendo en gran
medida desconocidos, por lo que es dificil prever sus verdaderas aplicaciones y todo su potencial. Por ejemplo, a menudo
no se sabe como interactian los AMPs con las células huésped para inducir sus efectos. Por lo tanto, el uso de los AMPs
en indicaciones clinicas se ha limitado a aplicaciones topicas.

Diversas bacterias, tales como P. aeruginosa, E. faecalis, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenesy S. aureus todas
secretan proteasas que degradan varios péptidos antimicrobianos, tal como la catelicidina LL-37. Por lo tanto, los péptidos
antimicrobianos resistentes a la proteasa son ventajosos desde el punto de vista terapéutico. Adicionalmente, muchos de
los péptidos antimicrobianos no son muy eficientes para desafiar a microorganismos como las bacterias, por ejemplo, S.
aureus y P. aeruginosa, con frecuencia juegan papeles claves en las patogénesis problematicas, y necesitan ser
optimizados para mostrar un mayor efecto. Ademas, debido a las potenciales propiedades liticas, asi como también a
otras propiedades de los AMPs contra las membranas bacterianas asi como también de los mamiferos, uno de los
desafios en el disefio de nuevos péptidos se basa en el desarrollo de los AMPs con alta especificidad contra
microorganismos tales como las células bacterianas o fungicas en comparacion con las membranas celulares del paciente
infectado, es decir, un alto indice terapéutico (concentracion hemolitica minima/actividad antimicrobiana minima;
MHC/MEC).

Por lo tanto, a pesar de que hay un nimero relativamente grande de péptidos antimicrobianos disponibles en la actualidad,
aun existe una creciente necesidad de nuevos péptidos antimicrobianos mejorados, que puedan usarse para contrarrestar
los microbios, en particular aquellos que son resistentes o tolerantes contra los agentes antibiéticos y/u otros agentes
antimicrobianos. Mas importante aun, existe la necesidad de nuevos péptidos antimicrobianos, que no sean alergénicos
cuando se introducen en mamiferos tal como los seres humanos y que tengan una alta especificidad contra los
microorganismos patégenos.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un nuevo péptido antimicrobiano potente que supere las deficiencias
de los antibiéticos convencionales y que tenga propiedades mejoradas sobre los péptidos antimicrobianos conocidos. Un
objeto adicional es proporcionar un péptido novedoso que ejerza una alta actividad contra microorganismos patdégenos
en infecciones de biopeliculas.

Los presentes inventores encontraron que el polipéptido P10, que tiene la secuencia LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR,
es altamente efectivo in vitro contra bacterias Gram-positivo (farmaco resistentes) (por ejemplo Staphylococcus aureus) y
Gram negativo (por ejemplo Pseudomonas aeruginosa) asi como también contra hongos, por ejemplo Candida albicans
y Aspergillus niger. Como se muestra en las Figuras 2A y 2B, el P10 es considerablemente mas efectivo que cualquier
otro péptido probado. Ademas, el P10 es capaz de prevenir la formacion de biopeliculas de S. aureus resistente a la
meticilina en superficies plasticas asi como también bidticas (modelo de piel humana herida en 3-D). Ademas, el P10
neutraliza el acido endotoxinico lipoteicoico (LTA), al peptidoglucano (PG) y los lipopolisacaridos (LPS), reduciendo asi la
respuesta proinflamatoria. EI P10 adopta una hélice a que da como resultado una estructura anfipatica en la que los
aminoacidos polares se encuentran en un lado de la hélice y los aminoacidos lipofilicos en el lado opuesto. Los péptidos
en los que se introdujeron sustituciones de prolina para romper la hélice estaban inactivos, lo que indica que la naturaleza
anfipatica del polipéptido es importante para sus actividades biologicas. Se descubri6 que el P10 es aun
considerablemente mas potente que el OP-145 (P60.4Ac) para el que se han desarrollado ensayos clinicos, como se
desprende de las figuras 2-5. Como se muestra en la Figura 2B y se detalla en los Ejemplos, el P10 tiene un Cl 99,9 (0,59
pMM) que es incluso mas bajo que el Cl 90 de P60.4Ac (0,75 uM). Por lo tanto, a una concentracion de 0,59 puM, el P10
mata a 999 de 1000 bacterias, mientras que el P60.4Ac mata solo 900 de 1000 bacterias a una concentracién similar,
incluso ligeramente mas alta. Por lo tanto, sobreviven 100 veces mas bacterias después del tratamiento con P60.4Ac en
comparacion con el tratamiento con P10 a una concentracion similar. Ademas, el P10 tiene un amplio espectro de
actividad.

El efecto Unico de los péptidos antimicrobianos de la invencién sobre las infecciones de biopeliculas es triple: 1) se evitara
la formacion de biopeliculas y se dispersara las biopeliculas existentes, 2) se mataran las bacterias, los hongos u otros
microbios en y alrededor del sitio de liberacion, y 3) se orquestara las respuestas inmunes mediante la neutralizacion de
las endotoxinas microbianas proinflamatorias como el acido lipoteicoico (LTA), el peptidoglucano (PG) y los
lipopolisacaridos (LPS) y la activacion de los macréfagos para mejorar su actividad fagocitica y microbicida. Este control
inmune es necesario para evitar que el tejido que rodea los implantes se convierta en un nicho nuevo para los patégenos.
Los polipéptidos de la invencion son activos contra una amplia gama de microorganismos, incluidos los que son resistentes
a los antibiéticos convencionales.
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Se descubrié ademas que i) variantes de P10 en las que uno o todos los aminoacidos han sido reemplazados por su D-
aminoacido (tabla 2), ii) variantes de P-10 en las que el péptido se ha alargado N-terminalmente de C-terminalmente con
diferentes grupos que incluyen acetilo, amida, NH- (CH2-CH2-0)141-CO, hexanoilo, decanoilo, miristoilo, propionilo, uno o
dos grupos aminohexanoilo, iii) variantes de P-10 en las que un aminoacido ha sido reemplazado por un otro L-
aminoacido, y iv) variantes de P-10 mas cortas que tienen actividad antimicrobiana que es comparable a la de P10, como
se demuestra en los Ejemplos (ver tablas 2, 3, 5y 6).

Por lo tanto, un polipéptido de acuerdo con la presente invencién tiene una alta actividad antimicrobiana contra
microorganismos, ya sea que residan en biopeliculas o no, con una actividad antiinflamatoria éptima (neutralizacion de
compuestos microbianos) como lo demuestra la actividad neutralizante de endotoxina, alta selectividad, es decir, una alta
actividad antimicrobiana, una baja citotoxicidad aceptable y actividad inmunoestimulante.

En consecuencia, la presente invenciéon proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia
de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o una variante de dicha secuencia de aminoacidos, dicho polipéptido
tiene actividad antibacteriana,

dicha variante tiene al menos 16 aminoacidos y:
—  tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

° sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, |, V o A por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

° sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

. sustitucién de E por Q

. sustitucién de Y o W por F

) sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo

— que tiene una o mas sustituciones de un aminoacido por su correspondiente D-aminoacido,
— que tiene hasta 5 sustituciones de un aminoacido por el correspondiente aminoacido no natural, y/o

—  que tiene una secuencia retro-inversa de al menos 16 aminoacidos consecutivos de dicha secuencia de aminoacidos.

En las secuencias de aminoacidos o variantes de las mismas como se define en la presente descripcion, los aminoacidos
se denotan con simbolos de una letra. Estos simbolos de una letra y simbolos de tres letras son bien conocidos por el
experto en la técnica y tienen el siguiente significado: A (Ala) es alanina, C (Cys) es cisteina, D (Asp) es acido aspartico,
E (Glu) es acido glutamico, F (Phe) es fenilalanina, G (Gly) es glicina, H (His) es histidina, | (lle) es isoleucina, K (Lys) es
lisina, L (Leu) es leucina, M (Met) es metionina, N (Asn) es asparagina, P (Pro) es prolina, Q (GIn) es glutamina, R (Arg)
es arginina, S (Ser) es serina, T (Thr) es treonina, V (Val) es valina, W (Trp) es triptéfano, Y (Tyr) es tirosina.

Un polipéptido de la invencion tiene actividad antibacteriana. El término "actividad antimicrobiana" de un polipéptido como
se usa en la presente se refiere a contrarrestar el crecimiento o la proliferacién de al menos un microbio, por ejemplo, una
bacteria, un virus y/o un hongo, e incluye la inhibicién, reduccién o prevencion del crecimiento o la proliferacién, asi como
también la eliminacion del microbio. Un microbio es un organismo que es microscépico, es decir, generalmente demasiado
pequefio para ser visto a simple vista. Los microbios son muy diversos, incluyen bacterias, virus, hongos, arqueas,
protozoos y algas microscopicas. De manera similar, el término "actividad antibacteriana", "actividad antiviral", "actividad
antifingica" y "actividad antiparasitaria” como se usa en la presente se refiere a contrarrestar el crecimiento o la
proliferacion de, respectivamente, una bacteria, un virus, un hongo y un parasito, en general e incluye inhibicion, reduccion
o prevencioén del crecimiento o proliferacion, asi como también la eliminaciéon de los mismos. La actividad antimicrobiana,
antibacteriana, antiviral, antifingica y antiparasitaria se puede medir mediante métodos conocidos en la técnica.

||| "
)

Uno de estos métodos se detalla en los Ejemplos de esta solicitud e implica un ensayo de eliminacion in vitro. En este
método, los microbios, por ejemplo bacterias u hongos se incuban, por ejemplo durante 1-2 horas, con diferentes
concentraciones de un polipéptido de acuerdo con la invencion, donde después de la mezcla de microbio-polipéptido se
incuba en o sobre un medio de cultivo adecuado para establecer el nimero de sobrevivientes y/o o microbios destruidos
en comparacion con una muestra de microbios que no se han incubado con un polipéptido que ha sido ademas procesado
de la misma manera.

Los ensayos de placa viral pueden usarse para evaluar la actividad antiviral de un polipéptido de la invencion. En resumen,
un indéculo del virus se expone al polipéptido antes de la infeccion de una monocapa celular permisiva. Después de un
intervalo patrén, el titulo viral en los extractos celulares se determina mediante el uso de diluciones mudltiples de estos
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extractos por la infeccion de las monocapas de células frescas y la cuantificacion de sus efectos sobre la monocapa
celular.

Para la evaluacién de la actividad antiparasitaria, un polipéptido de la invencion y un parasito se incuban durante un
intervalo de tiempo patrén. Posteriormente, la actividad metabdlica de los parasitos puede analizarse directamente, por
ejemplo mediante un ensayo de MTT, o los parasitos se transfieren a células de mamifero y después de la incubacion se
evalla por microscopia la multiplicacién de parasitos en estas células.

El término "actividad antiinflamatoria" de un polipéptido como se usa en la presente se refiere a inhibir, reducir o prevenir
una respuesta inflamatoria en un sujeto que ha sido infectado por microbios, por ejemplo, bacterias, virus, hongos y/o
parasitos. La actividad antiinflamatoria de los polipéptidos se logra al inhibir, reducir o prevenir la liberacién de compuestos
microbianos proinflamatorios, tal como el acido lipoteicoico (LTA), el peptidoglicano (PG) y/o los lipopolisacaridos (LPS).
La actividad antiinflamatoria se puede medir por métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo de dicho método es un
ensayo de neutralizacion de lipopolisacaridos. En este método, un polipéptido de la invencién se mezcla con 1 mg de
lipopolisacaridos y se incuba durante 60 minutos. Posteriormente, estas mezclas se agregaron a sangre humana fresca
diluida 4 veces y 18 horas después se midi6 el nivel de citocinas (1L-8, 1L-12p40) en la muestra de sangre mediante
ELISA.

Una variante de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se usa en la presente tiene una
longitud de al menos 16 aminoacidos y preferentemente tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

— sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, |, V o A por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

—  sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

—  sustitucion de E por Q
—  sustituciéon de Y o W por F

- sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo

—  sustituciéon de uno o mas aminoacidos por el correspondiente D-aminoacido

—  sustituciéon de uno o mas aminoacidos por el correspondiente aminoacido no natural. Dicha variante puede tener 1,
2, 3, 4 o 5 de dichas sustituciones de un L-aminoacido por otro L-aminoacido y/o de un L-aminoacido por su
correspondiente D-aminoacido. Alternativamente, todos de al menos 16 L-aminoacidos de dicha variante estan sustituidos
por su correspondiente D-aminoacido.

Preferentemente, dicha variante tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:
—  sustituciéon de L en la posicién 1 del aminoacido por |, V o A

- sustitucién de A en la posiciéon 2 del aminoacido por L, V, Qo |

—  sustituciéon de R en la posiciéon 3 del aminoacido por Ko H

—  sustitucién de E en la posicién 4 del aminoacido por Q

—  sustitucion de Y en la posicién 5 del aminoacido por F o W

—  sustitucion de K en la posicién 6 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de K en la posiciéon 7 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de | en la posiciéon 8 del aminoacido por L, Vo A

—  sustituciéon de V en la posicién 9 del aminoacido por L, | 0 A

—  sustitucion de E en la posicién 10 del aminoacido por Q
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sustitucién de K en la posicién 11 del aminoacido por Ro H
sustitucién de L en la posicién 12 del aminoacido por |, V o A
sustitucién de K en la posicién 13 del aminoacido por Ro H
sustitucién de R en la posicion 14 del aminoacido por Ko H
sustitucién de W en la posicién 15 del aminoacido por F oY
sustitucién de R en la posiciéon 17 del aminoacido por H o K
sustitucién de Q en la posicion 18 del aminoacido por N, A,So T
sustitucién de V en la posicién 19 del aminoacido por L, | 0 A
sustitucién de L en la posicién 20 del aminoacido por |, V o A
sustitucién de R en la posicion 21 del aminoacido por Ko H
sustitucién de T en la posicion 22 del aminoacido por Q, No A
sustitucién de R en la posiciéon 24 del aminoacido por H o K

sustitucién de 1 a 5 aminoacidos por el correspondiente D-aminoacido. En la presente descripcion, la numeracion

de aminoacidos es la siguiente:

L1A2R3E4Y5KsK718VoE10K11L12K13R14W15L16R17Q18V19L20R21 T22L23R24.

Preferentemente, una variante como se define en la presente descripcién tiene hasta 4 de dichas sustituciones de
aminoacidos, con mayor preferencia hasta 3 de dichas sustituciones de aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 4 o 5 de dichas
sustituciones. Ademas, una variante como se define en la presente descripcion comprende preferentemente al menos
una secuencia de aminoacidos YKKIVEKLKRWLRQVL que tiene hasta 5, con mayor preferencia hasta 4, con la maxima
preferencia hasta 3 de dichas sustituciones de aminoacidos.

Las sustituciones de hasta 5 aminoacidos en dicha variante de un L aminoacido por otro L aminoacido son
preferentemente las siguientes:

sustitucién de L en la posiciéon 1 del aminoacido por |, Vo A
sustitucién de A en la posicién 2 del aminoacido por L, Vo Q
sustitucién de R en la posicion 3 del aminoacido por Ko H
sustitucién de E en la posiciéon 4 del aminoacido por Q
sustitucién de Y en la posiciéon 5 del aminoacido por F
sustitucién de K en la posicién 6 del aminoacido por Ro H
sustitucién de K en la posicién 7 del aminoacido por Ro H
sustitucién de K en la posicién 11 del aminoacido por Ro H
sustitucién de L en la posicién 12 del aminoacido por |, V o A
sustitucién de K en la posicién 13 del aminoacido por H
sustitucién de R en la posicion 14 del aminoacido por Ko H
sustitucién de W en la posicién 15 del aminoacido por F

sustitucién de R en la posicion 17 del aminoacido por H
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sustitucién de Q en la posicion 18 del aminoacido por N, A,So T
sustitucién de V en la posicién 19 del aminoacido por L
sustitucién de L en la posicién 20 del aminoacido por |, V o A
sustitucién de R en la posicion 21 del aminoacido por Ko H
sustitucién de T en la posicion 22 del aminoacido por Q, No A

sustitucién de R en la posicion 24 del aminoacido por H.

aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
TAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR

VAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
AAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LLREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LVREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LQREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAKEYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAHEYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LARQYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAREFKKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAREYRKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAREYHKIVEKLKRWLRQVLRTLR
LAREYKRIVEKLKRWLRQVLRTLR

LAREYKKIVEKLKKWLRQVLRTLR
LAREYKKIVEKLKRFLRQVLRTLR

LAREYKKIVEKLKRWLHQVLRTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRNVLRTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRAVLRTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRSVLRTLR

LAREYKKIVEKLKRWLRTVLRTLR

LAREYKKIVEKLKRWLRQLLRTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVIRTLR

LAREYKKIVEKLKRWLRQVVRTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVARTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLKTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLHTLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRQLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRNLR
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRALR
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opcionalmente que tiene una modificacion N-terminal y/o C-terminal, que comprende preferentemente un grupo de
elongacion N- y/o C-terminal, dicha modificacion N-terminal preferentemente seleccionada del grupo que consiste en un
residuo acetilo-, hexanoilo-, decanoilo-, miristoilo-, NH- (CH,-CH,-0)11-CO- y propionilo y dicha modificacion C-terminal
preferentemente seleccionada del grupo que consiste en amida-, NH- (CH,-CH,-O)14-CO-amida- y uno o dos grupos
amino-hexanoilo. En una modalidad, un polipéptido de acuerdo con la invencion consiste en una de las dichas secuencias
de aminoacidos.

Alternativamente, o ademas de la sustitucion de hasta 5 de un aminoacido por otro aminoacido como se describid
anteriormente, una variante de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se define en la
presente descripcion puede contener una o mas sustituciones de un L-aminoacido por su correspondiente D-aminoacidos.
Los aminoacidos indicados en la presente descripcion por un simbolo de una letra mayuscula, como A para alanina, son
aquellos L-aminoacidos que se encuentran cominmente en las proteinas de origen natural. Como se demuestra en los
Ejemplos (Tabla 2), los polipéptidos en donde un L-aminoacido esta sustituido por su correspondiente D-aminoacido
retienen su actividad antimicrobiana. Por lo tanto, una variante de la secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se define en la presente descripcion puede contener una o mas sustituciones
de un aminoacido por el correspondiente D-aminoacido. "correspondiente D-aminoacido” como se usa en la presente
descripcion se define como la contraparte del D-aminoacido de un L-aminoacido. Por ejemplo, el correspondiente D-
aminoacido de la alanina (A) es la D-alanina (a), el correspondiente D-aminoacido de la arginina (R) es la D-arginina (r),
el correspondiente D-aminoacido de la asparagina (N) es la D-asparagina (n), etc. Todos los L-aminoacidos de una
variante como se define en la presente descripcion pueden ser sustituidos por sus correspondientes D-aminoacidos. Una
variante de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se define en la presente descripcion
puede contener hasta 24 sustituciones de un L-aminoacido por su correspondiente D-aminoacido. Por lo tanto, la variante
puede consistir completamente en D-aminoacidos porque la actividad antimicrobiana se retiene en los polipéptidos que
comprenden tal variante de aminoacidos. Por ejemplo, la variante puede contener 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15,
14,13,12,11,10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 sustituciones de un L-aminoacido por su correspondiente D-aminoacido. En una
modalidad, una variante de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se define en la
presente descripcion contiene una sustitucién de un aminoacido por su correspondiente D-aminoacido. La posicién del D-
aminoacido en la secuencia de aminoacidos es irrelevante. Como se demuestra en la Tabla 2, en todos los polipéptidos
que tienen la secuencia LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR en donde un aminoacido se sustituye por un D-aminoacido
se retiene actividad antimicrobiana. En otra modalidad, la variante contiene la sustitucion de todos los L-aminoacidos por
sus correspondientes D-aminoacidos. Como también se demostré en los Ejemplos (tabla 2), un polipéptido que comprende
la secuencia lareykkiveklkrwirgvlrtlr (péptido # 1313-07), que es una variante que contiene solo D-aminoacidos, posee
actividad antimicrobiana. Una variante como se define en la presente descripcién puede contener ademas el péptido retro-
inverso de al menos 16 aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR.
Preferentemente, dicha variante es un péptido retro-inverso de la longitud completa de dicha secuencia de aminoacidos.
Un péptido retro-inverso es un péptido que consiste de D-aminoacidos en la secuencia inversa de una secuencia de
aminoacidos de referencia. Por lo tanto, una variante preferente de la invencién puede tener al menos 16 aminoacidos de
la secuencia de D-aminoacidos rltrlvgriwrklkevikkyeral. Como se demuestra en la tabla 2, un polipéptido que comprende
la secuencia lareykkiveklkrwirgvirtlr (péptido # 1241-03), que es una variante que contiene la secuencia retro-inversa de
la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, posee actividad antibacteriana.

Una variante de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR como se define en la presente
descripcion puede comprender hasta 5 sustituciones de un aminoacido por su correspondiente aminoacido no natural.
"Aminoacidos no naturales", como se usa en la presente descripcidon, se refiere a aminoacidos no codificados
genéticamente, independientemente de si aparecen o no en la naturaleza. Los aminoacidos no naturales que pueden
estar presentes en una variante de una secuencia de aminoacidos como se define en la presente descripcion incluyen: -
aminoacidos; p-acil-L-fenilalanina; N-acetil lisina; O-4-alil-L-tirosina; Acido 2-aminoadipico; Acido 3-aminoadipico; beta-
alanina; 4-terc-butil hidrégeno 2-azidosuccinato; acido beta-aminopropionico; Acido 2-aminobutirico; Acido 4-
aminobutirico; Acido 2, 4 -diaminobutirico; Acido 6-aminocaproico; Acido 2-aminoheptanoico; Acido 2-aminoisobutirico;
Acido 3-aminoisobutirico; 2- acido aminopimélico; p-aminofenilalanina; Acido 2, 3-diaminobutirico; Acido 2, 3-diamino
propiénico; Acido 2, 2'-diaminopimélico; p-amino-L-fenilalanina; p-azido-L-fenilalanina; D-alilglicina; p-benzoil-L-
fenilalanina; 3-benzotienilalanina; p-bromofenilalanina; t-butilalanina; t-butilglicina; 4-clorofenilalanina; ciclohexilalanina;
acido cisteico; D-citrulina; tio-L-citrulina; desmosina; acido épsilon-amino hexanoico; N-etilglicina; N-etilasparagina; 2-
fluorofenilalanina; 3- fluorofenilalanina; 4-fluorofenilalanina; homoarginina; homocisteina; homoserina; hidroxilisina;
alohidroxilisina; 3- (3-metil-4-nitrobencil)-L-histidina metil éster; isodesmosina; alo-isoleucina; isopropil-L-fenilalanina; 3-
metil-fenilalanina; N-metilglicina; N-metilisoleucina; 6-N-metil-lisina; O-metil-L-tirosina; N-metilvalina; sulfoxido de
metionina; 2-naftilalanina; L-3- (2-naftil) alanina; isoserina; 3-fenilserina; norvalina; norleucina; 5,5,5-trifluoro-DL-leucina;
ornitina; 3-cloro-tirosina; N5-carbamoilclornitina; penicilamina; fenilglicina; acido piperidinico; piridilalanina; Acido 1, 2, 3,
4-tetrahidro-isoquinolina-3-carboxilix; beta-2-tienilalanina; acido y-carboxi-DL-glutamico; Acido 4-fluoro-DL-glutamico; D-
tiroxina; alo-treonina; 5-hidroxi-triptéfano; 5-metoxi-triptéfano; 5-fluoro-triptéfano; 3-fluoro-valina.

En una modalidad, un aminoacido natural de dicha secuencia esta sustituido por su correspondiente aminoacido no
natural. Como se usa en la presente descripcion, un "correspondiente aminoacido no natural" se refiere a un aminoacido
no natural que es un derivado del aminoacido natural de referencia. Por ejemplo, un aminoacido natural se sustituye por
el correspondiente B-aminoacido. Los B-aminoacidos tienen sus grupo amino unido al carbono B en lugar del carbono a
como en los aminoacidos naturales. Por ejemplo, la a-alanina se sustituye por B-alanina, etc. Otros ejemplos de sustitucion

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784484 T3

de un aminoacido natural por un aminoacido no natural que es un derivado de dicho aminoacido natural son los siguientes.
La alanina se sustituye, por ejemplo, por beta-alanina, t-butilalanina, 2-naftilalanina; L-3- (2-naftil) alanina, acido 2-
aminoisobutirico. La arginina se sustituye, por ejemplo, por homoarginina, ornitina, N5-carbamoilornitina, acido 3-amino-
propionico. La asparagina se sustituye, por ejemplo, por N-etilasparagina. El acido aspartico se sustituye, por ejemplo,
por 4-terc-butil hidrégeno 2-azidosuccinato. La cisteina se sustituye, por ejemplo, por acido cisteico, homocisteina. El
4cido glutamico se sustituye, por ejemplo, por acido y-carboxi-DL-glutamico; Acido 4-fluoro-DL-glutamico. La glutamina
se sustituye, por ejemplo, por D-citrulina, tio-L-citrulina. La glicina se sustituye, por ejemplo, por N-metilglicina, t-
butilglicina, N-metilglicina, D-alilglicina. La histidina se sustituye, por ejemplo, por éster metilico de 3- (3-metil-4-
nitrobencil)-L-histidina. La isoleucina se sustituye, por ejemplo, por isodesmosina, N-metilisoleucina, alo-isoleucina. La
leucina se sustituye, por ejemplo, por norleucina, desmosina, 5,5,5-trifluoro-leucina. La lisina se sustituye, por ejemplo,
por 6-N-metil-lisina, acido 2-aminoheptanoico, N-acetil lisina, hidroxilisina, alohidroxilisina. La metionina se sustituye, por
ejemplo, por metionina sulféxido. La fenilalanina se sustituye, por ejemplo, por p-amino-L-fenilalanina, 3-benzotienil
alanina, p-bromofenilalanina, p-acil-L-fenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-fluorofenilalanina, 4-fluorofenilalanina. La prolina
se sustituye, por ejemplo, por 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, 1-acetil-4-hidroxi-L-prolina. La serina se sustituye, por
ejemplo, por homoserina, isoserina, 3-fenilserina. La treonina se sustituye, por ejemplo, por D-tiroxina, alo-treonina. El
triptéfano esta, por ejemplo, sustituido por 5-hidroxi-triptéfano, 5-metoxi-triptéfano, 5-fluoro-triptéfano. La tirosina se
sustituye, por ejemplo, por O-metil-L-tirosina, O-4-alil-L-tirosina, 3-cloro-tirosina. La valina se sustituye, por ejemplo, por
norvalina, N-metilvalina, 3-fluoro-valina.

Un polipéptido particularmente preferido de acuerdo con la invencién comprende la secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante del mismo que tiene una concentracion letal (LC) 99,9 en PBS de a lo
maximo 3,2 uM seleccionados de las tablas 2, 3, 5 0 6. En una modalidad, se proporciona un polipéptido que tiene un LC
99,9 en PBS de a lo maximo 2,4 uM seleccionado de las tablas 2, 3, 5 0 6.

Un polipéptido de acuerdo con la invencibn puede consistir en la secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de esta secuencia como se define en la presente descripciéon. Como
se usa en la presente, un "polipéptido" se refiere a péptidos, polipéptidos y peptidomiméticos que comprenden multiples
aminoacidos. Los términos "polipéptido” y "péptido" se usan indistintamente en la presente descripcion. El polipéptido mas
pequerio de acuerdo con la invenciéon que demostro tener actividad antibacteriana tiene una longitud de 16 aminoacidos.
Sin embargo, la secuencia de aminoacidos o una variante de la misma puede ser parte de un polipéptido mas grande, es
decir, de un polipéptido que ha sido N terminal y/o C terminal extendido por uno o mas aminoacidos adicionales. La
variante o secuencia de aminoacidos de un polipéptido de la invencion puede modificarse N-terminalmente y/o C-
terminalmente, preferentemente al componer un grupo elongacion N- y/o C-terminal. Alternativamente, dicha secuencia
de aminoacidos o una variante de la misma se extiende N y/o C-terminalmente. Por lo tanto, un polipéptido de acuerdo
con la invencion comprende al menos 16 aminoacidos y puede comprender hasta 200 aminoacidos. Sin embargo, son
preferentes los polipéptidos mas pequefios para mantener los costos de produccion lo mas bajos posible.
Preferentemente, un polipéptido de acuerdo con la invencidon es de una longitud de 16-200 aminoacidos, con mayor
preferencia de 16-100 aminoacidos, con mayor preferencia de 16-50 aminoacidos. En una modalidad, un polipéptido de
acuerdo con la invencién comprende de 16 a 24 aminoacidos, es decir, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 aminoacidos.
Dicho polipéptido tiene preferentemente 16-24 aminoacidos. Tal polipéptido que tiene 16-24 aminoacidos puede tener
ademas una modificacion N-terminal y/o C-terminal, tal como una modificacion N-terminal seleccionada del grupo que
consiste en un residuo acetilo, hexanoilo, decanoilo, miristoilo, NH-(CH2-CH2-0)11-CO- y propionilo y/o tal como una
modificacion C-terminal seleccionada del grupo que consiste en amida-, NH- (CH2-CH2-0)1-CO-amida- y uno o dos
grupos amino-hexanoilo Ejemplos de polipéptidos con diferentes longitudes y su actividad antimicrobiana se proporcionan
en los Ejemplos. En una modalidad, un polipéptido de la invencién consiste en la secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de la misma como se define en la presente descripcion, opcionalmente
que tiene una modificacion N-terminal y/o C-terminal, que comprende preferentemente un grupo de elongacion N- y/o C-
terminal.

Como se usa en la presente, "peptidomimético” se refiere a un compuesto que contiene elementos estructurales no
peptidicos cuyo compuesto imita las propiedades antimicrobianas, antibacterianas, antivirales, antifungicas,
antiparasitarias y/o antiinflamatorias de un polipéptido. Por lo tanto, un polipéptido de la invencion puede comprender
elementos estructurales no peptidicos. Dichos elementos estructurales no peptidicos pueden estar presentes en la
secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o en una variante de la misma como se define en la
presente descripcion, como resultado de la sustitucion de la modificacién de uno o mas aminoacidos de dicha secuencia
o variante. Alternativamente, un polipéptido de la invencion puede comprender elementos estructurales no peptidicos
fuera de la secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o en una variante de la misma como se define
en la presente descripcion, es decir, en los grupos de elongacion opcionales N- y/o C-terminales. Un elemento estructural
no peptidico en un peptidomimético es tipicamente una modificacion de uno o mas aminoacidos existentes. Los
peptidomiméticos preferentes se obtienen mediante modificacion estructural de los polipéptidos de la invencion, por
ejemplo, mediante el uso de aminoacidos no naturales como los definidos anteriormente en la presente descripcion,
restricciones conformacionales, ciclacion del polipéptido, reemplazo isostérico u otras modificaciones. La secuencia de
aminoacidos de un polipéptido de acuerdo con la invencién, por lo tanto, opcionalmente comprende una o mas
modificaciones. Tales anticuerpos pueden modificarse mediante procesos naturales, tales como el procesamiento
postraduccional, o mediante técnicas quimica de modificacién. Las modificaciones pueden insertarse en cualquier
ubicacion en dicho polipéptido, incluyendo la cadena principal del polipéptido, las cadenas laterales de aminoacidos y en
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el extremo N- o C-terminal. Un polipéptido unico puede contener multiples tipos de modificaciones o varias modificaciones
de un solo tipo. Las modificaciones incluyen acetilacion, amidacion, acilacion, fosforilacion, metilacion, desmetilacion,
ribosilacion de ADP, formacion de enlaces disulfuro, ubiquitinacién, gamma-carboxilacion, glicosilacion, hidroxilacion,
yodacion, oxidacion, pegilacion y sulfatacion. Ademas, un polipéptido de acuerdo con la invencion se puede proporcionar
con un marcador, tal como biotina, fluoresceina o flavina, un lipido o derivado lipidico, un grupo azucar. Un polipéptido de
acuerdo con la invencién se puede proporcionar adicionalmente con un resto de direccionamiento.

En una modalidad preferida, un polipéptido de acuerdo con la invencién en donde dicha secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o dicha variante del mismo como se define en la presente descripcion esta modificada
N-terminalmente y/o C-terminalmente. Por lo tanto, un polipéptido de la invencién comprende preferentemente un grupo
de elongacion N- y/o C-terminal. Los grupos de elongacion N- y C-terminales que pueden usarse en un polipéptido de la
invencion se conocen bien en la técnica. Los ejemplos preferentes de una modificacion N-terminal son residuos de un
acetilo, un hexanoilo, un decanoilo, un miristoilo, un NH- (CH2-CH2-0)41-CO- y de un propionilo. Los ejemplos preferentes
de una modificacion C-terminal son una amida, un NH- (CH2-CH»-0)11-CO-amida-, y uno o dos grupos amino-hexanoilo.
Sin embargo, otros grupos de elongacion N- o C-terminales también produciran compuestos activos que es conocido por
un experto en la técnica. En una modalidad, dicha secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o dicha
variante de la misma tal como se define en la presente descripcion comprende un residuo N-terminal acetilo-, hexanoylo-
, decanoylo-, myristoylo-, NH- (CH2-CH;-0)41-CO- o propionilo y una amida C-terminal-, NH- (CH2-CH2-0)11-CO-amida-,
y uno o dos grupos amino-hexanoilo. Como se demuestra en los Ejemplos (Tabla 3), los polipéptidos que tienen tales
modificaciones N-terminales o C-terminales retienen la alta actividad antimicrobiana. En una modalidad, se proporciona
un polipéptido de acuerdo con la invencién en donde el extremo N-terminal esta acetilado y el extremo C-terminal esta
amidado.

La invencion proporciona asi un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos
LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o una variante de dicha secuencia de aminoacidos, dicho polipéptido tiene actividad
antibacteriana, dicha variante tiene al menos 16 aminoacidos y tiene hasta 5, preferentemente hasta 3, con mayor
preferencia hasta 1 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

—  sustituciéon de L en la posicién 1 del aminoacido por |, V o A

- sustitucién de A en la posiciéon 2 del aminoacido por L, V, Qo |
—  sustituciéon de R en la posiciéon 3 del aminoacido por Ko H

—  sustitucién de E en la posicién 4 del aminoacido por Q

—  sustituciéon de Y en la posicién 5 del aminoacido por F o W

—  sustitucion de K en la posicién 6 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de K en la posicién 7 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de | en la posiciéon 8 del aminoacido por L, Vo A

—  sustituciéon de V en la posicién 9 del aminoacido por L, | 0 A

—  sustitucion de E en la posicién 10 del aminoacido por Q

—  sustituciéon de K en la posicién 11 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de L en la posicién 12 del aminoacido por |, V o A
—  sustituciéon de K en la posicién 13 del aminoacido por Ro H

—  sustituciéon de R en la posiciéon 14 del aminoacido por Ko H

—  sustitucion de W en la posicién 15 del aminoacido por F o Y

—  sustitucion de R en la posicion 17 del aminoacido por H o K

- sustitucién de Q en la posicion 18 del aminoacido por N, A,So T

—  sustitucion de V en la posicién 19 del aminoacido por L, | 0 A
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—  sustitucion de L en la posiciéon 20 del aminoacido por |, V o A
—  sustituciéon de R en la posicion 21 del aminoacido por Ko H

—  sustituciéon de T en la posicion 22 del aminoacido por Q, No A
—  sustitucion de R en la posicion 24 del aminoacido por H o K

—  sustitucion de 1 a 4 aminoacidos por su correspondiente D-aminoacido,

en donde dicha secuencia de aminoacidos o dicha variante de la misma comprende un grupo de elongacion N- y/o C-
terminal, que comprende preferentemente un residuo N-terminal acetilo-, hexanoilo-, decanoilo-, miristoilo-, NH- (CHz-
CH>-0)41-CO- o propionilo y una amida C-terminal-, NH- (CH2-CH>-0)14-CO-amida-, y uno o dos grupos amino-hexanoilo.
Para una persona experta en la técnica, estara claro que otros grupos de elongaciéon N- o C-terminales también produciran
compuestos activos. En la presente descripcion, la numeracion de aminoacidos es la siguiente:

L1A2R3E4Y5KsK718VoE10K11L12K13R14W15L16R17Q18V19L20R21T22L23R24.  Dicho polipéptido tiene preferentemente 16-24
aminodcidos.

En una modalidad preferida, un polipéptido de acuerdo con la invencion comprende un resto hidréfobo. La adicién de
grupos hidréfobos a los (poli) péptidos catiénicos mejora su capacidad para neutralizar la endotoxina microbiana e
interactuar con las membranas microbianas y, por lo tanto, mejora su capacidad para eliminar los microbios, por ejemplo,
los patégenos.

Como se describi6 en la presente descripcion anteriormente, un polipéptido de acuerdo con la invencién puede modificarse
mediante técnicas de modificacién quimica conocidas en la técnica. Las modificaciones de los polipéptidos de acuerdo
con la invencion pueden introducirse durante o al final de la sintesis del polipéptido. Por ejemplo, cuando el polipéptido se
sintetiza mediante el uso de la técnica de sintesis en fase sdlida, la acetilacién N-terminal puede realizarse al final
reaccionado la secuencia de aminoacidos, que todavia esta unida a la resina, con acido acético. Como otro ejemplo, la
amidacion C-terminal, por ejemplo, se realiza mediante el uso de un tipo especial de resina en sintesis de péptidos en
fase solida, como el Tentagel S AM disponible comercialmente (ex Rapp, Tubingen, Alemania). Estas resinas comprenden
un mango quimico del que se liberan (poli) péptidos amidados durante la escision. Estos y otros métodos de modificacion
de polipéptidos son conocidos por cualquier persona experta en la técnica.

En una modalidad, la invencién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia de
aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o una variante de dicha secuencia de aminoacidos, dicho polipéptido
tiene actividad antibacteriana,

dicha variante tiene al menos 16 aminoacidos y:

— tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

° sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, I, V o A por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

° sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado de
dicho grupo;

. sustitucién de E por Q

. sustitucién de Y o W por F

) sustitucién de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo, y/o

— que tiene una o mas sustituciones de un aminoacido por su correspondiente D-aminoacido.

La invencion proporciona ademas un multimero que comprende hasta seis polipéptidos que comprenden la secuencia de
aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de la misma como se define en la presente descripcion.
Dicho multimero puede comprender hasta seis mondémeros de polipéptidos que tienen la misma secuencia de aminoacidos
o hasta seis monémeros de polipéptidos de manera que dos o0 mas mondémeros de polipéptidos tienen una secuencia de
aminoacidos diferente. En una modalidad preferida, un multimero de acuerdo con la invencion comprende hasta seis
polipéptidos de acuerdo con la invencién que tienen la misma secuencia de aminoacidos.

También se proporcionan sales de polipéptidos de acuerdo con la invencion. Tales sales incluyen, pero no se limitan a,
sales de adicion acida y sales de adicion basica. Como se usa en la presente, "sal farmacéuticamente aceptable” de un
polipéptido se refiere a una sal que retiene la actividad antibacteriana deseada del polipéptido, y es adecuada para la
administracion a seres humanos o animales. Los métodos para la preparacion de sales de polipéptidos son conocidos en
la técnica y generalmente implican mezclar el polipéptido con un acido o base farmacéuticamente aceptable, por ejemplo
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reaccionando el acido libre o las formas de base libre del producto con uno o mas equivalentes del acido o base apropiado
en un solvente o medio en el cual la sal es insoluble, o en un solvente como el agua que luego se elimina aisladamente o
por liofilizaciéon, o por intercambiando los cationes de una sal existente por otro catién en una resina de intercambio idnico
adecuada. Los ejemplos de acidos y bases farmacéuticamente aceptables incluyen acidos organicos e inorganicos tales
como acido férmico, acido acético, acido propionico, acido lactico, acido glicdlico, acido oxalico, acido pirtvico, acido
succinico, acido maleico, acido malénico, acido trifluoroacético, acido cinamico, acido sulftrico, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido nitrico, acido perclérico, acido fosférico y acido tiocianico, que forman sales de amonio con grupos
amino libres de los polipéptidos, y bases que forman sales de carboxilato con grupos carboxilicos libres de polipéptidos,
tales como la etilamina, metilamina, dimetilamina, trietilamina, isopropilamina, diisopropilamina y otras mono, di y
trialquilaminas y arilaminas.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden prepararse por diversos métodos. Por ejemplo, un polipéptido puede
sintetizarse mediante métodos de sintesis en fase soélida cominmente usados, por ejemplo, métodos que se conocen
bien en la técnica implican la proteccion t-BOC o FMOC de grupos alfa-amino. Aqui, los aminoacidos se adionan
secuencialmente a una cadena creciente de aminoacidos. Tales métodos se describen, por ejemplo, en Merrifield (1963),
J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2156; y Atherton y otros, "Solid Phase Peptide Synthesis", IRL Press, Londres, (1989). Los
métodos de sintesis en fase sélida son particularmente adecuados para la sintesis de polipéptidos o de longitud
relativamente corta, como los polipéptidos con una longitud de hasta aproximadamente 70 aminoacidos en la produccion
a gran escala.

Alternativamente, un polipéptido de la invencién puede prepararse mediante el uso de técnicas recombinantes bien
conocidas en la técnica en las que una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido se expresa en las células
huésped. La invencién proporciona asi un método para la preparacion de un polipéptido de acuerdo con la invencién que
comprende:

—  se proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de acuerdo con la invencién;

- transformar una célula huésped con dicha molécula de acido nucleico;
— cultivar dicha célula huésped bajo condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido;
—  cosechar dicho polipéptido de dichas células;

—  opcionalmente, modificar N-terminalmente o C-terminalmente dicho polipéptido, por ejemplo mediante la adicion de
un grupo de elongacion N- y/o C-terminal.

La invencién proporciona ademas una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido de acuerdo con la invencién, que en la presente descripcién también se refiere como una molécula
de acido nucleico de acuerdo con la invencién. Como se usa en la presente, una molécula de acido nucleico o secuencia
de acido nucleico de la invencion comprende una cadena de nucleétidos, preferentemente ADN y/o ARN.

Ademas se proporciona un vector que comprende una molécula de la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la
invencion. El término "vector" como se usa en la presente se define como una molécula de acido nucleico, tal como un
plasmido, bacteriéfago o virus animal, capaz de introducir una secuencia de acido nucleico heterélogo en una célula
huésped. Un vector de acuerdo con la invencién permite la expresion o produccién de una polipéptido de la invencion
codificado por una secuencia de acido nucleico heterélogo en una célula huésped. Un vector usado de acuerdo con la
invencion se deriva, por ejemplo, de un virus animal, ejemplos que incluyen, pero no se limitan a, virus vaccinia (incluidos
derivados atenuados tales como el virus Vaccinia modificado de Ankara, MVA), virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV), adenovirus o retrovirus. Un vector de acuerdo con la invencion comprende preferentemente un casete de expresion
que comprende un promotor que es adecuado para el inicio de la transcripcién de un polipéptido de acuerdo con la
invencion en las células huésped seleccionadas. Los ejemplos de promotores adecuados para la expresion de
polipéptidos de acuerdo con la invencion en células huésped eucariotas incluyen, pero no se limitan a, promotor de beta-
actina, promotor de inmunoglobina, promotor de 5S ARN o promotores derivados de virus tales como citomegalovirus
(CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV) y promotores del virus Simian 40 (SV40) para huéspedes mamiferos.

Ademas se proporciona por la invencién una célula huésped recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
y/o un vector de acuerdo con la invencion. Una célula huésped es una célula que se transformd, o es capaz de la
transformacion, por una molécula de acido nucleico tal como un vector de acuerdo con la invencién. "Transformacién” se
define en la presente invencidon como la introduccién de un acido nucleico externo en una célula receptora. La
transformacion de una célula huésped puede resultar en una expresion transitoria de una proteina recombinante por dicha
célula, lo que significa que la proteina recombinante se expresa solamente por un periodo de tiempo definido.
Alternativamente, la transformacion de una célula receptora puede resultar en la expresion estable, lo que significa que el
acido nucleico se introduce en el genoma de la célula y asi pasa a las siguientes generaciones de células. Adicionalmente,
se puede lograr la expresion inducible de una proteina recombinante. Un sistema de expresion inducible requiere la
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presencia o ausencia de una molécula que permite la expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica a un
polipéptido de la invencion. Ejemplos de sistemas de expresion inducibles incluyen, pero no se limitan a, los sistemas de
expresion Tet-On y Tet-Off, sistemas de expresion de genes inducibles por hormonas tales como por ejemplo un sistema
de expresion de genes inducible por ecdisona, un sistema de expresion de genes inducible por arabinosa, sistema de
expresion inducible por Drosophila mediante el uso de un vector pMT/BiP (Invitrogen) que comprende un promotor de
metalotioneina inducible. Una célula huésped usada en un método para la preparacion de un polipéptido de acuerdo con
la invencion es, por ejemplo, una procariota Gram-positivo, una procariota Gram-negativo o una eucariota.
Preferentemente, dicha célula huésped es una célula eucariota, tal como una célula vegetal, una célula de levadura, una
célula de mamifero o una célula de insecto, con la maxima preferencia una célula de insecto o una célula de mamifero.
Los ejemplos de células huésped adecuadas incluyen células vegetales tales como células de maiz, células de arroz,
células de lenteja de agua, células de tabaco (tales como células BY-2 o NT-1) y células de patata. Los ejemplos de
células de levadura son Saccharomyces y Pichia. Los ejemplos de células de insectos son, células de Spodoptera
frugiperda, tales como las células Tn5, SF-9 y SF-21, y las células de Drosophilia, tales como las células Drosophila
Schneider 2 (S2). Los ejemplos de células de mamifero que son adecuadas para expresar una proteina recombinante de
acuerdo con la invencion incluye, pero no se limitan a, células de rifidn de mono verde africano (Vero), células de rifion
de hamster bebé (tal como BHK-21), células de retina humana (por ejemplo las células PerC6), células de rifidn
embrionario humano (tal como las células HEK293), células de rifidon canino Madin Darby (MDCK), fibroblastos de embrion
de pollo (CEF), células de rifion de embridn de pollo (células CEK), células madre embrionarias derivadas de blastodermo
(por ejemplo, EB14), fibroblastos embrionarios de raton (tal como células 3T3), células de ovario de hamter chino (CHO),
y derivados de estos tipos de células.

Un método de acuerdo con la invencién que comprende ademas preferentemente una etapa de recoleccion, purificacion
y/o aislamiento de polipéptidos de acuerdo con la invencion. Los polipéptidos obtenidos de acuerdo con la invencion se
usan preferentemente en terapia humana, opcionalmente después de etapas adicionales de purificacion, aislamiento o
procesamiento, por ejemplo purificacion mediante el uso de electroforesis en gel o métodos de cromatografia.

Un polipéptido de acuerdo con la invencién exhibe una serie de actividades que pueden usarse ventajosamente tanto en
aplicaciones terapéuticas como no terapéuticas. En particular, los polipéptidos de acuerdo con la invencion son Utiles para
contrarrestar diversas infecciones microbianas. La invencién proporciona ademas composiciones farmacéuticas que
comprenden un polipéptido de acuerdo con la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y al menos un
portador, diluyente, excipiente y/o farmacéuticamente aceptable. También se proporcionan composiciones farmacéuticas
que comprenden una molécula de acido nucleico o un vector de acuerdo con la invencién y al menos un portador, diluyente
y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencién proporciona ademas un polipéptido de acuerdo con la invencion para uso como un medicamento. Ademas
se proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido de acuerdo con la invencion para su uso como un medicamento. Dicho medicamento puede ser un agente
terapéutico o profilactico.

En una modalidad, la invenciéon proporciona un método para el tratamiento de un sujeto que padece una infeccion
bacteriana que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de acuerdo
con la invencion, una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién o una molécula de acido nucleico de acuerdo
con la invencién. También se proporciona un método para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un
sujeto infectado con un microbio o para la profilaxis de una infeccion microbiana. En una modalidad preferida, dicho
microbio es una bacteria. Ademas se proporciona una molécula de polipéptido y/o acido nucleico para usar de acuerdo
con la invencion en el tratamiento de una infeccion bacteriana o una condicién resultante de una infeccion bacteriana.

Como se usa en la presente, un "sujeto" es un ser humano o un animal. Los sujetos incluyen, pero no se limitan a,
mamiferos tales como humanos, cerdos, hurones, focas, conejos, gatos, perros, vacas y caballos, y aves tales como
pollos, patos, gansos y pavos. En una modalidad preferida de la invencion, dicho sujeto es un mamifero. En una modalidad
preferida particularmente, el sujeto es un ser humano.

La invencién también proporciona un método para inhibir el crecimiento de una bacteria que comprende poner en contacto
dicho microbio con un polipéptido o una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion. Dicho contacto puede
realizarse en vivo e in vitro.

Los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion son efectivos en el tratamiento de una
variedad de infecciones microbianas. Por ejemplo, los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas son efectivos en el
tratamiento de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Los ejemplos de bacterias patégenas que pueden causar
infecciones en humanos o animales que son tratables con polipéptidos y composiciones de la invencion incluyen, pero no
se limitan a las bacterias: Listeria, Escherichia, Clamidia, Rickettsiales y bacterias de micobacterias, estafilococos,
estreptocos, neumonococos, meningococos, Klebsiella, pseudomonas, Legionella, difteria, salmonella, bacilos, Vibrio
cholerae, tétanos, Clostridium, Bacillus, Yersinia y Leptospira.

Los ejemplos de virus patégenos que pueden causar infecciones en seres humanos o animales incluyen, pero no se
limitan a, hepatitis A, B o C, virus del herpes (por ejemplo, VZV, HSV-I, HAV-6, HSV-II, CMV, virus de Epstein-Barr),
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adenovirus, virus de la influenza, flavivirus, echovirus, rinovirus, virus coxsackie, coronavirus, virus sincitial respiratorio
(RSV), rotavirus, Morbillivirus, virus de la rubéola, parvovirus, virus vaccinia, virus HTLV, virus del dengue, virus del
papiloma, poliovirus, virus de la rabia y virus de inmunodeficiencia humana (virus del VIH; por ejemplo, tipo | y II).

Los ejemplos de hongos patdgenos que pueden causar infecciones en seres humanos o animales incluyen, pero no se
limitan a, Candida (por ejemplo, albicans, krusei, glabrata, tropicalis), Aspergillus (por ejemplo, Fumigatus, niger),
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Genus Mucorales, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides
brasiliensis y Coccidioides immitis.

Los ejemplos de parasitos patdgenos que pueden causar infecciones en seres humanos o animales incluyen, pero no se
limitan a, Entamoeba histolytica, Plasmodium (por ejemplo, Falciparum, vivax), Entamoeba, Giardia, Balantidium coli,
Acanthamoeba, Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Babesia microti, Babesia microti, Babesia microti, Babesia
microti, Babesia microti, Tripanosoma (por ejemplo, brucei, cruzi), Leishmania (por ejemplo, donovani) y Toxoplasma
gondii.

En una modalidad preferida, los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas de la invencion son efectivos en el
tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y S. aureus (no
resistente), la bacteria gramnegativaPseudomonas aeruginosa y las especies de hongos Candida albicans y Aspergillus
niger.

Las composiciones que contienen los polipéptidos pueden administrarse para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos.
En aplicaciones terapéuticas, los polipéptidos o composiciones se administran a un sujeto, preferentemente un ser
humano, que ya padece una enfermedad en una cantidad suficiente para contrarrestar los sintomas de la infeccién o la
condicion resultante de la infeccidon y sus complicaciones. En aplicaciones profilacticas, los polipéptidos o composiciones
se administran a un sujeto, por ejemplo, un ser humano o animal en riesgo de sufrir una infecciéon microbiana en una
cantidad suficiente para prevenir la infeccion o al menos inhibir el desarrollo de una infeccion. El polipéptido esta
tipicamente presente en una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién en una cantidad terapéutica, que es
una cantidad suficiente para remediar una condicién o enfermedad, particularmente los sintomas asociados con una
infeccion microbiana. Las dosis tipicas de administracion de un polipéptido de acuerdo con la invencién o combinaciones
de al menos dos del mismo estan entre 0,01 y 10 mg de polipéptido por kg de peso corporal, en dependencia del tamafo
del polipéptido.

Los polipéptidos y la composicién farmacéutica de la invencion son particularmente adecuados para la aplicacion topica,
por ejemplo, en el tratamiento o prevencién de infecciones de la piel, infecciones de heridas e infecciones del tracto
urinario. Como se detalla antes en la presente descripcion, los polipéptidos de la invencidén son capaces de prevenir la
formacion de biopeliculas y dispersar las biopeliculas existentes, destruir las bacterias en y alrededor del sitio de formacion
de las biopeliculas, las biopeliculas bacterianas pueden retrasar la cicatrizacion de la herida cutanea y reducir la eficiencia
antibacteriana topica de los antibiéticos convencionales en la cicatrizacién o el tratamiento de heridas infectadas de la
piel, infecciones de la piel o infecciones del tracto urinario. Los polipéptidos de acuerdo con la invencion son, por ejemplo,
particularmente Utiles en la cicatrizacion como se demuestra en los Ejemplos de la presente solicitud. Los ejemplos
muestran que los polipéptidos de la invencion son efectivos para destruir bacterias que residen en las biopeliculas en un
modelo de infeccién de heridas por quemaduras de los fibroblastos humanos. Por lo tanto, en una modalidad, la invencién
proporciona un polipéptido, una composicion farmacéutica y/o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion
para usar en el tratamiento o prevencion de una infeccion de la piel, infeccion de heridas y/o infecciones del tracto urinario.
También se proporciona el uso de un polipéptido, composicion farmacéutica y/o molécula de acido nucleico de acuerdo
con la invencién para su uso en la cicatrizacién. Ademas se proporciona el uso de un polipéptido, una composicion
farmacéutica y/o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion en la fabricacion de una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de infeccion de la piel, infeccion de heridas, infeccion del tracto urinario y/o
para la cicatrizacion. La invencién proporciona ademas un método para el tratamiento de un sujeto que padece infeccion
de la piel, infeccion de la herida y/o infeccion del tracto urinario que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido de acuerdo con la invencién, una composicion farmacéutica de acuerdo con
la invencion o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Los polipéptidos y las composiciones farmacéuticas también son Utiles como agentes antiinflamatorios, ya que neutralizan
las endotoxinas microbianas proinflamatorias como el acido lipoteicoico, el peptidoglucano y los lipopolisacaridos, de esta
manera inhibiendo, reduciendo o previniendo la entrada de neutréfilos, macréfagos/monocitos y linfocitos y la liberacion
de pro- compuestos microbianos proinflamatorios por el sujeto infectado. Por lo tanto, también se proporciona un método
para inhibir la liberacidon de compuestos proinflamatorios que comprende poner en contacto una célula capaz de liberar
compuestos proinflamatorios con un polipéptido. Dicho contacto puede realizarse en vivo e in vitro. Un polipéptido de la
invencion se incorpora ventajosamente en un portador de liberaciéon controlada y/o administracion dirigida. Como se usa
en la presente, el término "liberacién controlada" se refiere a la liberacion del polipéptido de la invenciéon de una manera
dependiente del tiempo. En una modalidad, la liberaciéon controlada se refiere a la liberacion lenta. Como se usa en la
presente, el término "administracion dirigida" se refiere a la liberacion del polipéptido de la invenciéon de una manera
dirigida al sitio. El uso de un vehiculo de liberacion controlada tiene la ventaja de que se puede evitar la administracion
frecuente tal como mediante la inyeccion del polipéptido de la invencion. El uso de un vehiculo de administracion dirigida
tiene la ventaja de que el polipéptido de la invencién se administra efectivamente y/o se retiene en un sitio de interés en
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el cuerpo del sujeto, tal como un sitio de inflamacién o un sitio de infeccion. Preferentemente, un polipéptido de la invencion
esta dirigido a un sitio infectado por microorganismos que incluyen bacterias, hongos, virus y parasitos. Los portadores
de liberacion controlada y/o administracion dirigida se conocen bien en la técnica. Los ejemplos no limitativos de vehiculos
de liberacién controlada y/o administracion dirigida son nanoparticulas, microparticulas, nanocapsulas, microcapsulas,
liposomas, microesferas, hidrogeles, polimeros, complejos lipidicos, albumina sérica, anticuerpos, ciclodextrinas y
dextranos. La liberacion controlada se proporciona, por ejemplo, incorporando un polipéptido de la invencién en la
superficie de dicho portador. Los portadores son de materiales que forman particulas que capturan un polipéptido de la
invencion y se degradan o disuelven lentamente en un entorno adecuado, tales como entorno acuoso, acido o basico o
de fluidos corporales, y de esta manera liberan el polipéptido. La administraciéon dirigida se logra, por ejemplo, al
proporcionar a un portador grupos de orientacion en la superficie del mismo. Los ejemplos de tales portadores que
comprenden grupos de direccionamiento son portadores funcionalizados con anticuerpos, portadores que tienen un
ligando especifico del sitio y portadores que tienen una carga superficial positiva o negativa. Las particulas preferidas para
liberacion controlada y/o suministro dirigido son nanoparticulas, es decir, particulas en el intervalo de aproximadamente
1 a 500 nm de diametro, preferiblemente hasta aproximadamente 200 nm de diametro, y liposomas, opcionalmente
provistos de grupos de direccionamiento.

Por lo tanto, la invencién proporciona ademas un portador de liberacién controlada que comprende un polipéptido de la
invencion y composiciones farmacéuticas que comprenden dicho portador de liberacion controlada. También se
proporciona un portador de administracion dirigida que comprende un polipéptido de la invencidon, y composiciones
farmacéuticas que comprenden dicho portador de administracion dirigida. Dicho portador se selecciona en una modalidad
del grupo que consiste en nanoparticulas, microparticulas, nanocapsulas, microcapsulas, liposomas, microesferas,
hidrogeles, polimeros, complejos lipidicos, albumina sérica, anticuerpos, ciclodextrinas y dextrano.

Los portadores preferentes de administracion dirigida y/o liberacion controlada son de material biodegradable.
"Biodegradable”, como se usa en la presente, se refiere a moléculas que se degradan en condiciones fisiolégicas. Esto
incluye moléculas que son hidroliticamente degradables y moléculas que requieren degradacién enzimatica. Los
materiales biodegradables adecuados incluyen, pero no se limitan a, polimeros biodegradables y material biodegradable
natural tal como PLA (acido polilactico), PGA (acido poliglicélico), policaprolactona (PCA), 6xido de polietileno (PEO),
polidioxanona (PDS), policaprolactona (PCL), fumarato de polipropileno, polimeros derivados de lactonas, tales como
lactida, glicolido y caprolactona, carbonatos como carbonato de trimetileno y carbonato de tetrametileno, dioxanonas,
etilenglicol, amida de poliéster (PEA), 6xido de etileno, esteramidas, y-hidroxivalerato, 6- hidroxipropionato, a-hidroxiacido,
hidroxibuteratos, hidroxialcanoatos, carbonatos de poliimida, poliuretanos, polianhidridos y sus combinaciones,
polisacaridos como el acido hialurénico, quitosano y celulosa, y proteinas tales como la gelatina y el colageno.

Los polipéptidos de la invencion pueden usarse ademas ventajosamente como un conservante para o materiales que son
susceptibles a la infeccion microbiana. Dicho material puede estar impregnado o recubierto con o cubierto por un
polipéptido de la invencion. En una modalidad, un polipéptido de la invencion se usa como conservante para dispositivos
médicos. El término "dispositivos médicos", como se usa en la presente, se refiere a dispositivos que pueden usarse en
el cuerpo humano o animal e incluye, pero no se limita a, instrumentos médicos, implementos médicos, protesis, tales
como articulaciones artificiales, que incluyen caderas y rodillas, y proétesis dentales, implantes mamarios, dispositivos
implantables tales como marcapasos, valvulas cardiacas, stents, catéteres, tubos auditivos, férulas, tornillos para
dispositivos médicos y apositos para heridas o tejidos. Dichos dispositivos médicos son particularmente adecuados para
la adherencia, por ejemplo, de bacterias, tanto para la adherencia de bacterias individuales como para las bacterias en
biopeliculas.

Por lo tanto, también se proporciona el uso de un polipéptido de la invencidén como un conservante para dispositivos
médicos. Ademas se proporciona un recubrimiento, preferentemente para dispositivos médicos, que comprende un
polipéptido de la invencion. En una modalidad, dicho recubrimiento proporciona la liberacién controlada del polipéptido de
la invencion. Tal recubrimiento de liberaciéon controlada para dispositivos médicos comprende preferentemente un material
biodegradable de modo que la liberacion del polipéptido de la invencidon se logra por la degradacion del material de
recubrimiento. Por lo tanto, también se proporciona un recubrimiento de liberacién controlada que comprende un
polipéptido de la invencion. Ademas se proporciona un dispositivo médico que comprende este recubrimiento que
comprende un polipéptido de la invencion y un material biodegradable. Un recubrimiento biodegradable de acuerdo con
la invencién comprende un material biodegradable como se definié anteriormente. En particular, dicho recubrimiento
biodegradable comprende un material seleccionado del grupo que consiste en PLA (acido polilactico), PGA (acido
poliglicdlico), policaprolactona (PCA), 6xido de polietileno (PEO), polidioxanona (PDS), policaprolactona (PCL), fumarato
de polipropileno, polimeros derivados de lactonas, tales como lactida, glicélido y caprolactona, carbonatos como el
carbonato de trimetileno y el carbonato de tetrametileno, dioxanonas, etilenglicol, poliéster amida (PEA) éxido de etileno,
esteramidas, y-hidroxivalerato, B-hidroxipropionato, a- hidroxiacidos, hidroxibuteratos, hidroxialcanoatos, carbonatos de
poliimida, poliuretanos, polianhidridos y sus combinaciones, polisacaridos tales como el acido hialurénico, quitosano y
celulosa, y proteinas como la gelatina y el colageno.

Aunque los polipéptidos de acuerdo con la invencion son agentes antimicrobianos potentes, pueden combinarse con
agentes antimicrobianos conocidos, tales como antiinfecciosos convencionales, tales como antibitticos, antivirales y
antifingicos u otros péptidos antimicrobianos, y anticuerpos y quimicos, por ejemplo, sensibilizadores, nanoparticulas.
Dicha combinaciéon puede dar como resultado un aumento de la actividad antimicrobiana o ampliar el espectro de
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actividad. Los polipéptidos de la invencion pueden combinarse, por ejemplo, con penicilinas, cefalosporinas, macrdlidos,
fluoroquinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas y/o aminoglucésidos para tratar infecciones bacterianas. Para el tratamiento
de infecciones virales, los polipéptidos pueden combinarse con analogos de nucledsidos antivirales tales como aciclovir,
ganciclovir, zidovudina (AZT) o didanosina o inhibidores de neuramidasa como oseltamivir, peramivir o zanamivir. Para el
tratamiento de infecciones fungicas, los polipéptidos y las composiciones de la invencion se pueden combinar con
antifingicos de polieno, imidazoles, triazoles, alilaminas, equinocandinas, ciclopirox, flucitosina y/o griseofulvina. Por lo
tanto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de acuerdo con la invencién
y un agente antimicrobiano adicional, tal como un antibiético o un péptido antimicrobiano, preferentemente seleccionado
del grupo que consiste en penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, mupirocina.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion comprenden al menos un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de portadores adecuados comprenden, por ejemplo, hemocianina de lapa
californiana (KLH), albumina de suero (por ejemplo, BSA o RSA) y ovalbumina. En una modalidad preferida, dicho portador
adecuado es una solucion, por ejemplo, solucion salina. Los ejemplos de excipientes que pueden incorporarse en tabletas,
capsulas y similares son los siguientes: un aglutinante tal como: goma de tragacanto, acacia, almidén de maiz o gelatina,
un excipiente tal como: celulosa microcristalina, un agente desintegrante tal como: almidon de maiz, almidén
pregelatinizado, acido alginico y similares; un lubricante tal como: estearato de magnesio, un agente edulcorante tal como:
sacarosa, lactosa o sacarina, y un agente saborizante tal como: menta, aceite de gaulteria o cereza. Cuando la forma de
unidad de dosificacion es una capsula, esta puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un portador
liquido, tal como: aceite graso. Diversos materiales diferentes pueden estar presentes como recubrimientos o para de
cualquier otra manera modificar la forma fisica de la unidad de dosificacion. Por ejemplo, las tabletas se pueden recubrir
con laca, azicar, o ambas. Un jarabe o un elixir pueden contener el compuesto activo, sacarosa como un agente
edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un colorante y saborizante como el sabor a cereza o a naranja.
Una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién es preferentemente adecuada para uso humano.

Las composiciones farmacéuticas que se describen en la presente descripcién pueden administrarse en una variedad de
formas diferentes. Los ejemplos incluyen administrar una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de
acuerdo con la invencién y que contiene un portador farmacéuticamente aceptable por via oral, intranasal, rectal, tépica,
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, subdérmica, transdérmica, intratecal y métodos intracraneales.
Para la administracién oral, el ingrediente activo puede administrarse en formas de dosificacion sdlidas, tales como
capsulas, tabletas y polvos, o en formas de dosificacion liquidas, tales como elixires, jarabes y suspensiones.

Las composiciones estériles para inyeccion pueden formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional
mediante la disolucién o suspension del polipéptido de la invencion en un vehiculo para inyeccion, tal como agua o un
aceite de origen natural como el aceite de sésamo, aceite de coco, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén,
etcétera, o un vehiculo graso sintético como el oleato de etilo o similares. También pueden incorporarse tampones,
conservantes, antioxidantes y similares.

En una modalidad preferida, una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la invencién se formula para administracion
tépica. "Administracion tépica" como se usa en la presente se refiere a la aplicacién a una superficie corporal tal como la
piel o las membranas de las mucosas para tratar localmente afecciones como resultado de infecciones microbianas o
parasitarias. Los ejemplos de formulacion adecuada para administracion topica incluyen, pero no se limitan a, crema, gel,
unglento, locion, espuma, suspension, atomizacion, aerosol, aerosol en polvo. Los medicamentos de uso tépico pueden
ser epicutaneos, lo que significa que se aplican directamente a la piel. Los medicamentos de uso tépico también pueden
ser inhalables, por ejemplo, para su aplicacion en el epitelio de la mucosa del tracto respiratorio, o aplicarse a la superficie
de tejidos distintos que no sean la piel, como las gotas oculares aplicadas a la conjuntiva o las gotas 6ticas colocadas en
el oido. Dicha composicion farmacéutica formulada para administracion tépica comprende preferentemente al menos un
excipiente farmacéutico adecuado para la aplicacion tdpica, tal como un emulgente, un diluyente, un humectante, un
conservante, un balanceador de pH y/o agua.

Un polipéptido de acuerdo con la invencion también es particularmente adecuado para uso diagndstico. Los polipéptidos
pueden usarse para la deteccion de una infeccién microbiana, por ejemplo mediante la deteccion de toxinas microbianas,
por ejemplo, toxinas bacterianas que incluyen LPS, LTA y PG, presentes en muestras fisioldgicas, tales como sangre,
plasma, moco, exudado de heridas y orina. Ademas, los polipéptidos pueden usarse para determinar la cantidad de toxinas
microbianas en tales muestras. Por lo tanto, se proporciona una molécula de acido nucleico polipeptidico de acuerdo con
la invencion para su uso como agente de diagnodstico. Ademas se proporciona el uso de un polipéptido de acuerdo con la
invencion para detectar una toxina microbiana, preferentemente una toxina bacteriana o fungica, en una muestra
fisiolégica, tal como una muestra de sangre, plasma, moco, exudado de heridas y orina. Como se describié anteriormente,
un polipéptido de acuerdo con la invencién puede acoplarse a un resto adecuado tal como una biotina, un marcador de
fluoresceina, un colorante cercano al infrarrojo o un is6topo radiactivo. Tales polipéptidos marcados pueden usarse en un
método para detectar infecciones microbianas tales como infecciones bacterianas porque migran a un sitio de infeccion
microbiana. Mediante el uso de un detector adecuado para el marcador usado unido al polipéptido, es posible detectar
sitios de infeccion. Por lo tanto, la invencién también proporciona métodos para detectar infecciones microbianas tales
como infecciones bacterianas. El método tipicamente implica la administracion de un polipéptido marcado a un sujeto
infectado con o sospechoso de estar infectado con un organismo microbiano. Debido a que el polipéptido marcado es
capaz de interactuar con el organismo infeccioso, este se acumula en el sitio de la infeccién. Para detectar toxinas
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microbianas en una muestra fisioldgica, el método implica administrar un polipéptido marcado a una muestra fisiolégica
de un sujeto infectado con o sospechoso de estar infectado con un organismo microbiano. Es posible detectar la
acumulacién del polipéptido en el sitio de infeccion o en una muestra mediante el uso de varios detectores que son
sensibles al marcador que esta unida al polipéptido.

Otra aplicacion util de los polipéptidos de acuerdo con la invencion es en la conservacion de productos alimenticios. Por
lo tanto, también se proporciona el uso de un polipéptido de acuerdo con la invencién como conservante alimentario.
Generalmente, los microorganismos patégenos o deteriorados se destruyen mediante el procesamiento térmico de los
alimentos sometiéndolos a temperaturas que varian de 60 a 100 °C. Tal tratamiento puede tener efectos indeseables en
el producto alimenticio, tales como efectos organolépticos indeseables. El uso de un polipéptido de acuerdo con la
invencion como conservante en productos alimenticios puede dar como resultado una vida de almacenamiento prolongada
y/o una seguridad reforzada del producto alimenticio.

Los microorganismos patdgenos en los alimentos pueden causar infecciones o intoxicacion de los sujetos e incluir
bacterias tales como: Campylobacter jejuni, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi 'y especies de Salmonella no tificas,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Shigella y Clostridium botulinum, virus tales como: los
rotavirus y el virus de Norwalk, parasitos tales como: Taenia solium, Taenia saginata y Trichinella spiralis y Moulds. El
deterioro de los alimentos se refiere al cambio de aspecto, consistencia, sabor y/u olor de los productos alimenticios, y
puede ser causado por bacterias tales como: Lactobacillus, Leuconostoc, Pseudomonas, Micrococcus, Flavobacterium,
Serratia, Enterobacter and Streptococcus, hongos tales como: Aspergillus, Fusarium y Cladosporium y levaduras.

La invencion se explicara con mas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1: El esquema simplificado de las etapas involucradas en el modo de accion de los AMPs que indican los dos
modelos mas importantes para la ruptura de la membrana (formacién de alfombras y poros) y la transferencia de AMP al
entorno intracelular. Para unirse a la membrana bacteriana citoplasmatica, compuesta predominantemente de
fosfatidilglicerol (PG) anidnico y fosfatidiletanolamina neutra (PE), los AMPs deben translocarse a través de la matriz
extracelular de biopelicula del polimero, asi como también la membrana externa y/o la capa de peptidoglicano/acido
lipoteicoico (no se muestra por simplicidad), que es en su mayoria impulsada electrostaticamente.

Figura 2: Destruccion de MRSA LUH14616 por los péptidos P60.4Ac (Nell MJ y otros Péptidos (2006) 649-660) y péptidos
P2, P3, P4, P5, P6, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17 y P19, representada por la cantidad de UFC (unidades
formadoras de colonias) de MRSA por ml de cultivo medio mediante diferentes concentraciones de los péptidos (A) e Cl
90, C1 99y CI 99,9 (90 %, 99 % y 99,9 % de concentracion inhibitoria) valores para los péptidos (B).

Figura 3: Destruccion de MRSA por diferentes concentraciones de P60.4Ac y P10, como se muestra por la cantidad de
UFC de MRSA por ml de medio de cultivo.

Figura 4: Efecto de LL-37, P60.4Ac, P10 y mupirocina sobre MRSA LUH14616 en el modelo de piel con heridas térmicas
representado como la cantidad de UFC de MRSA LUH14616 por modelo de la piel (A) y la supervivencia de MRSA
LUH14616 (en %) por modelo de la piel.

Figura 5: Efecto de LL-37, P60.4AC, P10 y mupirocina sobre MRSA LUH15051 resistente a la mupirocina en el modelo
de la piel con heridas térmicas representado como la cantidad de UFC de MRSA LUH15051 por modelo de la piel (A) y la
supervivencia de MRSA LUH15051 (en %) por modelo de la piel.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Sintesis de péptidos antimicrobianos.

Los péptidos sintéticos se preparan mediante quimica Fmoc normal mediante el uso de resinas Tentagel precargadas,
PyBop/NMM para la activacion in situ y piperidina al 20 % en NMP para la eliminacion de Fmoc [Hiemstra HS y otros Proc
Natl Acad Sci USA, 94, 10313-10318 (1997)]. Los acoplamientos se realizan durante 60 minutos 6 veces con especies
acilantes. Después de la eliminacion final de Fmoc, los péptidos se escinden con TFA/H,O 19/1 (v/v) que contiene
limpiadores adicionales cuando C (trietilsilano) o W (etanetiol) estaban presentes en la secuencia del péptido. Los péptidos
se aislan mediante precipitacion con éter/pentano 1/1 (v/v) y el aislamiento del producto mediante centrifugacion. Después
del secado al aire a aproximadamente 40 °C, los péptidos se disuelven en acido acético/agua 1/10 (v/v) y se liofilizan. Los
péptidos se verifican con respecto a la pureza mediante el uso de UPLC-MS (Acquity, Waters) y la integridad mediante el
uso de la espectrometria de masas Maldi-Tof (Microflex, Bruker), mostrando las masas moleculares esperadas.

Abreviaturas:
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Fmoc: 9H-fluorenilmetiloxicarbonilo

NMM: N-metilmorfolina

PyBOP: Benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio hexafluorofosfato
TFA: acido trifluoroacético

Cepas bacterianas

El aislado clinico de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), LUH14616 fue amablemente proporcionado
por el Dr. S. Croes, Maastricht University Medical Center, Maastricht, Paises Bajos (ver Croes S BMC Microbiol. 2009; 9:
229. doi: 10.1186/1471-2180-9-229) y el MRSA LUH 15051 resistente a la mupirocina fue un regalo del Dr. MEOC Heck
(Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Pesquisa, Instituto Nacional de Salud Publica y Medio Ambiente, RIVM,
Bilthoven, Paises Bajos).

El S. aureus JAR se describe en Campoccia y otros (Int J Artif Organs. 2008 Sep; 31 (9): 841-7).
Las bacterias se almacenaron a -80 ° C hasta su uso. Se preparan los inéculos de las bacterias de la fase logaritmica

media incubando colonias de MRSA aisladas de placas de agar sangre en el medio de caldo de soja triptico (TSB) (Becton
Dickinson, Le Pont de Clax, Francia) durante 2,5 horas y luego se diluyen a la concentracion necesaria.

Tabla 1
ID de la Cepa especies Resistencia
LUH 14616 S. aureus meticilina Croes y otros. 2009
LUH 15051 S. aureus Meticilina y mupirocina RIVM
JAR S. aureus Campoccia y otros 2008

Ensayo de eliminacion in vitro

Para el ensayo de eliminacion in vitro en bacterias de fase logaritmica media, MRSA LUH14616 y MRSA LUH 15051 se
resuspenden a una concentracion de 1 x 108 bacterias/ml en PBS. Subsecuentemente, se afiaden 200 ul a un intervalo
de concentracion de péptidos LL-37, P60.4Ac (OP-145) y P10 que fueron liofilizados de antemano. Subsecuentemente,
la mezcla de bacterias y péptidos se incuba durante 1 hora a 37 °C. Para establecer la capacidad de eliminacién de estos
péptidos, las suspensiones se diluyen seriadamente y se colocan en placas sobre placas de agar DST para medir los
recuentos de UFC viables. Los valores de CI 90, Cl 99 e Cl 99,9 se calculan mediante analisis de regresion lineal.

Para un ensayo de eliminacion in vitro con las variantes P10, el S. aureus JAR (1 min de UFC/mI) se incuban durante 2
horas a 37 °C con diversas concentraciones de los péptidos en PBS o en PBS/plasma humano (1/1, v/v). En las tablas 2-
6 se representa la concentracion del péptido que resulta de la eliminacion del 99,9 % de las bacterias (1000 UFC/ml
restantes). La CL 99,9 es el valor promedio de dos experimentos independientes.

Equivalente de piel humana

Se preparan equivalentes de piel humana como se describié en El Ghalbzouri y otros (Lab Invest. 2004 enero; 84 (1):
102-12). En resumen, 5x10° queratinocitos humanos normales se siembran sobre matrices de colageno de cola de rata
pobladas con fibroblastos. Las matrices de colageno se preparan de antemano haciendo un basal (acido acético al 0,1 %,
colageno 4 mg/ml, solucién salina equilibrada de Hank (HBSS, 10x), NaOH 1 M y FCS) y una capa superior de colageno
en la que se siembran fibroblastos humanos normales (4 mg/ml de colageno, 10x HBSS, NaOH 1 M, FCS vy fibroblastos).
Se usan filtros Transwell con un tamafio de los poros de 3 pm (Corning 3414, Costar) para cultivar los equivalentes de
piel humana. Las matrices de colageno se cultivan en medio de fibroblastos durante una semana. Los equivalentes de
piel humana de grosor completo se cultivan primero sumergidos en medio de queratinocitos durante 2 o0 3 dias a 37 °Cy
7,3 % de CO; y luego se cultivan en medio de queratinocitos como se describié anteriormente, pero con FCS al 1 % y
suplementado con L-serina 2 M, L-carnitina 10 mM, DL-a-tocoferol-acetato 1 uM, acido ascoérbico 50 uM, un suplemento
lipidico que contiene acido palmitrico, acido linoleico y acido araquidonico en una relacion 1:1:1 y 2,4x10° M de albumina
de suero bovino. Después de 2 o 3 dias, los HSE se cultivan en la interfaz aire-liquido durante 14 dias en medio de
queratinocitos como se describié anteriormente, pero sin suero y suplementado con L-serina 2M, L-carnitina 10 mM, DL-
a-acetato de tocoferol 1 uM, acido ascérbico 50 pM, un suplemento lipidico que contiene acido palmitrico 25 uM, acido
linoleico 30 uM y acido araquidénico 7 uM (2:1:1) y 2,4x10®° M de albumina de suero bovino. El medio de cultivo se
renueva dos veces por semana.

Modelo de infeccién por heridas por quemaduras y tratamiento experimental

Los modelos de piel de espesor completo se reconstruyen como se describié anteriormente mediante el uso de filtros
Transwell con un tamafio de poro de 0,4 um, (Corning 3460, Costar). Después de 10 dias de cultivo en la interfase aire-
liquido, se hacen heridas por quemaduras de 20 mm? aplicando el nitrégeno liquido sobre los equivalentes de piel durante
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15 segundos. Los equivalentes de piel dafiados térmicamente se incuban durante 1 hora a 37 °C y 7,3 % de CO- antes
de la infeccion. La infeccion se realiza mediante la aplicacion de un indculo de 1x10° MRSA sobre los equivalentes de
piel. Después de la incubacién durante 1 hora, se eliminan las bacterias no adherentes. El tratamiento comienza 1 u 8 h
después de la infeccion y se administra una dosis (100 ug en 100 ml de PBS) de LL-37, P60.4Ac o P10. El tratamiento se
prolonga durante 4 o 24 h antes del procesamiento. Los equivalentes de piel se lavan con 1 ml de PBS para eliminar todas
las bacterias no adherentes. Luego se toman dos biopsias de 4 mm y se homogenizan en 1 ml de PBS. Los
homogenizados y los lavados se diluyen en serie para medir los recuentos de UFC viables en placas de agar de prueba
de diagnostico de sensibilidad (DST).

Resultados

Identificacién de P10

Se sintetiza un conjunto de 15 péptidos. Los péptidos se disefian para fortalecer o debilitar la estructura anfipatica prevista
en comparacion con el P60.4Ac (Nell MJ y otros Péptidos (2006) 649-660), en base a las predicciones de la estructura
asistida por computadora. La actividad anti-biopelicula es muy variable entre los péptidos (se generaron de esta manera
los péptidos antimicrobianos de mayor y menor actividad). Se anticipa que existe una relaciéon delicada entre la
modificacion de la estructura helicoidal anfipatica y la actividad anti-biopelicula dentro de los péptidos antimicrobianos.
Por lo tanto, se desarrolla una serie de péptidos sintéticos cortos basados en estas observaciones, y se evalla su actividad
antimicrobiana. La actividad de estos péptidos varia desde la ausencia de actividad antimicrobiana hasta péptidos con
una actividad que excede la de LL-37 en una base molar. Las secuencias de P60.4Ac y los 15 péptidos probados son:

P604Ac 1 G K EF KRIVERIKRPFLRELVRPTLR
P2 I AKEFKRIVERIKRPFLRELVRPLR
P3 LARDYKRLVERLKRWLRELVZRPLK
P4 I AKEFKRILERIKRFIRETITRPIR
P5 TAKEYKRILDRIEKRYLRELVRAIK
P6 VAKDYRIKYV DRIKRFLRYLLURPVR
P9 LAKDYKZKIVERLREKWLREVLI RPVYVK
P10 LAREYKEKIVEZEKLKRWLRQVLRTTLR
P11 LAKEYREKIFDRLEKEKWLRAQI VRPSK
P12 LAREYKRIFEZRLRIEKWLRQI VKPVR
P13 LAKEWRIEKIVDRLEKRWLRDIILIEKATK
P14 VAREWKRILEZ KI KRWLRDIULZEKALR
P15 VAKEWRIEKIVDRIKRYLRDI S KATK
P16 TAREWEKRILEIZKIREKYLURDVSZRVTR R
P17 VAKDWEKRIVDEKVRRYLREVTI KITLK
P19 TAKDYREKIFEZXKIEKEKYLEKDLTRIULK

El péptido P10 destruye MRSA LYH14616 de manera muy eficiente. Tiene la mayor actividad contra MRSA LUH14616
de todos los péptidos probados, e incluso es considerablemente mas efectivo que P60.4Ac (OP-145), ver Figura 2A y B.
Por ejemplo, P10 tiene una CI 99,9 de 0,59 uM, lo que significa que a esta concentracion P10 destruye a 999 de 1000
bacterias. El P60.4Ac, a una concentracion similar, incluso ligeramente superior, de 0,75 uM destruye solo 900 de 1000
bacterias (CI 90 de 0,75 pM). Por lo tanto, sobreviven 100 veces mas bacterias después del tratamiento con P60.4Ac en
comparacion con el tratamiento con P10 a una concentracién similar. Por lo tanto, el P10 tiene una actividad
aproximadamente 100 veces mejor que el P60.4Ac.

Actividad de P10 y variantes

El péptido 10 es mas efectivo que LL-37 y P60.4Ac para destruir el MRSA y el MRSA resistente a la mupirocina y para
eliminar estas bacterias de los equivalentes de piel humana herida térmicamente (Figuras 3-5).

El P10 es altamente efectivo contra las bacterias MRSA en la fase logaritmica, las bacterias estacionarias y las bacterias
que residen en las biopeliculas.
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Ademas, el P10 es altamente efectivo contra:

1) Bacterias grampositivas, por ejemplo, varias cepas meticilina resistentes asi como también cepas sensibles (ver
figuras 4 y 5), Staphylococcus epidermidis,

2) Bacterias gramnegativas que incluyen varias cepas de Pseudomonas aeruginosa (resistentes a medicamentos),
cepas de Acinetobacter baumannii (resistentes a medicamentos),

3) micobacterias y

4) los patégenos fungicos Candida albicans (resistentes a fluconazol) y Aspergillus niger.

Las variantes de P10 en las que uno o todos los aminoacidos han sido reemplazados por su D-aminoacido
correspondiente, o un aminoacido ha sido reemplazado por otro L-aminoacido tienen actividad antimicrobiana que es
comparable a la de P10. También las variantes que tienen un N-terminal elongado de C-terminal con diferentes grupos
que incluyen acetilo, amida, NH- (CH2-CH;-O)11-CO, hexanoilo, decanoilo, miristoilo, propionilo, uno o dos grupos
aminohexanoilo, y las variantes mas cortas de P-10 tienen una actividad antimicrobiana comparable a la de P10. La
secuencia y la actividad de estas variantes de P10 se muestran en las tablas 2, 3, 5y 6. Los péptidos en los que se
introdujeron sustituciones de prolina para romper la hélice fueron en su mayoria inactivos (ver Tabla 4).

Tabla 2. Actividad de las variantes de P-10 en las que un aminoacido ha sido reemplazado por su D-aminoacido (letras
minusculas) y contrapartida y péptido retro-inverso. J = acetilo, B = amida

Péptido

P-10

1301-1
1301-2
1301-3
1301-4
1301-5
1301-6
1301-7
1301-8
1301-9
1301-10
1301-11
1301-12
1301-13
1301-14
1301-15
1301-16
1301-17
1301-18
1301-19
1301-20
1301-21
1301-22
1301-23

Secuencia

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

J1AREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLaREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLArEYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

JLAReYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVeKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEK1KRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKrWLRQVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRW1RQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLrQVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQV1RTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLITLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRtLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRT1RB

21

CL 99,9 (M)
(PBS)

1,6

0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0.4
0,6
0,6
0,6
0.4
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0.4

CL 99,9 (uM) (50 % de
plasma)

102,4

38,4
38,4
38,4
38,4
38,4
38,4
25,6
38,4
38,4
38,4
19,2
32,0
38,4
38,4
38,4
38,4
38,4
38,4
32,0
38,4
38,4
38,4
32,0
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JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLrB
rlitrivgriwrklkevikkyeralB
JlareykkiveklkrwlirgvirtirB

0,6
3.2
1,6

19,2
>102,4
25,6

Tabla 3. Actividad de variantes de P-10 en las que el péptido se ha elongado N-terminalmente de C-terminalmente con
diferentes grupos. J = acetilo, B = amida, o = NH- (CH»-CH»-0)11-CO, b = hexanoilo, j = decanoilo, u = miristoilo, U =
propionilo. Z = amino-hexanoilo

Péptido

P-10

1302-4
1302-5
1302-6
1302-7
1302-8
1302-9
1302-10
1302-11

Secuencia

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

CL 99,9 (M)
(PBS)

1,6

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRZZB |0,8

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRoB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRZB
OoLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
bLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
UuLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
ULAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

0.8
0,6
1,6
1,2
1,6
2,0
1,6

CL 99,9 (uM) (50 % de
plasma)

102,4

38,4
102,4
38,4
102,4
102,4
>102,4
102,4
102,4

Tabla 4. Actividad de las variantes de P-10 en las que el péptido ha sido modificado por dos sustituciones de un
aminoacido particular por P (prolina, que se ha informado que es un residuo que rompe la hélice). J = acetilo, B = amida

Péptido

P-10

1302-13
1302-14
1302-15
1302-16

Secuencia

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

JLAREYKPIVEKLKRWPRQVLRTLRB
JLAREYPKIVEKLKRWLRPVLRTLRB

JLAREYKKIVPKLKRWLRQVPRTLRB
JLAREYKKPVEKLKRWLPQVLRTLRB

CL 99,9 (M)
(PBS)

1,6

>3,2
3,2

>3,2
>3,2

CL 99,9 (uM) (50 % de
plasma)

102,4

>102,4
102,4
76,8
102,4

Tabla 5. Actividad de variantes de P-10 en las que un aminoacido ha sido reemplazado por otro L-aminoacido. J =

Péptido

P-10

1302-17
1302-18
1302-19
1302-20
1302-21
1302-22

acetilo, B =

Secuencia

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

JIAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

JVAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JAAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLLREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLVREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLQREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB

22

amida

CL 99,9 (M)
(PBS)

1,6

1,6
1,6
1,6
1,6
1,2
1,6

CL 99,9 (uM) (50 % de
plasma)

102,4

102,4
76,8
76,8
102,4
76,8
76,8
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1302-23
1302-24
1302-25
1302-26
1302-27
1302-28
1302-29
1302-30
1302-31
1302-32
1302-33
1302-34
1302-36
1302-37
1302-38
1302-39
1302-40
1302-41
1302-42
1302-43
1302-44
1302-45
1302-46
1302-47
1302-48
1302-49
1302-50
1302-51
1302-52
1302-53
1302-54
1302-55

Péptido

P-10
1302-56

1302-57
1302-58

ES 2784484 T3

JLAKEYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAHEYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLARQYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREFKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYRKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYHKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKRIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKHIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVERLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEHLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKIKRWLRQVLRTLRB

JLAREYKKIVEKVKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKAKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLHRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKKWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKHWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRFLRQVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLHQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRNVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRAVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRSVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRTVLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQLLRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVIRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQWRTLRB

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVARTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLKTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLHTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRQLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRNLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRALRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLHB

Tabla 6. Actividad de variantes mas cortas de P-10. J = acetilo, B = amida

Secuencia CL 99,9 (uM)
(PBS)

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB | 1,6
JREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB |1,6

JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTB 1,6
JREYKKIVEKLKRWLRQVLRTB 1,6

23

1,6
1,6
1,2
0.8
0.8
1,2
1,6
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
24
3.2
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,2
1,6
0.8
1,6
1,6
1,6
0.8
1,2

102,4
102,4
51,2
76,8
76,8
102,4
102,4
102,4
102,4
102,4
102,4
102,4
76,8
102,4
102,4
102,4
76,8
102,4
76,8
102,4
76,8
76,8
102,4
76,8
76,8
51,2
51,2
102,4
76,8
51,2
51,2
102,4

CL 99,9 (uM) (50 % de

plasma)

102,4

51,2
51,2
76,8
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JYKKIVEKLKRWLRQVLRTLRB
JLAREYKKIVEKLKRWLRQVLB
JEYKKIVEKLKRWLRQVLRB
JYKKIVEKLKRWLRQVLB
JKKIVEKLKRWLRQB

24

1,6
1,6
24
1,6
>3,2

51,2
102,4
102,4
76,8
102,4
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido aislado o recombinante que comprende hasta 200 aminoacidos de longitud y que comprende una
secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de dicha secuencia de aminodacidos,
dicho polipéptido que tiene actividad antibacteriana,

dicha variante que tiene al menos 16 aminoacidos y:

- que tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, |, V o A por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de E por Q

e sustitucion de Y o W por F

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido
seleccionado de dicho grupo

— que tiene una o mas sustituciones de un aminoacido por su D-aminoacido correspondiente,

— que tiene hasta 5 sustituciones de un aminoacido por su aminodacido no natural correspondiente en donde dicho
aminoacido no natural correspondiente:

— es un B-aminoacido correspondiente;

— es t-butilalanina, 2-naftilalanina; L-3-(2-naftil)alanina o acido 2-aminoisobutirico cuando el aminoacido natural
es alanina;

— es homoarginina, ornitina, N5-carbamoiclornitina o acido 3-amino-propionico cuando el aminoacido natural es
arginina;

— es N-etilaparagina cuando el aminoacido natural es asparagina;

— es 4-terc-butil hidrégeno 2-azidosuccinato cuando el aminoacido natural es acido aspartico.

— es acido cisteico u homocisteina cuando el aminoacido natural es cisteina;

— es acido y-carboxi-DL-glutdmico o acido 4-fluoro-DL-glutamico cuando el aminoacido natural es acido
glutamico;

— es D-citrulina o tio-L-citrulina cuando el aminoacido natural es glutamina;

— es N-metilglicina, t-butilglicina, N-metilglicina o D-alilglicina cuando el aminoacido natural es glicina;

— es éster metilico de 3-(3-metil-4-nitrobencil)-L-histidina cuando el aminoacido natural es histidina;

— es isodesmosina, N-metilisoleucina o alo-isoleucina cuando el aminoacido natural es isoleucina;

— es norleucina, desmosina o 5,5,5-trifluoro-leucina cuando el aminoacido natural es leucina;

— es 6-N-metillisina, acido 2-aminoheptanoico, N-acetilsina, hidroxilisina o alo-hidroxilisina cuando el aminoacido
natural es lisina;

— es sulféoxido de metionina cuando el aminoacido natural es metionina;

— es p-amino-L-fenilalanina, 3-benzotienilalanina p-bromofenilalanina, p-acil-L-fenilalanina, 2-fluorofenilalanina,
3-fluorofenilalanina o 4-fluorofenilalanina cuando el aminoacido natural es fenilalanina;

— es 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina o 1-acetil-4-hidroxi-L-prolina cuando el aminoacido natural es prolina;

— es homoserina, isoserina o 3-fenilserina cuando el aminoacido natural es serina;

— es D-tiroxina o alo-treonina cuando el aminoacido natural es treonina;

— es 5-hidroxi-triptéfano, 5-metoxi-triptéfano o 5-fluoro-triptéfano cuando el aminoacido natural es triptéfano.

— es O-metil-L-tirosina, O-4-alil-L-tirosina o 3-cloro-tirosina cuando el aminoacido natural es tirosina; o

— es norvalina, N-metilvalina o 3-fluoro-valina cuando el aminoacido natural es valina; y/o

— que tiene una secuencia retro-inversa de al menos 16 aminoacidos consecutivos de dicha secuencia de
aminoacidos.

Un polipéptido aislado o recombinante que comprende hasta 200 aminoacidos de longitud y que comprende una
secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR, o una variante de dicha secuencia de aminodacidos,
dicho polipéptido que tiene actividad antibacteriana, dicha variante que tiene al menos 16 aminoacidos y que tiene
hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

—  sustituciéon de L en la posicién 1 del aminoacido por |, V o A

- sustitucién de A en la posiciéon 2 del aminoacido por L, V, Qo |

—  sustituciéon de R en la posiciéon 3 del aminoacido por Ko H

—  sustitucion de E en la posicién 4 del aminoacido por Q

—  sustituciéon de Y en la posicién 5 del aminoacido por F o W

—  sustitucion de K en la posicién 6 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de K en la posicién 7 del aminoacido por Ro H

—  sustitucién de | en la posiciéon 8 del aminoacido por L, Vo A

—  sustituciéon de V en la posicién 9 del aminoacido por L, | 0 A

—  sustitucion de E en la posicién 10 del aminoacido por Q

—  sustituciéon de K en la posicién 11 del aminoacido por Ro H

—  sustitucion de L en la posicién 12 del aminoacido por |, V o A
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—  sustituciéon de K en la posicién 13 del aminoacido por Ro H

—  sustituciéon de R en la posiciéon 14 del aminoacido por Ko H

—  sustitucion de W en la posicién 15 del aminoacido por F oY

—  sustituciéon de R en la posicion 17 del aminoacido por H o K

- sustitucién de Q en la posicion 18 del aminoacido por N, A,So T
—  sustitucion de V en la posicién 19 del aminoacido por L, | 0 A

—  sustitucion de L en la posiciéon 20 del aminoacido por |, V o A

—  sustituciéon de R en la posiciéon 21 del aminoacido por Ko H

—  sustituciéon de T en la posicion 22 del aminoacido por Q, No A

—  sustitucion de R en la posicion 24 del aminoacido por H o K.

El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho polipéptido esta modificado N-terminalmente y/o
C-terminalmente, que comprende preferentemente un residuo acetilo, hexanoilo, decanoilo, miristoilo, NH-(CH2-
CH2-0)11-CO- o propionilo N-terminal y/o que comprende una amida, NH-(CH2-CH2-0)11-CO-amida- C-terminal,
0 uno o dos grupos amino-hexanoilo.

El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 o 3, en donde dicha variante comprende al menos una secuencia
de aminoacidos YKKIVEKLKRWLRQVL que tiene hasta 5 de las sustituciones de aminoacidos como se define en
la reivindicacion 1.

Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de
acuerdo con la reivindicacion 2 o un polipéptido que comprende hasta 200 aminoacidos de longitud y que
comprende una secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de dicha secuencia
de aminoacidos, dicho polipéptido que tiene actividad antibacteriana,

dicha variante tiene al menos 16 aminoacidos y:

- que tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, I, V o A por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de E por Q

e sustitucion de Y o W por F

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido
seleccionado de dicho grupo y/o

— que tiene una secuencia retro-inversa de al menos 16 aminoacidos consecutivos de dicha secuencia de
aminoacidos

Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5.

Una célula huésped recombinante que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
5 ylo el vector de acuerdo con la reivindicacion 6.

Una composicién farmacéutica que comprende el polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
4 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
5 ylo el vector de acuerdo con la reivindicacion 6 y al menos un portador, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 8, que esta formulada para administracién tépica,
tal como, una crema, gel, ungiiento, locion, espuma, suspension, atomizacion, aerosol, aerosol en polvo.

Las composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, que comprende ademas un agente
antimicrobiano adicional, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en penicilinas, cefalosporinas,
mupirocina, carbapenemas.

La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-10 que comprende un portador
de liberacién controlada y/o administracion dirigida que comprende dicho polipéptido, de manera que dicho
portador se selecciona preferentemente del grupo que consiste en nanoparticulas, microparticulas, nanocapsulas,
microcapsulas, liposomas, microesferas, hidrogeles, polimeros, complejos lipidicos, albiumina sérica, anticuerpos,
ciclodextrinas y dextrano.

El recubrimiento para un dispositivo médico que comprende un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.

El polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y/o la molécula de acido nucleico de acuerdo
con la reivindicacion 5 para usar como un agente terapéutico, profilactico o de diagnéstico.
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La molécula del polipéptido y/o acido nucleico para usar de acuerdo con la reivindicacion 13 en el tratamiento de
una infeccion bacteriana y/o en el tratamiento de una afeccion resultante de una infeccion bacteriana.

Un método para la preparacién de un polipéptido

de acuerdo con la reivindicacion 2 o un polipéptido que comprende hasta 200 aminoacidos de longitud y que
comprende una secuencia de aminoacidos LAREYKKIVEKLKRWLRQVLRTLR o una variante de dicha secuencia
de aminoacidos, dicho polipéptido tiene actividad antibacteriana,

dicha variante que tiene al menos 16 aminoacidos y:

— que tiene hasta 5 de las siguientes sustituciones de aminoacidos:

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de L, I, V o A por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de R, K o H por otro aminoacido seleccionado
de dicho grupo;

e sustitucion de E por Q

e sustitucion de Y o W por F

e sustitucion de uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo de Q, N, A, S o T por otro aminoacido
seleccionado de dicho grupo y/o

— que tiene una secuencia retro-inversa de al menos 16 aminoacidos consecutivos de dicha secuencia de
aminoacidos, dicho método que comprende:

— proporcionar una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 5;

— transformar una célula huésped con dicha molécula de acido nucleico;

— cultivar dicha célula huésped bajo condiciones que permitan la expresion de dicho polipéptido;

— cosechar dicho polipéptido de dichas células;

— opcionalmente, modificar dicho polipéptido N-terminalmente o C-terminalmente.
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Figura 1
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Figura 2B
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C1 90 (pM) C199 (pM) C1 99,9 (M)
075+ 0,29 113+ 0,34 151+ 0,40
051+ 0,02 076+ 0,00 102+ 0,02
050+ 0,10 097+ 0,10 144+ 029
079+ 0,14 107+ 0,10 135+ 0,06
058+ 0,22 0,93 0,21 128+ 020
041+ 0,29 069+ 046 097+ 063
229+ 106 432: 172 635+ 246
0,10+ 0,04 034+ 0,04 059+ 0,08
111+ 0,68 175+ 1,21 239+ 174
054+ 0,03 084 0,11 114+ 0,20
095+ 0,21 177+ 0,34 259+ 0,54
062+ 0,44 139+ 0,89 215+ 1,34
114 1.85 2,56

240+ 0,51 523+ 0,65 807+ 079
229+ 125 467+ 1,92 705+ 260
194+ 0,01 332+ 0,03 470+ 0,06
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Figura 4
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Figura 5
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