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10_| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biclégicos de los que
cualquiera de los palses miembros de la Comunidad Andina es pals de origen.

Osi ‘ZNO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o numero de registro, expedido por la Autoridad competente

] DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

11

Declaro que el objeto de fa presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

Os [FNo

Nota: En caso afirmativo debera anexar Ia licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado o
numero de registro. -

12 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente

Qs ONo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por fo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se
refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento

Micro, pequefias y medianas empresas [__]
Universidades publicas o privadas
Entidades sin animo de lucro [:]

Debe aportar los documentos que se indican en el nhumeral 17 de anexos

13 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA [ St [JNO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las
notificaciones en lined a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet.

14 PARA PUBLICAR A PARTIR DE LA FECHA DE PRESENTACION O DE LA

15' COMPROBANTE DE PAGO
PRIORIDAD INVOCADA:

: o PAGO ELECTRONICO

Si es Patente de Invenclén
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FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL i
*J'mro a ceda llrma, md/car ol nombre del fitmante y su calldad (sl .al calidad no es obvia of feer el per/lono)

17 | ANEXOS

LfbptADD

Documentacién Técnica

11. [J Poderes, si fuera el caso. )
1. [ Descripcion N° de folios: . 12, [0 Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
2. ([d Reivindicaclones N°'Reivindicaciones: : solicitante 0 a su causante.
3. [ Dibyjos y/o figuras N° folios: 13. [J Copia del contrato de accesa de recursos genéticos o productos
derivados, o certificado o numero de registro, si fuera el caso.
4. [ Resumen. 14. [0 Copia de la licencia o autorizacién de conocimientos  tradicionales, o
5. [ Documento de Prioridad. certificado 0 numero de registro, si fuera el caso.
6. [0 Traducci6n del documento de prioridad. 15. Reduccion de tasas
7. (] Ceriificado de depésito de material bioldgico si fuera el Micro, pequeias o medinas empresas
caso. , [J Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente
8. (3 Listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos en anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
forma digital si fuera el caso. [ Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en la ley
9. O Artefinal 12 x 12, 905 de 2004.
10. 3 Anexo formato digital.

Documentacién Juridica

Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el Ministerio de
Educacién
Entidades sin &nimo de lucro
{0 Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacién complementaria.
1 Otros, especificar
16. ) Comprobante de pago de la tasa de presentacnén de la solicitud.
17. O Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
18. {J Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente

de
palabras en la publicacion.
19, [J Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10,
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RECIBIDO DE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Bogota D.C., Enero 29 de 20113 - 13:10:07

*** Soporte del Pago ***

TIRO PAGO BANCO

NI 899.999.063

1
CUENTA Nao PAGO EECHA PAGO VR F%AGO
RECIBO DE CA 999999999 8503 28/01/2013 387.500.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 498343370 29/01/2013 102.500.00

CANT. RENTISTICO

** Conceptas Pagados ***
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RECIBIDO DE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQO

NI 899.999.063

|
BANCO CUFNTA No PAGO EECHA PAGQ VR PAGO
REC!IBO DE CA 999999999 8503 28/01/2013 3$7.500.00
|.
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Sede Centro: Carrera
Web: www.sic.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co
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Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
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Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

RECTORIA

0091

Bogotd, D. C.

K

23 FNF oomny

Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Carrera 13 27-00

Bogotd, D.C.

REFERENCIA: Poder

IGNACIO MANTILLA PRADA identificado con cédula de ciudadania 19.328.350 de Bogotd,
actuando en nombre y representaciéon de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, ente
universitario auténomo del orden nacional, en mi calidad de Rector, nombrado por Resq!ut}cijén
032 del 29 de Marzo de 2012 y posesionado segun consta en el Acta No. 001 del 02 de Mayo del
mismo afo y por tanto Representante legal de ella, conforme a lo dispuesto en el articulo 13 del
decreto 1210 de 1993, a usted me permito manifestar que otorgo poder especial, amplio y
suficiente a JULIO CESAR PADILLA HERRERA, mayor de edad, domiciliado en Bogotd, con cédula
de ciudadania 1.032.429.151 de Bogotd, Abogado en ejercicio portador de la Tarjeta Profesional

No. 200453 del Consejo Superior de la Judicatura, para que adelante el trdmite legal de registro
de patente “PEPTIDO SINTETICO POLICATIONICO CON

PROPIEDADES IONOFORICAS
ANTIMICRONIANAS, ANTITUMORALES E INSECTICIDAS" cuyos inventores son Sergio Orduz Peralta y
Viktor Lemeshko.

El Abogado Julio Padilla, queda ampliamente facultado para recurrir, pedir pruebas, tramitar
incidentes y demas facultades previstas en la ley para este tipo de mandatos.

Atentamente,

JULIO CESAR PADILLA HERRERA
C.C.1.032.429.151 de Bogotd
T.P. 200453 del C.S. dela J.

Reparto 377 - 2012, Julio Padilla

145 anos

innovando

Carrera 45 No. 26-85, EDIFICIO URIEL GUTIERREZ, piso 5° Oficina 571
Teléfono: (57-1) 316 5469 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 18022 —- 18025 -18010 -18015 Fax: Ext. 18015
Correo electrénico: rectoriaun@unal.edu.co
Bogota, Colombia, Sur América







especial, de caracter docente e investigativo.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SECRETARIA GENERAL .

LA SECRETARIA GENERAL DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

HACE CONSTAR:

Que por ‘Ley 66 de 1867 se cre6 la Universidad Nacional de Colombia. |

Que la Ley 30 de 1992, otorgd facultades extraordinarias al Presidente de la Republica para reestructurar la
Universidad Nacional de Colombia. 4

Que en virtud de esas facultades, se expidi6 el Decreto Nimero 1210 de 1993, “Por la cual se reestructura €l
régimen organico de la UnlverSIdad Nacional de Colombia”.

Que seguln el Articulo 1° del Decreto 1210 de 1993, la Universidad Nacional de Colombia es un enté .
universitario auténomo del orden nacional vinculado al Ministerio de Educamén Nacional, con régimen

Que segun el Articulo 3° del mismo Decreto la Universidad Nacional de Colombia es una persona juridica
auténoma, con gobierno, patrimonio y rentas propias.

Que de conformidad con el Articulo 13 del mismo Decreto el Rector es el representante legal de |al
Universidad y el responsable de su direccion académica y administrativa.

'1
Que la Universidad Nacional de Colombia tiene su domicilio en la ciudad de Bogotd, Distrito Capital.

|
Que segun resolucién No.032 del 29 de rharzo de 2012 y Acta de Posesion Namero 001 del 02 de- mayo de

2012 del Consejo Superior Universitario, el doctor IGNACIO MANTILLA PRADA, identificado con E]

Cedula de Ciudadania numero 19.328.350 de Bogota, ejerce las funciones de Rector de la Universidad
Nacional de Colombia para el periodo 2012-2015.

Esta constancia se expide en Bogota, a los

Mockodue -VLW*\M ‘ |
CATALINA RAMIREZ GO ZT ) v

- Secretaria General

Mireya N.

145 anos

Innovando

Carrera 45 No. 26-85, EDIFICIO URIEL GUTIERREZ, piso 5°. Oficina 557
Teléfonos: 3165280 Conmutador: 3165000 ext 18050 - 18054 -.1 8351
Telefax: 3165107 ext 18052
Correo-electrénico: secgener@unal.edu.co

Bogotd Colombia, Sur América -
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

1
CONSE)O SUPERIOR UNIVERSITARIO ‘

RESOLUGION 032 DE 2012 |
(Acta 03 del 29 de marzo) !

o)

1y,

ADA como Rector de Ig
ara el periodo institucional 2012 — 2045"

"Por la cual se designa al profesor IGNACIO MANTILLA PR
Universidad Nacional de Colombia p

J EL CONSEJO SUPERIOR UNIVERSITARIQ,
en uso de sus atribuciones legales y estatutarias, especificam

nente de lo establecido en el articuld 14,
numeral 3 del Acuerdo 011 de 2005 del Consejo Sup

erior Universitario - Estatuto General y enlel
articulo 12, literal ¢, del Decreto Extraordinario Decreto 1210 de 1993

{
1

RESUELVE:

ARTICULO 1. Designar al profesor IGNACIO MANTILLA PRADA, identificado con la Cédpla
de Ciudadania 19.328.350 de Bogota, como Rector de la Universi

dad Nacional de Colompia
para el periodo institucional comprendido entre el 2 de mayo de 2012 y el 1 de mayo de
2015, , |
ARTICULO 2. La presente resolucion rige a pa'rtir de la fecha de su expedicion.

i

COMUNIQUESE Y CUMPLASE.. )
. Dada en Bogots, D.C., a veintinueve (29).de marzo de dos mil doce (2012)

)

, | [/ o
/I(/VLQLCMJJ/&Q%QQM»V . |

.
i

MARIA FERNANDA sAMPO SAAVEDRA
Presidenta

{

/,/,‘ ” ) .A((("(a\ﬂ(‘ ’ I
JJ,-C)RG E ERNESTQ DURANPINZON
- Secretario

WS¢,
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UNTVERSIDAD NA CIONAL DE COLOMBIA
CONSEJO SUPERIOR UNIVERSITARIO

ACTA DE POSESION No. 001

En Bogotd, D.C., hoy dos (02) de mayo del afio dos mil doce (2012) en presencia de
la Sefiora Ministra de Educacion Nacional, en su calidad de Presidenta del Consejo '

Superior Universitario, tomo posesion del cargo de Rector de la Universidad Nacional
de Colombia el Doctor IGRACIO MANTILLA PRADA,

Consejo Superior Universitario.

El posesionado se comprometio ante el Consejo Superior Universitario a cumplir la

Constitucion de la Republica, las leyes y los reglamentos de la Universidad Nacional

de Colombia, sirviendo con lealtad a la Nacion y a la Universidad en el desemperfio de
la mision que se le encomienda.

Adjunta los siguientés documentos:

- Cedula de Ciudadania No. 19.328.350 de Bogota
- Libreta Militar No. 19.328.350 — D.M. No. 1

- Para que conste, se refrenda la presente Acta con las firmas de la Presidenta del

Consejo Superior Universitario y del posesionado.

jQ)d( O\ dﬂm& WMH

MARIA FERNANDA CAMPO SAAVEDRA
l.a Presidenta

quien fue designado -
‘medjzinte Resolucion No. 032 de fecha 29 de marzo de 2012, expedida por el
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Declaracion de Cesién de Derechos de Inventor

Sergio Orduz Peralta, identificado con cédula de ciudadania 5.645.041 ciudadano colombiano,
domiciliado en la ciudad de Medellin, por el presente documento declaro ser el inventor de la
invencién titulada “PEPTIDO SINTETICO POLICATIONICO CON PROPIEDADES IONOFORICAS,
ANTIMICROBIANAS, ANTITUMORALES E INSECTICIDAS”, y cedo en plena propiedad y sin
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PEPTIDO  SINTETICO POLICATIONICO CON  PROPIEDADES:

IONOFORICAS, ANTIMICROBIANAS, ANTITUMORALES E INSECTICIDAS ‘l

Viktor V. Lemeshko, Medellin (CO)
5  Sergio Orduz, Medellin (CO)

1.  Campo de la invencién

La presente invencidén se relaciona con el campo de los péptidos bioactivos. Més

10  especificamente un péptido sintético que inhibe el crecimiento microbiano, incluyendo
bacterias gram positivas y gram negativas, hongos filamentosos y levaduras, al igual
que inhiben el crecimiento de las células tumorales y matan larvas de insectos. Este
péptido también muestra actividad ionoférica en mitocondrias de higado de rata.
Ademads, se proporcionan composiciones antisépticas, farmacéuticas y de uso agricola

15

que contiene dicho péptido, asi como sus genes artificiales para ser utilizados en el
desarrollo de organismos transgénicos.

2. Descripcion del estado del arte

20  Son bien conocidos los problemas que la humanidad enfrenta en el campo de la lucha
contra las enfermedades infecciosas, el cancer y el control de insectos vectores de
enfermedades, siendo el principal problema, la busqueda de nuevas moléculas que

controlen la resistencia a los ingredientes activos, que sean especificos y que a la vez

tengan las caracteristicas de un buen medicamento o compuesto insecticida.

25
En el campo de los antimicrobianos se han descrito gran cantidad de péptidos derivados
de la mayoria de grupos de organismos. Se han construido bases de datos especializadas
en las que se encuentran reportados péptidos antimicrobianos a partir del afio 2002.
Principalmente, bases de datos de péptidos antimicrobianos, en general: Wang G. et al.

30 2009. APD2: the updated antimicrobial peptide database and its application in peptide

design. Nucleic Acids Res. 37 (Database issue), D933-D937; Thomas S. et al. (2010).

CAMP: a useful resources for research on antimicrobial peptides. Nucleic Acids Res. 38

(Database issue), D774-D780; Fjell C.D. et al. 2007. AMPer: a database and an

automated discovery tool for antimicrobial peptides. Bioinformatics 23: 1148-1155;

1
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Seebah S. et al. 2007. Defensins knowledge base: a manually curated database an(El
information source focused on the defensins family of antimicrobial peptides. Nuclei¢
Acids Res. 35 (Database issue), D265-D268; Hammami R. et al. 2010. BACTIBASE
second release: a database and tool platform for bacteriocine characterization. BMCli
Microbiol. 10, 22). Asi mismo, hay bases de datos para peptaiboles (Whitmore L. and
Wallace B.A. 2004. The Peptaibol Database: a database for sequences and structures 01%
naturally occurring peptaibols. Nucleic Acids Res. 32 (Database issue), D593-D594.),!
secuencias de proteinas ciclicas (Wang C.K. et al. 2008. CyBase: a database of cyclic:
protein sequences and structures, with applications in protein discovery and,
engineering. Nucleic Acids Res. 36 (Database issue), D206-D210), de péptidos’
antimicrobianos de camarones (Gueguen Y. et al. 2006. PenBase, the shrimp{
antimicrobial peptide penaeidin database: sequence-based classification and'
recommended nomenclature. Dev. Comp. Immunol. 30: 283-288) y de péptidos II
antimicrobianos derivados de plantas (Hammami R. et al. 2009. PhytAMP: a database
dedicated to antimicrobial plant peptides. Nucleic Acids Res. 37 (Database issue),
D963-D968). 1gualmente se encuentran bases de datos sobre péptidos antimicrobianos

recombinantes (Li Y. and Chen Z. 2008. RAPD: a database of recombinantly-produced
antimicrobial peptides. FEMS Microbiol. Lett. 289: 126-129) y finalmente, de péptidos

antimicrobianos sintéticos (Wade D. and Englund J. 2002. Synthetic antibiotic peptides

database. Protein Pept. Lett. 9: 53-57).

Dentro del grupo de péptidos antimicrobianos existe un conjunto que se caracteriza por

ser policationicos y anfipaticos, con tendencia a formar hélices alfa en medios
hidrofébicos, todos ellos derivados del sistema inmune de diversos organismos. Dentro
de la categoria de péptidos policatidnicos y anfipéaticos también se encuentra el péptido
BTM-P1, de 26 aminoacidos, con propiedades antimicrobianas (Lemeshko V.V. et al.
2006. Synthetic peptide having anionophoric and antimicrobial activity. U.S. Patent No.
7,041,647), derivado de la toxina Cryl1Bb (Orduz S. et al. 1998. Sequence of the
Cryl1Bb gene from Bacillus thuringiensis subsp. medellin and toxicity analysis of its
encoded protein. Biochem. Biophys. Acta. 1388: 267-272) de la bacteria Bacillus
thuringiensis serovar. medellin (Orduz S. et al. 1992. A new subspecies of Bacillus

thuringiensis from Colombia, toxic to mosquito larvae. J. Invertebr. Pathol. 59: 99-103).
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De otra parte, el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo
(Blanco E. et al. 2011. Nanomedicine in cancer therapy: innovative trends a"pd
prospects. Cancer Sci. 102: 1247-1252.). En el 2008 se reportaron alrededor de 7
millones de muertes a causa de cancer (cerca del 13% de todas las muertes) y se espera
un incremento en el nimero de nuevos casos de cancer (Jemal A. et al. 2011. Glob‘:,al
cancer statistics. CA: A Cancer J. Clin. 61: 69-90). Aunque la incidencia de esta
enfermedad es variable en diferentes regiones del mundo, toda la poblacion humana es'?é
en riesgo. Los fArmacos actuales contra el cdncer no son selectivos y matan tanto a
células tumorales como las células normales. A pesar de un enorme progreso en f‘a
campo de la investigacion del cancer, todavia hacen falta esfuerzos para disefiar nuevas
moléculas, mas eficaces, incluyendo los péptidos (Tang Y. et al. 2010. Simultaneous.
delivery of chemotherapeutic and thermal-optical agents to cancer cells by a polymel'ilp
(PLGA) nano carrier: an in vitro study. Pharm. Res. 27: 2242-2253).

Por lo tanto, el disefio de fiarmacos que se dirigen especificamente a las célula$
tumorales sin ;lfectar las células normales es todavia un reto y una de las tareas méé'
dificiles para los investigadores. Para superar esta limitaciéon se han desarrollado
diversos enfoques, estrategias y sistemas de suministro. Dichos enfoques incluyen el
uso de péptidos que penetran las células y péptidos que tienen como blanco célulaga
tumorales, entre otras moléculas (Khandare J.J. and Minko T. 2006. Antibodies and!
peptides in cancer therapy. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 23: 401-435). Aunque"
los péptidos representan slo una parte de los agentes terapéuticos actuales, su potencial;
estd siendo mejorado por las nuevas tecnologias, que permiten hacerles modificaciones, '
mejorar su disponibilidad, estabilidad y su aplicacién en entornos preclinicos (Li Z.J. 1
and Cho C.H. 2010. Development of peptides as potential drugs for cancer therapy. |
Curr. Pharm. Des. 16(10): 1180-1189; Schweizer F. 2009. Cationic amphiphilic 1!
peptides with cancer-selective toxicity. Eur. J. Pharmacol. 625(1-3): 190-194).

Existe ademas una base de datos curada manualmente que contiene alrededor de 740
péptidos derivados de publicaciones o patentes, con informacion relevante respecto a !
secuencias, propiedades fisicoquimicas, estructura y actividad (Kapoor P. et al., 2012.

Tumor HoPe: A database of tumor homing peptides. PLoS ONE 7(4): €35187). |
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A su vez, para el control de insectos nocivos se han desarrollado moléculas que afectan l
diversos tejidos y funciones. Algunas especies de insectos de importancia médica o
econdémica han desarrollado resistencia a la mayoria de las clases de compuestos
quimicos. Por ejemplo, para el caso del control de larvas de insectos de importancia en |
salud publica se han desarrollado productos basados en bacterias, entre los mas
conocidos se encuentran los productos bioldgicos basados en la bacteria Bacz‘llusl
thuringiensis. Esta bacteria produce varias toxinas de cardcter proteico que tienen como
blanco las células del intestino medio de larvas de insectos de diferentes 6rdenes, pero
fundamentalmente de larvas de insectos de los 6rdenes Lepidoptera, Coleoptera y[
Diptera. Dentro de los dipteros, las toxinas de esta bacteria tienen actividad contra
especies de los géneros Aedes, Anopheles y Culex, especies que transmiten un gran
nimero de enfermedades (Bravo A. et al. 2011. Bacillus thuringiensis: A story of a 1
successful bioinsecticide. Insect Biochem. Mol. Biol. 41(7): 423-431).

|
A la fecha se han descrito fundamentalmente tres mecanismos de accion de estas -
toxinas insecticidas: lisis coloido-osmotica, el modelo de unién secuencial y el modelo |
de sefializacion (Revisado por Vachon V. et al. 2012. Current models of the mode of |
action of Bacillus thuringiensis insecticidal crystal proteins: a critical review. J.

Invertebr. Pathol. May 19. [Epub ahead of print]).

Se ha demostrado que la horquilla a4-a5 de la toxina Cryl Ac de Bacillus thuringiensis,

activa contra insectos lepidopteros, es la region que se inserta en la membrana, ambas

hélices revisten el lumen del poro (Gerber D. and Shai Y. 2000. Insertion and
organization within membranes of the delta-endotoxin pore-forming domain, helix 4-
loop-helix 5, and inhibition of its activity by a mutant helix 4 peptide. J. Biol. Chem. ‘
275:23602-23607).

Adicionalmente, se ha encontrado que la horquilla formada por las hélices 04-a5 de la
toxina Cry4B, téxica para larvas de mosquitos, permeabiliza liposomas unilamelares
(Leetachewa S. et al. 2006. Novel preparation and characterization of the alphad-loop- |
alpha5 membrane-perturbing peptide from the Bacillus thuringiensis Cry4Ba &-
endotoxin. J. Biochem. Mol. Biol. 39: 270-277). Mientras que la evaluacion del
fragmento formado por las hélices al-a5 de la toxina Cry4B induce la formacidn de ‘

poros selectivos para cationes en bicapas lipidicas planas, lo que sugiere que este

4 |
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fragmento puede formar canales funcionales (Puntheeranurak T. et al. 2004. Ion
channels formed in planar lipid bilayers by the dipteran-specific Cry4B Bacillus
thuringiensis toxin and its alphal-alpha5 fragment. Mol. Membr. Biol. 21: 67-74).Pe
igual manera se ha propuesto que la toxina Cry4A puede formar trimeros por medio ;de
la interaccion de las hélices a3, a4 y a6de cada mondmero, generando un canal entire
ellas de aproximadamente 20 a 26 A (Taveecharoenkool T. et al. 2010. Combined
molecular dynamics and continuum solvent studies of the pre-pore Cry4Aa trim!'er

suggest its stability in solution and how it may form pore. PMC Biophys. 3(1):10).

Recientemente hemos propuesto que el fragmento a2 de la toxina Cryl1Bb de b
thuringiensis serovar. medellin, conteniendo parte del péptido BTM-P1, pue(%je
permeabilizar membranas biol6gicas. Es probable que después de la oligomerizaci(’mie
insercion de los fragmentos a2 y la horquilla a4-a5 en la membrana, se pueda promover
la internalizacién de fragmentos cargados positivamente, como el BTM-P1, al interior
de la célula y causar permeabilizacion de otras membranas citoplasmaticas, incluyendo
las de las mitocondrias (Arias M. et al. 2009. Potential dependent permeabilization of
plasma membrane by the peptide BTM-P1 derived from the Cryl1Bbl protoxin.

Biochim. Biophys. Acta.1788(2): 532-537). 1

3. Breve descripcién de las figuras

Fig. 1. Influencia de los péptidos BTM-P4 y BTM-P1 sobre potencial de la membrania
interna mitocondrial monitoreado por la sonda potencial-dependiente safranina O (a,b)!;,
y sobre hinchamiento de mitocondrias de higado de ratas, monitoreado por la dispersi(’)rEl
de la luz (¢, d). Mitocondrias (0.5 mg/ml proteina) fueron afiadidas al medio KNPE con
succinato 2.5 mM y safranina O 10 uM; a,c— péptido 0.5 puM; b,d— péptido 1.0 pM. !

Fig. 2. Influencia de los péptidos BTM-P4, BTM-P4d, BTM-P1 y BTM-P1d sobre la
fluorescencia de los NAD(P)H mitocondriales (a, ¢) e hinchamiento de mitocondrias de
higado de ratas (b, d). Mc - mitocondrias (proteina 0.5 mg/ml) fueran afiadidas al medio,

SKPH. Suc. —succinato2.5 mM.

Fig. 3. Influencia de los péptidos BTM-P4 y BTM-P] sobre la fluorescencia de los:
|
NAD(P)H en homogenizado de intestino de larvas (LMH). El homogenizado LMH
|
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equivalente a 12 intestinos fue afiadido a 1 ml de medio SKPH. Suc. - succinato2.5 mM; :
FCCP - FCCP 1 uM; CN - KCN 0.5 mM; BTM-P4 - BTM-P4 1 uM; BTM-P1 - BTM- 1

P11 puM.

Fig. 4. Influencia de los péptidos BTM-P4 y BTM-P1 sobre la fluorescencia de la sonda -

potencial-dependiente DiSCs(5) y dispersion de la luz en la suspension de globulos

rojos normales y en la presencia de la valinomicina. RBC — gldbulos rojos (0.2% ‘_

hematocrito) fueron afiadidos al medio de NaCl 150 mM, KCI 0.1 mM, Tris—HCI 5

mM, pH 7.4, y DisC3(5) 2 pM. Val —valinomicina 1 pM.

4. Breve descripcion del invento

La presente invencién se refiere a una nueva clase de péptido catidnico, que posee
actividad antimicrobiana, ionoforica, antitumoral e insecticida. El péptido de la presente
invencién aminoacidos
IAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS (SEQ ID No. 1: BTM-P4), bien

sea construido completa o parcialmente con aminoacidos en configuracion

presenta la secuencia de

estereoquimica D o configuracion estereoquimica L, o combinaciones de éstas. La
invencién muestra un método para causar el hinchamiento de mitocondrias de higado de
rata y de intestino de larvas de mosquito en presencia de diferentes cationes. Por otro
lado, la invencién proporciona métodos para inhibir el crecimiento de bacterias y
hongos, incluyendo hongos filamentosos y levaduras, células tumorales y ademas
ensayos donde se demuestra la actividad insecticida, por medio del contacto directo de
los organismos con la cantidad inhibidora efectiva del péptido. La presente invencion
también proporciona secuencias de nucledtidos (SEQ ID No. 2: BTM-P4gb:
ATTGCGCCGGCGCTGATTGCGGTGGCGCCGATTGCGAAATATCTGGCGACC

GCGCTGGCGAAATGGGCGCTGAAACAGGGCTTTGCGAAACTGAAAAGC;SE

Q ID No. 3 BTM-P4gp:
ATTGCTCCGGCTCTGATTGCTGTGGCTCCGATTGCUAAATATCTGGCTACCG

CTCTGGCTAAATGGGCTCTGAAACAGGGCTTTGCTAAACTGAAAAGC; y SEQ
ID No. 4: BTM-P4ga:
ATAGCTCCTGCTCTTATAGCTGTTGCTCCTATAGCTAAAGTTCTTGCTACTGC
TCTTGCTAAATGGGCTCTTAAACAGGGTTTCGCTAAACTTAAATCC) que

codifican la secuencia SEQ ID No. 1, y podrian ser expresados en microorganismos,

(7.
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plantas y animales recombinantes o transgénicos junto con secuencias de ADN
reguladoras y vectores adecuados para su expresion, con el fin de inhibir el crecimiento

de microorganismos, células tumorales, matar insectos y aplicaciones en terapia génica.
5. Descripcion detallada de la invencion

El péptido sintético BTM-P4 de la presente invencion estd compuesto de 33
aminoacidos, con la secuencia de aminoécidoé
TAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS (SEQ ID No. 1: BTM-P4), donde“;
los amino4cidos pueden estar completa o parcialmente en la configuracion D o L, ol"
cualquier combinacion de éstos. La existencia natural de estos péptidos en
microorganismos, plantas o animales no ha sido reportada en la literatura cientifica o en
patentes de invencion. Los datos que se suministran indican que el péptido BTM-P4 son -
un nuevo factor ionoférico, bactericida, fungicida, antitumoral e insecticida. Por su
probada actividad antimicrobiana contra bacterias gram-positivas y gram-negativas,
antifingica, antitumoral e insecticida, junto con su actividad ionoférica en mitocondrias,

el péptido BTM-P4 se constituye como un péptido ionoférico, antimicrobiano,

antitumoral e insecticida.

El término "ionoférico” se refiere a que el péptido de la presente invencién puede
permeabilizar membranas bioldgicas o artificiales. Los términos “antimicrobiano®,
“antitumoral” e “insecticida” se refieren a que el péptido puede inhibir, prevenir o
destruir el crecimiento o proliferacion de los microorganismos, células tumorales e

insectos, aqui presentados, entre otros.

El péptido BTM-P4 tiene caracter anfipatico lo cual les permite formar una estructura
helicoidal cuando se une al ambiente hidrofobico de las membranas biolégicas. La carga
catiénica (positiva) del péptido BTM-P4 estd determinada por los aminoacidos
localizados en las posiciones 13, 21, 25, 30 y 32, por lo tanto, el total de carga positiva
es de “mas cinco” (+5). En este péptido (BTM-P4), los residuos de aminoécidos 3, 10,
14, 17, 26, 27 y 33 son hidrofilicos, mientras que los residuos de aminoacidos 1, 2, 4, 5,
6,7,8,9, 11,12, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 28, 29 y 31 son hidrofdbicos, siendo el
porcentaje de hidrofobicidad de 63%. El peso molecular de dicho péptido es 3426.234

(3



240

245

250

255

260

265

Daltons; el indice de Boman es de -0.85 kcal/mol y contiene 15 aminoacidos
hidrofébicos en la misma superficie.

El término "contacto" mencionado en la seccién de ensayos antimicrobianos,
antitumorales e insecticidas, hace referencia a la exposicion de los organismos a los
péptidos, de manera que éste efectivamente permeabilice la membrana externa de las
bacterias gram-negativas, gram-positivas, hongos filamentosos, levaduras y células
tumorales, matandolas, asi como la exposicion de las células epiteliales del intestino
medio de las larvas de insectos. El contacto puede ser in vitro, por ejemplo por la
adicion del péptido a cultivos celulares para probar la susceptibilidad de las células al

péptido, o in vivo, para demostrar la actividad de los péptidos en los insectos.

Ejemplos de bacterias que pueden morir o inhibir su crecimiento mediante el
péptidoBTM-P4 incluyen: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus
Jaecalis, Ralstonia solanacearum, entre otros. Ejemplos de hongos que pueden morir o
inhibir su crecimiento mediante el péptido BTM-P4 incluyen: Fusarium oxysporum y
Candida albicans. Ejemplos de células tumorales que pueden morir o inhibir su
crecimiento mediante el péptido BTM-P4 incluyen: Jurkat y U937. Ejemplos de
insectos que pueden morir o inhibir su crecimiento mediante el péptido BTM-P4
incluyen: Aedes aegypti y Anopheles albimanus.

De acuerdo con los datos presentados més adelante, el péptido designado como BTM-
P4 puede contactar células bacterianas, fungicas, tumorales y de insectos y matarlas
debido a un incremento en la permeabilidad de sus membranas. Las células incluyen

tanto microorganismos gram-positivos como gram-negativos, hongos filamentosos,
insectos y células tumorales.

El péptido BTM-P4 tiene 33 aminoacidos, con la secuencia de aminoécidos
IAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS (SEQ ID No. 1: BTM-P4), los
aminoécidos pueden estar completa o parcialmente en configuracion D o L, o cualquier
combinacion de éstos, donde al menos una porcion podria alinearse en una
conformacion de alfa hélice. El péptido tiene una porcion sustancialmente hidrofilica
con una carga positiva y otra sustancialmente hidrofébica. El péptido puede adoptar

una conformacién de alfa-hélice en un medio de hidrofobicidad creciente y en el medio

8
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hidrofoébico de una membrana artificial. La conformaciéon puede tener una cara
predominantemente hidrofobica a lo largo de la estructura helicoidal e hidrofilica en la
opuesta. El péptido muestra actividad ionoférica en mitocondrias de higado de rata y en
homogenizado de intestino de larvas de mosquito. Esta actividad es comparable con la

de valinomicina, un antibiotico selectivo para K* usado en muchos estudios y FCCP

(uno de los protondforos cléasicos).

La expresion “derivados de los mismos™ hace referencia, como es bien sabido en el 4rea
técnica a la cual pertenece la presente invencion, al hecho que pueden llevarse a cabo
sustituciones menores de aminoacidos de los péptidos que no afectan o no afectan
sustancialmente la funcion del péptido aqui mencionados. Tales sustituciones pueden
ser llevadas a cabo mediante procedimientos bien conocidos por la persona versada en
la materia. Asi, todos los péptidos que tengan sustancialmente la misma secuencia de
aminoacidos con una homologia de al menos 90% y sustancialmente la misma actividad
antimicrobiana, antitumoral, insecticida y/o ionoférica, estan dentro del alcance de esta
invencién. Igualmente, todos los genes que tengan secuencias de nucledtidos y que
sustancialmente codifiquen para la misma secuencia del péptido BTM-P4 SEQ ID: 1, y
que este tenga sustancialmente la misma actividad antimicrobiana, antitumoral,

insecticida e ionoférica, estan dentro del alcance de esta invencién.

Dentro del alcance de la presente invencion también estan las sales farmacéuticamente
aceptables de los péptidos de esta invencion. Tales sales son formadas por métodos bien
conocidos por la persona versada en la materia. Asi, cuando en la presente solicitud se
emplee el término péptido, se pretende indicar que el mismo también incluye tanto los
derivados como las sales farmacéuticamente aceptables del péptido, en su conficuracion

completa o parcialmente D o L o cualquier combinacion de las mismas.

Asi mismo, el péptido de la presente invencion puede ser formulado para su uso en
medicina humana, veterinaria o en agricultura, para uso profilactico o terapéutico. Las
composiciones farmacéuticas que incluyen el péptido de la presente invencién pueden
ser administradas por via oral, rectal y parenteral, eligiendo en cada caso los vehiculos o
transportadores farmacéuticamente aceptables mas adecuados dependiendo de la forma

de dosificacion elegida. La administracion puede ser también por via topica. Ejemplos
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de formulaciones del péptido pueden ser tabletas, grageas, suspensiones orales,

suspensiones inyectables, soluciones inyectables, entre otros.

Asi mismo, el péptido de la presente invencidn puede ser empleado mediante la sintesis
de genes artificiales que codifiquen para el péptido de esta invencién y que sean
expresados por medios ampliamente conocidos. Con respecto al término “expresion de
genes ampliamente conocidos”, es bien sabido en el area técnica a la cual pertenece la
presente invencién, que pueden llevarse a cabo sustituciones de nucle6tidos de los genes
artificiales que no afectan o no afectan sustancialmente la expresion de los péptidos aqui
mencionados. Tales sustituciones pueden ser llevadas a cabo mediante procedimientos
bien conocidos por personas versadas en la materia. Asi, todos los genes que tengan
sustancialmente la misma secuencia de nucledtidos y su expresion demuestre
sustancialmente la misma actividad antimicrobiana, antitumoral, insecticida o

ionoférica, estdn dentro del alcance de esta invencion.

Para que la invencion aqui descrita se pueda entender completamente, se ilustran los
siguientes métodos y ejemplos. Debe entenderse que estos métodos y ejemplos tienen el

Unico proposito de ser ilustrativos y no para ser interpretados de ninguna manera como
limitantes de esta invencién.

Ejemplos v métodos

Ejemplo 1. Sintesis quimica del péptido.

El péptido se sintetizé en fase solida (Merrifield B. 1963. Solid phase peptide synthesis,
Journal of the American Chemical Society. 85:2149-2154; Houghten R.A. 1985.
General methods for the rapid solid phase synthesis of large numbers of peptides:
specificity of antigen antibody interaction at the level of individual amino acids. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 82:5131-5135), con buenas practicas de manufactura (GMP). Se
utilizé una resina p-metil-benzhidrilamina (MBHA) (0,7 meq/g) y aminoacidos t-boc
(Bachem, EE.UU.) en el proceso descrito en Andreu D. 1983. Solid-phase synthesis of
Cecropin A and related peptides. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:6475-6479. Una vez

sintetizado, el péptido se extrajo con 10% de acido acético y agua. El péptido fue
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purificado por HPLC en fase reversa y se analizd por MALDI-TOF. El péptido\x‘ se

disolvio en agua bi destilada a 1 mg/ml y se liofilizd.g

Ejemplo 2. Sintesis del péptido por biotecnologia. _

Una vez determinada la secuencia genética que codifica para el péptido de la invencic’ip,
la secuencia completa de nucledtidos fue sintetizada e integrada en un vector de
expresion, el cual se usa para la transformar la bacteria Escherichia coli. Para la
seleccion de las bacterias transformadas se realiza un cultivo en agar LB suplementadB
con antiobidticos. La transformacién de las colonias sobrevivientes se conﬁrmé
mediante la técnica de PCR. Para la expresion del gen, el vector de expresion se inducé
con isopropil-b-d-thio-galactopyranoside (IPTG). El péptido se purifica dell

sobrenadante mediante columnas cargadas con Ni**, La secuencia de aminoécidos se.

confirmada con anélisis de espectrometria de masas. El protocolo empleado es similar al'
realizado por Tapia y sus colaboradores (Tapia E, Montes C, Rebufel P, Paradela A, “‘
Prieto H, Arenas G. 2011. Expression of an optimized Argopecten purpuratus ‘:

antimicrobial peptide in E. coli and evaluation of the purified recombinant protein by in .

vitro challenges against important plant fungi. Peptides. 32(9):1909-16).

Ejemplo 3. Determinacion secuencias genéticas que codifican el péptido de la
invencion.

Para el disefio de los genes artificiales se realizo una busqueda bajo el criterio de
similaridad de la secuencia del péptido derivado de la toxina Cryl1Bb con otros
péptidos reportados en la base de datos del NCBI (Genbank), mediante la aplicacion
BLASTp. De los resultados obtenidos, se seleccionaron 30 secuencias de péptidos con
valor € < 0.7, los cuales fueron agrupados segun su grupo taxondémico (bacterias,
plantas y animales), con el fin de determinar los patrones de uso del codon entre ellos,
para lo cual se utilizo el software Mega 5.0 (Tamura K., Dudley J., Nei M., Kumar S.
2007. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version
4.0. Molecular Biology and Evolution 24:1596-1599). Para la construccion de la
secuencia genética se eligieron los codones de mayor frecuencia por aminoécido entre

cada grupo taxonoémico.

Método 1. Aislamiento de mitocondrias.
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Las mitocondrias de higado de ratas macho Sprague Dawley (4-6 meses de edad, sin

alimentar durante la noche) fueron aisladas por el método de centrifugacion diferencial

(Lemeshko V.V., Kugler W.2007. Synergistic inhibition of mitochondrial respiration by
anticancer agent rucyl phosphohomocholine and cyclosporin A. J. Biol. Chem. 282:
37303-37307). El sacrificio de los animales se realizé de conformidad con los principios
esbozados en la Guia para el Cuidado y Uso de animales de Laboratorio publicado por
los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU. (NIH Publication No. 85-23, revisada en
1996) y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Colombia,
seccional Medellin. El higado se enfri6 previamente durante 4-5 minutos y se
homogenizé en un medio que contenia manitol210 mM, sacarosa 70 mM, MgCl, 2,5
mM, EGTA-KOHI mM, albumina de suero bovino BSA (4cidos grasos libres)0,3
mg/ml, Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2, a 0-4°C. El primer sedimento mitocondrial se
resuspendié en un medio que contenia manitol210 mM, sacarosa 70 mM, EGTA-
KOH50 mM, BSA 0,3 mg/ml y Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2, y las mitocondrias se
sedimentaron de nuevo. Este procedimiento de lavado de mitocondrias se repitié una
vez mas y las mitocondrias finalmente se resuspendieron en 1 ml del mismo medio sin
BSA. El contenido de proteina fue evaluado por un ensayo volumétrico rapido
(Lemeshko V.V., Kugler W.2007. Synergistic inhibition of mitochondrial respiration by
anticancer agent rucyl phosphohomocholine and cyclosporin A. J. Biol. Chem. 282:
37303-37307), teniendo la concentracion media de proteina en la mitocondria

precipitado igual a 200mg/ml, determinada por este protocolo por el método de Biuret

con BSA como estandar.
Método 2. Aislamiento de globulos rojos de ratas

Los globulos rojos se aislaron como se describe en Raghuraman H., Chattopadhyay A.
2005. Cholesterol inhibits thelyti cactivity of melittin in erythrocytes. Chem. Phys.
Lipids 134: 183-189, con ligeras modificaciones. Aproximadamente 5 ml de sangre de
rata fueron mezclados con 20 ml de una solucién compuesta de NaCl 120 mM,
EDTA10 mM, citrato de sodio 5 mM, y Tris-HCIS mM, pH 7,4, y fue centrifugada a
3000 rpm durante 10 minutos (centrifuga Jouan RM 1812 ). El sedimento se lavé tres
veces mediante resuspension suave del sedimento de células en 20 mlde NaCl(150

mM), Tris-HCI5S mM, pH 7,4, y posteriormente centrifugacion a 3000 rpm durante 10
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min. El sedimento final se resuspendi6 en el mismo medio suplementado con glucosal0
mM a un hematocrito final de 20%.

405

Método 3. Monitoreo de potencial de membrana interna de mitocondrias

El potencial de la membrana interna de las mitocondrias de higado de rélta fue
monitoreado por la sonda fluorescente safranina O potencial-sensible (520 \‘nm de
410  excitacion, fluorescencia de 580 nm) como se describe en Wieckowski M.R., Wéjtczak
L. 1998. Fatty acid-induced uncoupling of oxidative phosphorylation is partly cjue to
opening of the mitochondrial permeability transition pore. FEBS Lett. 423: 3391—342,
utilizando un espectrofluorimetro Aminco-Bowman Series 2. Las mitocondrias, a\i una
concentracion de 0,5 mg de proteina/ml, se afiadieron al medio de incubacién KNPE
415  compuesto de KNO; 150 mM, fosfato inorgdnicoSmM, EGTA 20 uM, pH “\7,2,

suplementado con succinato 5 mM vy safranina O 10 pM.
Método 4. Monitoreo de estado redox de los piridin-nucleétidos mitocondriales "

420 El nivel de formas reducidas de piridin-nucleétidos endégenos, NAD(P)H, én
mitocondrias aisladas de higado de rata u homogeneizados de intestino de larvas, ée
monitore6 fluorimétricamente (450 nm fluorescencia) utilizando un espectrémetro cip
luminiscencia Aminco-Bowman Series 2. Para reducir al minimo la influencia de lé
dispersion de la luz en las mediciones de fluorescencia y para disminuir el efecto dei

425 filtro interno, los haces de luz excitantes y emisores se centraron en la esquina de lal‘.l
cubeta de 1,5 x 1,5 mm como se describe en Lemeshko V.V., Haridas V., Quijano Perez‘ﬂ‘
J.C., Gutterman J.U. 2006. Avicins, natural anticancer saponins, permeabilize
mitocondrial membranes. Arch. Biochem. Biophys. 454: 114-22, y se seleccioné la
longitud de onda de excitacion de 365nm, en lugar de 340nm. Se afiadieron las

430  mitocondrias a una concentraci6n final de 0,5 mg de homogenizado de proteina/ml, o de
larva en un equivalente de 12 larvas/ml,a los medios de incubacién compuestos de
sacarosa 100 mM, KCI75mM, fosfato inorganicol0 mM, HEPES 5 mM, EGTASOuM,
pH 7,2 (medio SKPH). La caida de potencial de la membrana interna, como resultado

de permeabilizacién mitocondrial por los péptidos o por un desacoplador, se mostré

f
{

435  como una disminucién de la fluorescencia de NAD(P)H debido a oxidacién acelerada

de los nucledtidos de piridina.
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Método S. Monitoreo de potencial de la membrana plasmatica de globulos rojos.

El potencial de la membrana plasmatica de los glébulos rojos se monitore6 con la sonda
fluorescente DiSC3(5) potencial sensible (Parker J.C., Castranova V. 1984, Volux;qe-
responsive sodium and proton movements in dog red blood cells. J. Gen. Physiol. ‘84:
379-401).Se usaron dos tipos de medio de incubacion: el medio de NC que contié!ne
NaCl 150 mM, KCI 0,1 mM, HEPES-NaOH 5 mM, pH 7,2, y el medio NS que contiene
NaCl 63 mM, KCI 0,1 mM, sacarosa 125 mM, HEPES-NaOH 5mM, pH 7,2. Lllos
globulos rojos se afiadieron con un hematocrito final de 0,2%. Ambos medios fueril)n
suplementados con DiSC3(5) a una concentracion final de 2 pM. La captura de esta
sonda cationica de potencial dependiente por los glébulos rojos, llevd a una disminuciém
de la intensidad de fluorescencia (648nm de excitacion, 668nm de fluorescencia). ‘Pafa
generar artificialmente un potencial de membrana relativamente alto, se aﬁadf_é

valinomicina 1pMa la suspension de globulos rojos. El péptido se afiadié a ia

suspension de los globulos rojos normales, o a los gldbulos rojos pre-incubados co‘ln

valinomicina.

Método 6. Observacion de hinchamiento mitocondrial y contraccién-hinchamient¢

de glébulos rojos '
El hinchamiento mitocondrial se monitoreé simultdneamente con la NAD(P)H o con“}
fluorescencia de safranina O, utilizando un soporte modificado de la cubeta (Lemeshko
V.V., Haridas V., Quijano Perez J.C., Gutterman J.U.2006. Avicins, natural anticancer:
saponins, permeabilize mitocondrial membranes. Arch. Biochem. Biophys. 454: 114—‘-‘
22), para el espectrofluorimetro Aminco-Bowman Series 2. Uno de los dos canales:
auxiliares de este equipo permite la medicion de 90 °-dispersion de la luz emitida por un {‘
infrarrojo diodo emisor de luz (920 nm). La luz dispersada fue detectada previamente "
por el fotodiodo y amplificador montado adicionalmente (Lemeshko V.V., Haridas V.,
Quijano Perez J.C., Gutterman J.U.2006. Avicins, natural anticancer saponins,
permeabilize mitochondrial membranes. Arch. Biochem. Biophys. 454: 114-22). De la

misma manera, un aumento o disminucion de la dispersion de la luz se monitored en la

suspension de glébulos rojos permitiendo la observacion de la contraccion o |

hinchamiento celular, respectivamente, como se demostré anteriormente (Lemeshko '
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V.V. 2011. Permeabilization of mitochondria and red blood cells by polycationic :

peptides BTM-P1 and retro-BTM-P1.Peptides 32: 2010-2020).La dispersion de luz por

los glébulos rojos se monitore6 de forma simultanea con la fluorescencia de DiSCs(5)

como se describié anteriormente.

Las muestras se agitaron constantemente con el agitador magnético y se mantuvieron a

30°C. Los datos obtenidos se presentan como el promedio y el error estdndar del
promedio (SEM).

Método 7. Preparacion de homogenizados de intestino de larvas de Aedes aegypti'y

determinacion de la actividad del péptido.

Los intestinos de larvas de cuarto estadio de Aedes aegypti (200 intestinos en 0.5 ml de
sacarosal 00 mM, KCI75 mM, fésforo inorganicol0 mM, EGTA1 mM, HEPES5 mM,
pH 7.2) fueron homogenizados en un homogenizador Polytron a 30.000 rpm a 0-4 C°.
El homogenizado de larvas de mosquito, equivalente a 12 intestinos, se agregé a 1 ml de
medio SKPH (Suc.-succinato2.5 mM; FCCP-1 uM FCCP; CN- KCN0.5 mM; BTM-P4-
BTM-P41 uM; BTM-P1- BTM-P11 uM), y se determin6 la influencia de los péptidos
BTM-P4 y BTM-P1 sobre fluorescencia de los NAD(P)H.

Ensayos de actividad
Ensayos de actividad antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antibacteriana de las dos formas (forma L y D) del péptido de
esta invencion se escogieron cepas de bacterias gram-positivas y gram-negativas y de
algunos organismos fitopatégenos como Enterococcus faecalis (ATCC 51299)
resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC 33591),
Escherichia coli (ATCC 25922) y un aislamiento de Ralstonia sp. Para los ensayos, las
bacterias se cultivaron en caldo Tripticasasoya 1% (TSB) durante la noche, con
agitacion, a las temperaturas adecuadas. Al dia siguiente se ajusté la densidad Optica
(DO) a 600nm entre 0,75 y 0,8 para cada cultivo, correspondientes a aproximadamente
1x10* UFC/ml. A continuacion, cada cultivo se diluyé a 1x10° o 1x10°. Se dispensaron

125 pl de cada cultivo en placas estériles de 96 pozos, se aftadieron 50 ul del péptido en
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!
sus dos formas D y L, a una concentracion final de 5 uM. Las placas se incubaron a la
temperatura adecuada (30 o 37°C) durante tres horas. Después de este tiempo se
afiadieron 120 pl de TSB 3% a cada pozo y se incubaron de nuevo bajo las mismais
condiciones durante 12 horas (Rathinakumar R., Walkenhorst W.F., Wimley W.C.
2009. Broad-spectrum antimicrobial peptides by rational combinatorial design and higl{j—
throughput screening: the importance of interfacial activity. J. Am. Chem. Soc.
131:7609-7617).Se hicieron cuatro repeticiones de cada tratamiento del péptido y
ademas se incluyeron controles del ensayo. Las lecturas se realizaron en un lector de
placas de ELISA a 600nm. Se determiné la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) d‘e
acuerdo con la metodologia indicada, mediante el uso de diluciones seriadas de cada
péptido en cada microorganismo. La MIC es la concentracién mas baja de los péptidoé
que causan un 100% de mortalidad de los microorganismos. Se realizaron cuatrd
repeticiones en dos ensayos independientes.

\
Para evaluar la actividad antiftingica se utilizaron cepas de Candida albicans y dei'
Fusarium oxysporum (ATCC 15648). Para C. albicans se us6 la misma metodologia
descrita para las bacterias, excepto que se utilizd como medio de cultivo calda
Sabouraud, 1y 3%, segtin el caso (Rathinakumar R., Walkenhorst W.F., Wimley w.C!
2009. Broad-spectrum antimicrobial peptides by rational combinatorial design and high-
throughput screening: the importance of interfacial activity. J. Am. Chem. Soc.
131:7609-7617).

Para F. oxysporum se obtuvieron cultivos puros en agar dextrosa-papa(PDA), despuésl'
de esporulacién. Se agregaron 5 ml de agua destilada para recoger las esporas por medio’
de un raspado del cultivo, la suspension resultante se distribuyé en tubos Falcon con |
perlas de vidrio estériles y se agité para liberar las esporas. Posteriormente, la
suspension se hizo pasar a través de un filtro y se determiné la concentracion de esporas 1

en una camara de Neubauer y se diluyeron a una concentracion de 1x10* conidios por

vqage . . . i
mililitro. Los ensayos se realizaron de la misma forma que con las bacterias y levaduras, -

pero utilizando como medio de cultivo caldo de Sabouraud en 1 y el 3%. Tanto C. '
albicans como F. oxysporum fueron evaluados inicialmente con los péptidos a una |
concentracién final de 5 uM y se determin6 la CMI. Los ensayos se realizaron con ;

cuatro repeticiones, en dos ensayos independientes. l
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Ensayos de actividad antitumoral.

Se utilizé la prueba de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromuro)
para medir la muerte celular. Se utilizaron cultivos de células Jurkat y U937 cultivadas
en placas de 96 pozos. En cada pozo se colocaron 5000 células Jurkat y U937. Se
afiadieron en 90 pl de medio suplementado con FBS al 5% y después de 48 horas
durante la fase de crecimiento exponencial, se afiadieron diversas concentraciones de las
dos formas (formas D y L) del péptido y los cultivos se incubaron durante 20 horas,
equivalente a un ciclo celular. Después se agreg6 a cada pozo 20 ml de MTT (Sigma,
5mg/ml) y se incubaron durante 4 horas en oscuridad. Posteriormente, se afiadieron 100
ul de isopropanol acido para diluir los cristales de formazan formados; se llevo a cabo
una agitacion adicional durante 4 horas en oscuridad. Por ultimo, se ley6 la absorbancia
a 570nm utilizando un lector de placas Multi skan Spectrum (Termo Scientific).Se
incluyeron controles negativos sin péptidos y controles de solvente (HEPES).Todos los
experimentos fueron realizados por triplicado y los datos para hallar la concentracion
inhibitoria media (ICsp) fueron analizados mediante un anélisis Probit usando el

programa Statgraphics Centurion.
Ensayos de actividad insecticida.

Las colonias de Aedes aegyptiy Anopheles albimanus fueron mantenidas en insectario a
30°C, con 70-80% de humedad relativa, un fotoperiodo de 12:12 horas luz:oscuridad y
alimentadas con dieta artificial. Para el ensayo de actividad insecticida se colocaron diez
larvas de segundo estadio de Aedes aegyptien cada pozo de una placa de 24 pozos
conteniendo 1 ml de agua declorinada. De igual manera se dispusieron larvas de primer
estadio de Anopheles albimanus. Los péptidos se disolvieron en buffer 100 mM
HEPES-Tris con 10% DMSO, pH 7.4. Los tratamientos con las dos formas del péptido
(forma D: BTM-P4d y forma L: BTM P4) se aplicaron a una concentracion final de 5
pM. Cada tratamiento se realizd con 2 repeticiones. La mortalidad se registr6 a las 24
horas después del tratamiento. El control negativo se establecié mediante la adicion de

10 pl de agua del grifo sin cloro.

Otros ensayos.
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Para evaluar la capacidad ionoférica del péptido BTM-P4, en comparacion con el
péptido BTM-P1, se usaron mitocondrias de higado de rata y se monitore6 el potencial
575 de la membrana interna mitocondrial con safranina O, una sonda dependiente de

potencial.

Al agregar mitocondrias al medio de incubacion que contiene succinato como sustrato

de oxidacion en la cadena respiratoria, se disminuy significativamente la intensidad de
580 la fluorescencia de la sonda (Figs. 1, ay b) y en 1 minuto se alcanzoé equilibrio osmoético

segin el cambio en la dispersion de la luz (Figs. 1, ¢ yd). Al agregar BTM-P4 en las:

concentraciones de 0.5 pM o 1.0 uM (Figs. 1, a y b, respectivamente) se observo un’

incremento rdpido de fluorescencia de la sonda, acompafiado con hinchamiento de las “

mitocondrias (Figs. 1, ¢ y d, respectivamente), lo que fue més significativo que lo “
585  causado por el péptido BTM-P1 (Fig. 1).

Como hemos demostrado antes, la sonda catidnica-safranina O es capaz de disminuir el "-
efecto de los péptidos policationicos, supuestamente afectando el potencial superficial {
de las membranas bioldgicas. Por esta razén, se evalué la capacidad del péptido BTM-
590 P4, y de su andlogo compuesto de aminodcidos D, BTM-P4d, para afectar la |
fluorescencia de los NAD(P)H de la matriz mitocondrial que depende directamente del ‘
potencial de la membrana, o sea sin agregar alguna sonda potencial-dependiente. Los l
datos obtenidos se presentan en comparacion con los efectos causados por los péptidos
BTM-P1 y BTM-Pid (Fig. 2). Se puede ver que todos estos péptidos en la
595  concentracion de 1.0 pM permeabilizaban las mitocondrias muy rapidamente, sin
alguna diferencia significativa y se revela en una caida brusca de la intensidad de la
fluorescencia de los NAD(P)H (Fig. 2, a) y de la dispersién de la luz por el

hinchamiento de las mitocondrias (Fig. 2, b).

600 En la Fig. 3, se puede ver que el péptido BTM-P4 también es capaz de causar
disminucién de la fluorescencia azul del homogenizado de intestino de larvas del
mosquito Aedes aegypti, de la misma manera que el FCCP (carbonyl-cyanide-p-
trifluoromethoxy pheny lhydrazone) un protondforo bien conocido, o como el péptido
BTM-P1, con la recuperacién del nivel de los NAD(P)H luego de agregar el cianuro

605 (CN), inhibidor de la cadena respiratoria, debido a la reduccion de los piridin- ‘

nucleétidos con sustratos endégenos. '
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Evaluando la permeabilizacion de la membrana plasmatica con el péptido BTM-P4,,
hemos encontrado que tanto su forma L (BTM-P4), como la forma D (BTM-P4d), son|

casi diez veces més activos que los péptidos BTM-P1 o BTM-P1d, y lo més importante

es que el efecto de permeabilizacién es dependiente de manera muy significativa del .
potencial de la membrana (Fig. 4). En el caso de los globulos rojos, el alto potencial de |
la membrana plasmética (hasta -85 mV) se genera en presencia de valinomicina como
fue demostrado antes (Lemeshko V.V. 2011. Permeabilization of mitochondria and red

blood cells by polycationic peptides BTM-P1 and retro-BTM-P1.Peptides 32: 2010- |

2020).

Resultados

a- La actividad antimicrobiana se evalu6 por medio de ensayos en placas de
96 pozos con bacterias gran-positivas, gran-negativas, levaduras y hongos filamentosos.
La forma L del péptido BTM-P4 mostré actividad contra el hongo Fusarium
oxysporum, con una MIC de 2.5 pM, mientras que la forma D del mismo péptido
(BTM-P4d) mostré una MIC de 1.2 uM contra el mismo hongo. El péptido BTM-P4d
presentd una MIC de 1.2uM contra la bacteria Escherichia coli. La MIC del péptido
BTM-P4d contra Staphylococcus aureus multiresistente y Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina fue de 2.5 uM. Asi mismo, contra la bacteria Ralstonia

solanacearum la MIC del mismo péptido fue de 5.0 uM (ver Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antimicrobiana del péptido BTM-P4 en sus formas Dy L y BTM-P1

contra diferentes microorganismos. Datos de la concentracion inhibitoria minima en
UM,

Especie BTM-P4d | BTM-P4 | BTM-P1
(Forma D) | (Forma L)
Fusarium oxysporum 1.2 2.5 >5.0
Candida albicans >5.0 >5.0 >5.0
Staphylococcus aureus MR* 2.5 >5.0 >5.0
Enterococcus faecalis VR** 2.5 >5.0 >5.0
Escherichia coli 1.2 >5.0 >5.0
Ralstonia solanacearum 5.0 >5.0 >5.0

* Multiresistente
** Resistente a Vancomicina
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b- Para determinar la actividad antitumoral se utilizé la prueba de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-diphenyltetrazoliumbromide) que mide la muerte celular,
como se mostrd anteriormente (Ensayo de actividad antitumoral). Se utilizaron cultivos
de células Jurkat y U937 cultivadas en placas de 96 pozos. Los resultados indican que la
forma D del péptido (BTM-P4d) mostré una concentracion inhibitoria media de 1.63

ug/ml para las células Jurkat y de 2.03 para las células U937.

c- Actividad insecticida: la forma D del péptido(BTM-P4d) eliminé todas
las larvas de los mosquitos de las especies Anopheles albimanus y Aedes aegypti
después de 24 horas de exposicion, a una concentracion de 5 pM, mientras que la forma
L del mismo péptido (BTM-P4) solamente elimind el 45% de las larvas de Anopheles
albimanus y el 10% de las larvas de Aedes aegypti durante el mismo tiempo de

exposicion y a la misma concentracion. (ver Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de los mosquitos Anopheles albimanus,

primer instar y dedes aegypti, segundo instar, (Diptera: Culicidae), 24 horas después del

tratamiento con 5 uM del péptido BTM-P4 en sus formas D y L.

Anopheles albimanus Aedes aegypti
BTM-P4d
(Forma D) 100 100
BTM-P4
(forma L) + 10

Los resultados obtenidos permiten concluir que las dos formas del péptido BTM-
P4(forma D y L) tienen un gran potencial para permeabilizar membranas de bacterias
gran-positivas y gran-negativas, de hongos y levaduras, incluso células tumorales y
otros organismos eucaridticos, que se caracterizan por tener potencial de membrana
alto. Las formas D o L se pueden usar dependiendo de un objetivo especifico, a un
tiempo largo o corto, para obtener un efecto relativamente permanente o temporal, como
espermicida, antimicrobiano, antiparasitario, insecticida o antitumoral, por ejemplo. De

igual manera los productos obtenidos por la expresion de los genes que codifican para el
péptido BTM-P4.
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SECUENCIAS

SEQ ID No. 1: BTM-P4 en sus formas Dy L.
IAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS.

SEQ ID No. 2: BTM-P4gb:

ATTGCGCCGGCGCTGATTGCGGTGGCGCCGATTGCGAAATATCTGGCGACC
GCGCTGGCGAAATGGGCGCTGAAACAGGGCTTTGCGAAACTGAAAAGC.

SEQ 1D No. 3: BTM-P4gp:

ATTGCTCCGGCTCTGATTGCTGTGGCTCCGATTGCUAAATATCTGGCTACCG
CTCTGGCTAAATGGGCTCTGAAACAGGGCTTTGCTAAACTGAAAAGC.

SEQ 1D No. 4: BTM-P4ga:

ATAGCTCCTGCTCTTATAGCTGTTGCTCCTATAGCTAAAGTTCTTGCTACTGC
TCTTGCTAAATGGGCTCTTAAACAGGGTTTCGCTAAACTTAAATCC.
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685 REIVINDICACIONES
1. Un péptido caracterizado por la siguiente secuencia de aminoacidos:
TAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS (SEQ ID No. 1), o derivados del |
mismo y sus sales farmacéuticamente aceptables.
690
2. El péptido de acuerdo con la Reivindicacion 1, caracterizado porque presenta
una homologia de al menos 90% a la SEQ ID No.1.
. 3. El péptido de la Reivindicacion 1, caracterizado porque todos los aminoécidos
695  que lo componen presentan isomeria de tipo L. |
4. El péptido de la Reivindicacion 1, caracterizado porque todos los aminoacidos
que lo componen presentan isomeria de tipo D.
700 5.

Una secuencia de nucleétidos que codifica para el péptido de la Reivindicacion

6. La secuencia de nucleétidos de la Reivindicacion 5 seleccionada del grupo

conformado por SEQ ID No. 2: BTM-P4gb, SEQ ID No. 3: BTM-P4gp y SEQ ID No.
' 705  4: BTM-P4ga.

7. Los péptidos de las Reivindicaciones 1 a 4 caracterizados porque presentan

actividad ionof6rica, antimicrobiana, antitumoral e insecticida.

710 8. Una formulacién farmacéutica que contiene un péptido seleccionado de las

Reivindicaciones 1 a 4 y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

9. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la Reivindicacion 8 caracterizada

porque contiene una cantidad farmacéuticamente efectiva de un péptido seleccionado de
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745

las Reivindicaciones 1 a 4 que proporciona un efecto seleccionado entre ionoférico,

antimicrobiano, antitumoral e insecticida.

10.  Una formulacién farmacéutica de acuerdo con las Reivindicaciones 8 y 9, en

presentaciones adecuadas para administracion oral, ocular, topica, rectal o parenteral.

11.  Una formulacién agricola caracterizada porque contiene un péptido seleccionado

de las Reivindicaciones 1 a 4, junto con un vehiculo agricolamente aceptable.

12.  Una formulacién veterinaria caracterizada porque contiene un péptido

seleccionado de las Reivindicaciones 1 a 4, junto con un vehiculo veterinariamente

aceptable.

13.  Un vector de expresion caracterizado porque comprende una secuencia de
nucleétidos de acuerdo con la Reivindicacién 5.

|

14.  Una célula hospedera que contiene por lo menos un vector de expresion de

acuerdo con la Reivindicacion 13.

15.  El uso del péptido de la Reivindicacién 1 para el control de enfermedades!

infecciosas producidas por hongos y bacterias.

16.  El uso del péptido de la Reivindicacién 1 para el control de enfermedades

cancerosas.
17.  El uso del péptido de la Reivindicacion 1 para el control de insectos. ,

18.  El uso del péptido de la Reivindicacion 1 para la fabricacion de una formulacion

1

farmacéutica, veterinaria o agricola.

e sk ok ok 3k ok ok ok ok ok ok k koo
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Fluorescencia NAD(P)H  Dispersion luz

Fluorescencia NAD(P)H  Dispersion luz
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Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REDUCCION DE TASAS DE SOLICITUD DE PATENTE

Micro, pequefias y medianas empresas

D Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental idénea

D Documento de constancia de cumplimiento a lo establecido en la Ley 905 de 2004

Universidades publicas o privadas

Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el Ministerio de Educacidn

Entidades sin animo de lucro
D Copia del registro vigente en Camara de Comercio
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COMO DILIGENCIAR LA SOLICITUD DE REDUCCION DE TASAS DE REGISTRO DE PATENTES

1. Aplicacion a: Debe marcarse en I casilla correspondiente si se trata de Patente de Invencion o Patente Modelo
de Utilidad

En caso de patente de invencion, la reduccion de {asas aplica para la presentacion de la solicitud, examen de
patentabilidad y las tasas de mantenimiento (anualidades)

En caso de patente de modelo de utilidad la reduccion de tasas aplica para la presentacion de la solicitud y el
examen de patentabilidad.

2. Beneficiario: Persona natural o juridica que esté solicitando el registro de la patente. Debe indicarse nombre,
direccion, nacionalidad o domiciiio y teléfono.

Identificacion: Coresponde a la indicacién del documento de idenfidad del solicitante discriminando en la casilla
comrespondienet si se trata de C.C (cédula de ciudadania), NIT (nimero de identificacion tributaria), C.E ( cédula
de extranjeria); u ofro (en caso de que la identificacion de! solicitante corresponda a un documento diferente a los

Domicifo: Indicar el pais o estado, departamento y ciudad.

3. Anexos: Deben marcarse con una X las casillas comespondientes a los documentos que acompaian la solicitud

4. Firma: Si actila directamente una pwersona juridica, la firna debera ser la de su representante legal y si actia
una persona natural, ésta debera firmar la solicitud.
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