ES 2998 053 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

> é ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 998 053
@Int. Cl.:

A61K 35/66 ( )
A61K 38/14 ( )
A61P 31/04 (2006.01)
( )
( )

CO7K 7/06
CO7K 14/47

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: 06.08.2018 PCT/US2018/045395
Fecha y nimero de publicacion internacional: 07.02.2019 WO019028463

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 06.08.2018 E 18842362 (8)

@ Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 02.10.2024  EP 3661531

Titulo: Paenipeptinas lipopeptidicas lineales y métodos de uso de las mismas

Prioridad: @ Titular/es:

04.08.2017 US 201762541200 P BIOVENTURES, LLC (100.00%)
4301 W. Markham St. 831

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la Little Rock, Arkansas 72205, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

18.02.2025 HUANG, EN;

MOON, SUN, HEE;
SMELTZER, MARK y
MEEKER, DANIEL

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por la
Oficina Europea de Patentes

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 053 T3

DESCRIPCION
Paenipeptinas lipopeptidicas lineales y métodos de uso de las mismas
Campo de la invencién

La tecnologia divulgada en el presente documento se refiere generalmente a las paenipeptinas lipopeptidicas lineales
y a los métodos de uso de las mismas como agentes antimicrobianos y potenciadores.

Listado de secuencias

Esta solicitud se presenta electrénicamente a través de EFS-Web e incluye una lista de secuencias enviada
electrénicamente en formato .txt. El archivo .txt contiene un listado de secuencias titulado "2018-08-06_6401-
00035_ST25.txt", creado el 6 de agosto de 2018, y tiene un tamafio de 7960 bytes. El Listado de secuencias contenido
en este archivo .txt forma parte de la memoria descriptiva.

Antecedentes

La aparicién continua y la rapida diseminacién de patégenos resistentes a los antibidticos se estédn convirtiendo en
una amenaza importante para la salud publica. Las infecciones causadas por las Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenem (CRE, por sus siglas en inglés), que son dificiles de tratar y a menudo intratables, se reconocieron como
una de las amenazas urgentes entre los pacientes en los centros médicos. Otras amenazas graves causadas por
patégenos resistentes a los medicamentos incluyen Acinetobacter multirresistente, Pseudomonas aeruginosa
multirresistente, Campylobacter farmacorresistente, Enterococcus resistente a vancomicina y Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (CDC, 2013). Recientemente, se informé del gen de resistencia a la polimixina mediada por
plasmidos, mcr-1, de bacterias gramnegativas en muchos paises de todo el mundo (Liu et a/., 2016). Estos hallazgos
implicaron una importante brecha en la Ultima linea de defensa contra los patégenos farmacorresistentes. Para agravar
la preocupaciéon, muchos patégenos bacterianos son capaces de formar biopeliculas, que son agregados celulares
incrustados en la matriz, intrinsecamente tolerantes a la mayoria de los tratamientos con antibiéticos, tanto en los
tejidos hospedadores nativos como en los dispositivos médicos permanentes (Flemming et al., 2016). Las infecciones
graves causadas por patégenos resistentes a los antibiéticos se asocian con altas tasas de morbilidad y mortalidad y
contribuyen a costes econémicos significativos. Por lo tanto, existe la necesidad urgente de desarrollar agentes
antimicrobianos novedosos, seguros y eficaces para el tratamiento de infecciones causadas por patégenos
farmacorresistentes y formadores de biopeliculas.

Sumario de la invencién
La presente invencidn se define por las reivindicaciones.

En el presente documento se divulgan paenipeptinas lipopeptidicas lineales, productos que comprenden los
lipopéptidos y métodos para usar los mismos. Un aspecto de la invencién es una composicién antimicrobiana que
comprende un lipopéptido lineal, comprendiendo el lipopéptido un péptido que tiene al menos un 66 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 1 interpuesto entre un extremo lipéfilo -R' y un extremo amino -NR?R3. R' comprende
un alcanoilo C>-Cy sustituido, ramificado o no ramificado de férmula R>-CH(NH,)-C(=0)-, en donde R® se selecciona
del grupo que consiste en alquilo, alguenilo, cicloalquilo, fenilalquilo y bifenilalquilo, y R? y R® se seleccionan
independientemente de hidrégeno o un alquilo C4-Cs. Convenientemente, la composicién puede poseer una o mas de
las siguientes propiedades:

(a) el lipopéptido tiene una concentracién inhibitoria minima inferior o igual a 8,0 pg/ml contra un microbio en un
medio de cultivo;

(b) el lipopéptido tiene una concentracién bactericida minima inferior o igual a 16,0 ug/ml contra un microbio en un
medio de cultivo;

(c) el lipopéptido tiene un porcentaje de hemolisis inferior o igual al 50,0 % a una concentracién de lipopéptido de
128 pg/mil;

(d) el lipopéptido tiene un porcentaje de viabilidad superior o igual al 50,0 % a una concentracién de lipopéptido de
105 pg/ml;

(e) el lipopéptido tiene un factor de sensibilizacién superior o igual a 128 para un agente antimicrobiano contra un
microbio; o

(f) la composicién tiene una cantidad eficaz del lipopéptido para una actividad antibiopelicula de al menos una
reduccién de 2,0 log en microbios viables sobre una superficie.

Convenientemente, la composicion puede poseer al menos dos, tres, cuatro, cinco o todas las propiedades
seleccionadas de (a), (b), (c), (d), (e) o (f).

En algunas realizaciones, el péptido comprende R1-X'-X2-X3-X*-X3-X8-X7-X8-X°-NR?R? donde:
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X' puede seleccionarse del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Lys y Arg;

X2 puede seleccionarse del grupo que consiste en lle, Val, Phe, Dap y Phephe;
X3 puede seleccionarse del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Thr, Lys y Arg;
X* puede seleccionarse del grupo que consiste en dLeu, dPhe y Phephe;

X5 puede seleccionarse del grupo que consiste en Leu, Phe y Phephe;

X® puede seleccionarse del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Lys y Arg;

X7 puede seleccionarse del grupo que consiste en dVal, dLeu, dPhe y Phephe;
X8 puede seleccionarse del grupo que consiste en Leu, Phe, Phephe y Octgly; y/o
X® puede seleccionarse del grupo que consiste en Ser y Dab.

De acuerdo con lo divulgado en el presente documento, -R' puede comprender: R*-C(=0)- 0 R>-CH(NH,)-C(=0)-.
Convenientemente, R* puede seleccionarse del grupo que consiste en alquilo, alquenilo, cicloalquilo, fenilalguilo,
bifenilalquilo, alquilamina, cicloalquilamina, fenilalquilamina, bifenilalquilamina, alcoxi, cicloalcoxi, fenilalcoxi o
bifenilalcoxi o R® puede seleccionarse del grupo que consiste en alquilo, alquenilo, cicloalquilo, fenilalquilo y
bifenilalquilo. En determinadas realizaciones, R? y R® se seleccionan de hidrégeno.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden comprender ademas un agente antimicrobiano, tal
como un agente antibacteriano. Convenientemente, la composicién que comprende el agente antimicrobiano puede
poseer una o més de las siguientes propiedades:

(a) el agente antimicrobiano tiene una concentracién inhibitoria minima contra un microbio en presencia del
lipopéptido inferior a una concentracién inhibitoria minima contra el microbio en ausencia del lipopéptido en un
medio de cultivo;

(b) el agente antimicrobiano tiene una concentracién bactericida minima contra un microbio en presencia del
lipopéptido inferior a una concentracién bactericida minima contra el microbio en ausencia del lipopéptido en un
medio de cultivo;

(c) el lipopéptido tiene un factor de sensibilizacién superior o igual a 128 para el agente antimicrobiano contra un
microbio; o

(d) la composicién tiene una cantidad eficaz del lipopéptido y/o el agente antimicrobiano para una actividad
antibiopelicula de al menos una reduccion de 2,0 log en microbios viables sobre una superficie.

Convenientemente, la composicion puede poseer al menos dos, tres o todas las propiedades seleccionadas de (a),
(b), (c) o (d). El agente antimicrobiano puede comprender un agente antibacteriano. Los agentes antimicrobianos de
ejemplo incluyen, sin limitacién, ampicilina, claritromicina, eritromicina, rifampicina o vancomicina.

Otro aspecto de la invencién comprende productos antimicrobianos que comprenden cualquiera de las composiciones
descritas en el presente documento. Uno de dichos productos es una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento y un
excipiente, un portador o un diluyente farmacéuticamente aceptable. Otro de dichos productos es un producto
antibiopelicula que comprende una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones descritas en el presente
documento formulado para su aplicacién a una superficie. Convenientemente, el producto antibiopelicula puede
formularse en forma de una nebulizacién, un unglento, un gel, una espuma, una pasta, un hidrogel o un hidrocoloide.
Las superficies de ejemplo adecuadas para la aplicaciéon del producto antibiopelicula incluyen, sin limitacién, una
superficie de dispositivo médico, una superficie de instrumento médico, una superficie de implante médico, una
superficie de vendaje, una superficie de herida o la piel. El producto antibiopelicula puede comprender un dispositivo
médico, un instrumento médico, un implante médico o un vendaje que tenga cualquiera de las composiciones descritas
en el presente documento dispuestas sobre el mismo. Otro producto de este tipo es un vendaje que comprende un
apdsito y una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento para tratar o
prevenir una infecciéon microbiana o una biopelicula microbiana en una herida o la piel. El apésito puede comprender
un tejido, una esponja, un alginato, un colageno, una pelicula, una ldmina de gel, un relleno para heridas, un hidrogel,
un hidrocoloide o una combinacién de los mismos.

Las composiciones antimicrobianas son eficaces para inhibir la proliferacién, para destruir o para sensibilizar un
microbio. Otro aspecto de la invencién comprende un método para inhibir la proliferaciéon, para destruir o para
sensibilizar un microbio in vitro. El método puede comprender poner en contacto el microbio con una cantidad eficaz
de cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento o cualquiera de los productos antimicrobianos
descritos en el presente documento, incluyendo cualquiera de las composiciones farmacéuticas, productos
antibiopelicula o vendajes descritos en el presente documento.

Las composiciones antimicrobianas también son eficaces para prevenir la formacion de una biopelicula sobre una
superficie o inhibir la proliferacién, para destruir o para sensibilizar un microbio en la biopelicula. Otro aspecto de la
invencién comprende un método para prevenir la formacién de una biopelicula sobre una superficie o para inhibir la
proliferacion, para destruir o para sensibilizar un microbio en la biopelicula in vitro. El método puede comprender poner
en contacto la superficie o una biopelicula dispuesta sobre la misma con una cantidad eficaz de cualquiera de las
composiciones descritas en el presente documento o cualquiera de los productos antimicrobianos descritos en el
presente documento, incluyendo cualquiera de las composiciones farmacéuticas, productos antibiopelicula o vendajes
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descritos en el presente documento. Las superficies de ejemplo adecuadas para la aplicacién del producto
antibiopelicula incluyen, sin limitacién, una superficie de dispositivo médico, una superficie de instrumento médico, una
superficie de implante médico, una superficie de vendaje.

Las composiciones antimicrobianas también son eficaces para prevenir una infeccién microbiana o tratar la infeccion
microbiana en o sobre un sujeto. Otro aspecto de la invencién comprende la composicién antimicrobiana para su uso
en la prevencién de una infeccién microbiana o el tratamiento de la infeccién microbiana en o sobre un sujeto. El
método puede comprender la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las
composiciones descritas en el presente documento o cualquiera de los productos antimicrobianos descritos en el
presente documento, incluyendo cualquiera de las composiciones farmacéuticas, productos antibiopelicula o vendajes
descritos en el presente documento. Las composiciones o productos antibiopelicula pueden administrarse por via oral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica y pulmonar.

Convenientemente, los microbios descritos en el presente documento pueden ser bacterias, por ejemplo, bacterias
gramnegativas o bacterias grampositivas, ya sea que estén presentes o no en una biopelicula. En algunas
realizaciones, los microbios son bacterias farmacorresistentes. Esto incluye bacterias gramnegativas
farmacorresistentes o bacterias grampositivas farmacorresistentes. Las bacterias gramnegativas de ejemplo incluyen,
sin limitacion, E. coli, A. baumannii, E. cloacae, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Las bacterias grampositivas de
ejemplo incluyen, sin limitacién, E. faecium y S. aureus. Las bacterias farmacorresistentes de ejemplo incluyen, sin
limitacién, bacterias resistentes a carbapenem, bacterias resistentes a meticilina o bacterias resistentes a polimixina.
Convenientemente, las biopeliculas pueden estar formadas por o comprender cualquiera de los microbios descritos
en el presente documento. Convenientemente, las infecciones pueden ser infecciones de cualquiera de los microbios
descritos en el presente documento.

Breve descripcién de los dibujos

Las figuras 1A-1B muestran curvas de letalidad de patégenos con exposicién al analogo 17 a razén de 0-32 pg/ml.
(Figura 1A) ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa; (Figura 1B) ATCC 29213 de Staphylococcus aureus. Los
valores se expresan como media (niUmero de experimentos, 3) y las barras de error representan las desviaciones
esténdar.

Las figuras 2A-2B muestran la actividad relativa de los antibiéticos contra las biopeliculas establecidas en los
catéteres in vitro. (Figura 2A) Analogo de paenipeptina 17, ceftarolina (Cef) y daptomicina (Dap) contra una cepa
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina LAC. La actividad se determiné en concentraciones
correspondientes a 5 veces, 10 veces o 20 veces la concentracidn correspondiente a la CIM para cada antibiético
contra la cepa LAC. (Figura 2B) Analogo 17 y polimixina B (PMB) contra ATCC 27853 de Pseudomonas
aeruginosa. La actividad se determiné en concentraciones correspondientes a 10 veces, 20 veces, 40 veces u
80 veces la concentracién correspondiente a la CIM para cada antibiético contra ATCC 27853 de P. aeruginosa.
Los resultados se evaluaron después de 72 h de exposicién al antibiético. Los valores se expresan como medias
(nimero de experimentos, 6). Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre los grupos
(p <0,05).

Las figuras 3A-3B muestran el impacto del lipopolisacérido (LPS) y el acido lipoteicoico (LTA) en la actividad
antimicrobiana del analogo 17 de paenipeptina. (Figura 3A) ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa, analogo
17 arazén de 16 pg/ml; (Figura 3B) ATCC 29213 de Staphylococcus aureus, anélogo 17 a razén de 32 pg/ml. Los
valores se expresan como media (nUmero de experimentos, al menos 3) y las barras de error representan las
desviaciones estandar. Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre los grupos (p
<0,0%).

Las figuras 4A-4B muestran los cambios en el potencial de membrana bacteriana en presencia del analogo 17 de
paenipeptina. (Figura 4A) ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa; (Figura 4B) ATCC 29213 de Staphylococcus
aureus. Los valores se expresan como media (nUmero de experimentos, 3) y las barras de error representan las
desviaciones estandar. Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre los grupos (p
<0,0%).

Las figuras 5A-5B muestran la liberacidén de iones de potasio intracelulares de las células bacterianas en presencia
del anélogo 17 de paenipeptina. (Figura 5A) ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa; (Figura 5B) ATCC 29213
de Staphylococcus aureus. Los valores se expresan como media (nUmero de experimentos, 3) y las barras de error
representan las desviaciones estandar. Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes entre
los grupos (p <0,05).

Las figuras 6A-6B muestran curvas de letalidad de patégenos resistentes a carbapenem con exposicion al analogo
1 0 15 solo a razén de 4 pug/mly junto con claritromicina (CLR) o rifampicina (RIF) a razén de 1 pg/ml en caldo de
soja triptica (TSB). (Figura 6A) FDA-CDC AR0063 de Acinetobacter baumannii; (Figura 6B) FDA-CDC AR0097 de
Klebsiella pneumoniae. Los valores se expresan como medias (nimero de réplicas biolégicas independientes, al
menos 3) y las barras de error representan desviaciones estandar. Las medias al final de 24 h con letras diferentes
son significativamente diferentes entre los grupos (p <0,05).

Las figuras 7A-7B muestran curvas de letalidad de patégenos resistentes a carbapenem con exposicion al analogo
1 0 15 solo a razdn de 4 pg/ml y junto con claritromicina (CLR) o rifampicina (RIF) a razén de 4 pg/ml en suero
humano al 95 % in vitro. (Figura 7A) FDA-CDC ARO0063 de Acinetobacter baumannii; (Figura 7B) FDA-CDC
ARO0097 de Klebsiella pneumoniae. Los valores se expresan como medias (numero de réplicas bioldgicas
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independientes, al menos 3) y las barras de error representan desviaciones estdndar. Las medias al final de 24 h
con letras diferentes son significativamente diferentes entre los grupos (p <0,05).

Descripcion detallada de la invencién

En el presente documento se divulgan paenipeptinas lipopeptidicas lineales, productos que comprenden los
lipopéptidos y métodos para usar los mismos. Como se demuestra en los ejemplos a continuacién, los lipopéptidos
divulgados tienen actividad antimicrobiana y antibiopelicula. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que
las paenipeptinas divulgadas en el presente documento alteran y dafian la membrana citoplasmatica de los microbios.
La alteracidén de la membrana citoplasmatica puede ser directamente citotéxica para los microbios, lo que hace que la
paenipeptina sea un agente antimicrobiano. En otros casos, la alteracién de la membrana citoplasméatica puede facilitar
el transporte de otros agentes antimicrobianos para potenciar la citotoxicidad del otro agente. En cualquier caso, las
composiciones divulgadas en el presente documento son capaces de inhibir la proliferacién de microbios y de tratar
infecciones microbianas.

Las composiciones divulgadas en el presente documento son eficaces contra bacterias gramnegativas, incluyendo
bacterias farmacorresistentes. Las bacterias gramnegativas son intrinsecamente resistentes a grandes moléculas
hidréfobas, incluidos muchos antibiéticos, como resultado de la barrera de permeabilidad de la membrana externa. La
integridad de la membrana externa reside en la red de lipopolisacéridos aniénicos (LPS) unidos por cationes divalentes
(Mg®* y Ca?) en la superficie celular. Los lipopéptidos cationicos, tales como las paenipeptinas divulgadas en el
presente documento, que tienen afinidad por los LPS, desorganizan la membrana externa, lo que proporciona actividad
antimicrobiana y/o permite la entrada de antibidticos existentes. Los lipopéptidos divulgados tienen actividad
antimicrobiana y/o sensibilizan los microbios a los agentes antimicrobianos coadministrados. Como resultado, los
lipopéptidos lineales permiten nuevos productos antimicrobianos y usos de los mismos.

Lipopéptidos lineales

"Paenipeptina lipopeptidica lineal" (que también puede denominarse "lipopéptido" o "paenipeptina") significa un
lipopéptido que comprende un extremo lip6filo, un extremo amino y un péptido interpuesto entre los mismos. Existen
tres caracteristicas estructurales caracteristicas de la paenipeptina lipopeptidica lineal: una cadena en el extremo N
hidréfoba, residuos cargados positivamente y aminoacidos hidréfobos. Como resultado, pueden desarrollarse
facilmente anéalogos seleccionando la longitud del extremo lipéfilo o la estructura del extremo lip6filo; modulando el
carécter catiénico de los lipopéptidos; sustituyendo los aminoacidos, o cualquier combinacién de los mismos.

Los lipopéptidos divulgados en el presente documento son similares en composicién a una mezcla natural de
lipopéptidos lineales y ciclicos producidos por Paenibacillus sp. OSY-N. [Huang, E. et al. New Paenibacillus strain
produces a family of linear and cyclic antimicrobial lipopeptides: cyclization is not essential for their antimicrobial activity.
FEMS Microbiology Letters 2017, 364] Particularmente, el uso de "lineal" en el contexto de los lipopéptidos divulgados
en el presente documento significa que los lipopéptidos carecen de la ciclacidén de macrolactona de los lipopéptidos
ciclicos naturales pero conservan la actividad antimicrobiana de la familia de la paenipeptina. El desarrollo de
antibiéticos de lipopéptidos lineales es econdmicamente beneficioso porque simplifica significativamente el proceso
sintético y, por lo tanto, reduce el coste de fabricacion de esta familia de lipopéptidos. Lo que es mas importante, esto
nos permite el acceso a una gran cantidad de anélogos de paenipeptina lineales usando la sintesis de péptidos en
fase sélida estandar.

El lipopéptido lineal puede comprender la férmula R-X'-X2-X3-X4-X5-X8-X7-X8-X°-NR?R?3, donde R' es un extremo
lipofilo, NR?R3 es un extremo amino; y X'-X2-X3-X4-X5-X8-X7-X8-X® es un péptido de nueve aminoacidos interpuesto
entre los mismos. En algunas realizaciones, el péptido comprende Dab-lle-Dab-dPhe-Leu-Dab-dVal-Leu-Ser (SEQ ID
NO: 1) o un derivado del mismo. Los derivados de SEQ ID NO: 1 pueden comprender al menos un aminogcido
sustituido. En realizaciones particulares, el derivado puede comprender una sustitucién aminoacidica (es decir, 88 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1), dos sustituciones aminoacidicas seleccionadas independientemente
((es decir, 77 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1), o tres sustituciones de aminoacidos seleccionadas
independientemente (es decir, 66 % de identidad de secuencia con la

SEQ ID NO: 1). En realizaciones particulares, el aminoacido sustituido se selecciona de aminoacidos lip6filos y/o
aminoacidos cationicos.

El aminoéacido sustituido puede ser un aminoéacido proteinogénico o un aminoacido no proteinogénico. Los
"aminoécidos proteinogénicos" incluyen cualquiera de los isémeros L de los aminoacidos lipéfilos [es decir, alanina
(Ala), isoleucina (lle), leucina (Leu), metionina (Met), fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) o valina (Val)],
aminoécidos catidnicos [es decir, arginina (Arg), histidina (His) o lisina (Lys)], aminoacidos polares no cargados [es
decir, serina (Ser), treonina (Thr), asparagina (Asn) o glutamina (GlIn)], aminoacidos aniénicos [es decir, &cido aspartico
(Asp) o &cido glutdmico (Glu)], cisteina (Cys), glicina (Gly), prolina (Pro), selenocisteina (Sec) o pirrolisina (Pyl).

Los "aminoacidos no proteinogénicos" incluyen cualquiera de los isémeros D de un aminoacido proteinogénico, un
analogo no natural de un aminoacido proteinogénico, un aminoéacido funcionalizado o un aminoacido que tiene una
cadena lateral alargada. Los "analogos no naturales de aminoacidos proteinogénicos” incluyen isbmeros L y D de
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aminoécidos proteinogénicos sustituidos, B-aminoacidos que tienen cadenas laterales de aminoacidos
proteinogénicos o cualquier combinacidén de los mismos. Los aminoéacidos proteinogénicos sustituidos pueden tener
uno o mas sustituyentes seleccionados de alquilo, arilo, acilo, azido, ciano, halo, hidrazina, hidrazida, hidroxilo,
alquenilo, alquinilo, éter, tiol, sulfonilo, seleno, éster, tioacido, borato, boronato, fosfo, fosfono, fosfina, heterociclico,
enona, imina, aldehido, hidroxilamina, ceto, amino o cualquier combinacién de los mismos. Un "aminoacido
funcionalizado" incluye un aminoacido con un reticulador fotoactivable; un aminoacido marcado con espin; un
aminoécido fluorescente; un aminoécido con un grupo funcional novedoso; un aminoacido que interactla covalente o
no covalentemente con otra molécula; un aminoacido de unién a metales; un aminoacido que contiene metal; un
aminodacido radiactivo, un aminoacido fotoactivado y/o fotoisomerizable; un aminoéacido que contiene biotina o anélogo
de biotina; un aminoécido glucosilado o modificado con hidratos de carbono; un aminoéacido que contiene ceto;
aminoécidos que comprenden polietilenglicol o poliéter; un aminoécido sustituido con un atomo pesado; un aminoéacido
quimicamente escindible o fotoescindible; un aminoacido con una cadena lateral alargada; un aminoacido que contiene
un grupo téxico; un aminoacido sustituido con azlcar, por ejemplo, una serina sustituida con azlcar o similares; un
aminoécido que contiene azlcar ligado al carbono; un aminoacido rédox activo; un acido que contiene a-hidroxi; un
aminoacido que contiene acido amino tio; un aminoéacido a,a disustituido; un B-aminoacido; y un aminoacido ciclico
distinto de prolina. Los ejemplos de aminoéacidos no proteinogénicos incluyen acido 2,4-diaminobutirico (Dab), acido
2,3-diaminopropiénico (Dap), ornitina (Om), 4-fenil-fenilalanina (Phephe) u octilglicina (Octgly).

Los derivados de SEQ ID NO: 1 incluyen, pero sin limitacidn, cualquiera de las secuencias de SEQ ID NO: 2 a SEQ
ID NO: 17 (Tabla 1). También pueden prepararse derivados de las secuencias de SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 17,
que comprenden al menos un aminoacido sustituido como se ha descrito anteriormente. En realizaciones particulares,
el derivado puede comprender una sustitucion de aminoacido, dos sustituciones aminoacidicas seleccionadas
independientemente o tres sustituciones aminoacidicas seleccionadas independientemente.

En determinadas realizaciones de la invencion, X' a X° pueden seleccionarse independientemente de varios
aminoacidos diferentes. X' puede seleccionarse independientemente de Dab, Orn, Dap, Lys o Arg. X2 puede
seleccionarse independientemente de lle, Val, Phe, Dap o Phephe. X3 puede seleccionarse independientemente de
Dab, Orn, Dap, Lys, Arg o Thr. X* puede seleccionarse independientemente de dlLeu, dPhe o Phephe. X5 puede
seleccionarse independientemente de Leu, Phe o Phephe. X8 puede seleccionarse independientemente de Dab, Dap,
Orn, Lys o Arg. X7 puede seleccionarse independientemente de dVal, dLeu, dPhe o Phephe. X® puede seleccionarse
de Leu, Phe, Phephe, Octgly. X° puede seleccionarse independientemente de Ser o Dab. Los péptidos pueden
comprender cualquier combinacién de los mismos.

El extremo lip6filo puede ser un resto alcanoilo hidréfobo, ramificado o no ramificado, sustituido o sin sustituir, que se
extiende desde un extremo del péptido. El extremo lipéfilo puede extenderse desde el extremo N del péptido. En
algunas realizaciones, el extremo lip6filo es un alcanoilo lineal, ramificado o ciclico que se extiende desde el extremo
N a través de un enlace imida. El extremo lipdfilo puede ser un resto que tiene al menos 2 dtomos de carbono. En
algunas realizaciones, el extremo lipéfilo tiene de 2 a aproximadamente 20 (es decir, un alcanoilo Cx-Cyg), de
aproximadamente 2 a aproximadamente 14 (es decir, un alcanoilo C>-C14), de aproximadamente 6 a aproximadamente
14 (es decir, un alcanoilo Ce-C14), 0 de aproximadamente 6 a aproximadamente 10 atomos de carbono (es decir, un
alcanoilo Cs-C1p).

El alcanoilo puede comprender un resto alquilo, un resto alquenilo, un resto alquinilo, un resto cicloalquilo, un resto
cicloalquenilo, un resto fenilo, un resto bifenilo, un resto amino, un resto alcoxi, un resto halo o cualquier combinacién
de los mismos. En determinadas realizaciones, el alcanoilo tiene una férmula general R-C(=0)-, donde R es un alquilo,
alquenilo, cicloalquilo, fenilalquilo, bifenilalquilo, alquilamina, cicloalquilamina, fenilalquilamina, bifenilalquilamina,
alcoxi, cicloalcoxi, fenilalcoxi o bifenilalcoxi. En determinadas realizaciones especificas, el alcanoilo tiene una formula
general R-CH(NH2)-C(=O)- y R es un resto alquilo, alquenilo, cicloalquilo, fenilalquilo o bifenilalquilo. Los ejemplos de
extremos lipéfilos incluyen, sin limitacién, etanoilo, butanoilo, hexanoilo, heptanoilo, octanoilo, decanoilo, benzoilo,
benciloxicarbonilo, 3-ciclohexilanlanilo, biofenil-4-carboxilo, 4-fenil-fenilalanilo o 4-bromo-fenilalanilo.

El extremo amino puede ser cualquier resto amino que se extienda desde un extremo del péptido. En algunas
realizaciones, el extremo amino se extiende desde el extremo C del péptido. El extremo amino puede ser una amina
primaria, secundaria o terciaria de férmula general -NRR', en donde R y R' se seleccionan independientemente de
hidrégeno o restos alquilo C1-Ce.

Los lipopéptidos pueden prepararse en forma de una sal. En algunas realizaciones, el lipopéptido puede prepararse
en forma de una sal farmacéuticamente aceptable.

Existen tres caracteristicas estructurales en la paenipeptina lipopeptidica catiénica: la cadena de acilo graso del
extremo N hidréfoba, los residuos cargados positivamente y los aminoéacidos hidréfobos. En la Tabla 1 se proporcionan
realizaciones de ejemplo de los lipopéptidos. Las variaciones de estructura en estos analogos incluyen, por ejemplo,
(i) variacién de la longitud de la cadena de acilo graso del extremo N (por ejemplo, grupos hexanoilo, heptanoilo,
octanoilo y decanoilo en los anélogos 1, 3, 8 y 12, respectivamente); (ii) reemplazo de la cadena de acilo graso con
grupos acilo hidréfobos (por ejemplo, grupos benzoilo, benciloxicarbonilo y 3-ciclohexilalanilo en los anélogos 14, 15
y 16, respectivamente); (iii) modificaciéon de los residuos cargados positivamente (por ejemplo, analogos 9, 10, 11y
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13); y (iv) cambio de los aminoacidos hidréfobos en la paenipeptina (por ejemplo, analogos 2, 4, 5,6, 7y 17).
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Productos antimicrobianos

Las composiciones divulgadas en el presente documento amplian el espectro antimicrobiano y mejoran la actividad
antibiética de los agentes antimicrobianos, tales como la claritromicina y la rifampicina. Como resultado, los
lipopéptidos por si mismos o junto con otros antibiéticos pueden ser una opcién terapéutica alternativa para tratar
infecciones causadas por bacterias gramnegativas resistentes a los antibiéticos, incluidos los patégenos resistentes a
carbapenem.

A través de los estudios de la relacién de estructura-actividad descritos en el presente documento, se identifican
lipopéptidos potentes capaces de inhibir la proliferacién de microbios o destruirlos, incluidos los analogos 7, 12y 17.
El analogo 17 mostré una potente actividad contra biopeliculas de S. aureus resistentes a meticilina comparable a la
observada con daptomicina y ceftarolina. Este nuevo analogo también exhibié una fuerte eficacia contra biopeliculas
de P. aeruginosa establecidas. Por lo tanto, el analogo 17 es un candidato prometedor a antibidtico de amplio espectro
para atacar a patbgenos farmacorresistentes tanto en condiciones plancténicas como asociadas a biopeliculas. El
analogo 9 no fue hemolitico y mantuvo una potente actividad antimicrobiana especifica de P. aeruginosa. Esto
demuestra que los lipopéptidos divulgados en el presente documento pueden usarse como productos antimicrobianos
de amplio espectro o productos antimicrobianos de espectro limitado capaces de reducir la presién antibiética sobre
las bacterias comensales.

Muchos antibiéticos hidréfobos potentes de gran tamafio, incluyendo rifampicina, claritromicina y eritromicina, no son
activos contra los patégenos gramnegativos debido a la barrera de permeabilidad de la membrana externa. EI LPS en
la membrana externa de las bacterias gramnegativas es la principal barrera de permeabilidad que excluye dichos
farmacos. Considerando la urgente necesidad de ftratar infecciones causadas por patdégenos gramnegativos
multirresistentes, los permeabilizadores de la membrana externa, que promueven la entrada de los antibiéticos
existentes, proporcionan un enfoque alternativo para combatir la resistencia a los antibiéticos.

Entre los lipopéptidos de paenipeptina divulgados en el presente documento, se ensayaron 10 compuestos, que
mostraron poca actividad hemolitica y carecian de actividad contra A. baumannii y K. pneumoniae, junto con
rifampicina contra estos dos patégenos. Cuando se ensayaron a razén de 4 ug/ml, seis analogos de paenipeptina (1,
3, 9, 14, 15 y 16) redujeron la CIM de rifampicina contra A. baumannii y K. pneumoniae de 16 ug/ml (19,42 uyM) a
niveles nanomolares y subnanomolares (factor de sensibilizacién: 2.048-8.192). También se observé un nivel similar
de sinergia entre los anélogos 9 y 16 y el inhibidor de la sintesis de proteinas claritromicina. Por lo tanto, las
paenipeptinas pueden potenciar diferentes clases de antibidticos que tienen diferentes modos de accion.

Pueden prepararse composiciones y productos antimicrobianos a partir de los lipopéptidos descritos anteriormente.
Como se ilustrara mas completamente a continuacién, los lipopéptidos tienen actividad antimicrobiana, actividad
antibiopelicula y sensibilizan los microbios a otras composiciones antimicrobianas. Esto permite el desarrollo de varios
productos antimicrobianos diferentes, incluyendo composiciones farmacéuticas o formulaciones para su aplicacién en
superficies susceptibles a la formacién de biopeliculas. Las composiciones pueden comprender los lipopéptidos como
Unico agente antimicrobiano o los lipopéptidos ademas de otro agente antimicrobiano. También pueden prepararse
composiciones farmacéuticas donde el péptido lineal puede ser el Unico principio farmacéutico activo (API, por sus
siglas en inglés) o usarse junto con uno o méas API adicionales. Para formulaciones para su aplicacién en superficies
susceptibles a la formacidén de biopeliculas, el péptido lineal puede ser la composicién solitaria que tiene actividad
antimicrobiana y/o antibiopelicula o usarse junto con una o mas composiciones adicionales que tienen actividad
antimicrobiana y/o antibiopelicula.

Un lipopéptido que tiene actividad antimicrobiana significa que el lipopéptido es capaz de inhibir la proliferacién de un
microbio y/o capaz de destruir un microbio. Convenientemente, el lipopéptido tiene una concentracién inhibitoria
minima inferior o igual a 8,0 pg/ml contra un microbio en un medio de cultivo y/o una concentracién bactericida minima
inferior o igual a 16,0 pug/ml contra un microbio en un medio de cultivo. La "concentracién inhibitoria minima" (o "CIM")
significa la concentracion méas baja de lipopéptido que da como resultado un crecimiento no visible de células
microbianas después de la incubacién. La "concentracién bactericida minima" (o "CBM") significa la concentracion
méas baja de lipopéptido que conduce al menos a una reduccién del 99,9 % en el niUmero de células bacterianas viables
en relacién con el indculo inicial. Convenientemente, los lipopéptidos pueden poseer una o ambas de estas
propiedades y considerarse que poseen actividad antimicrobiana. Se divulgan lipopéptidos que tienen una actividad
antimicrobiana superior. Convenientemente, los lipopéptidos pueden tener una CIM inferior o igual a 6,0 pg/ml,
4,0 yg/ml, 2,0 pg/ml o 1,0 pg/ml y/o una CBM inferior o igual a 14,0 pg/ml, 12,0 ug/ml, 10,0 pg/ml, 8,0 ug/ml, 6,0 pg/ml,
4,0 yg/ml, 2,0 yg/ml o 1,0 yg/ml. El medio de cultivo puede ser cualquier sélido, liquido o semisélido adecuado
disefiado para soportar el crecimiento del microbio, incluyendo, sin limitacién, caldo de soja triptica ("TBS") o un fluido
corporal tal como suero.

El microbio puede ser cualquiera de varios microorganismos diferentes, tales como bacterias, arqueas y levaduras.
Las bacterias pueden ser bacterias gramnegativas, por ejemplo, bacterias del género Acinetobacter, Bartonella,
Bordetella, Borrelia, Brucella, Campylobacter, Enterobacter, Escherichia, Franisella, Haemophilus, Helicobacter,
Klebsiella, Legionella, Leptospira, Moraxella, Neisseria, Proteus, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Serratia,
Shigella, Treponema, Vibrio o Yersinia, Las bacterias grampositivas, por ejemplo, bacterias del género Bacillus,
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Clostridium, Corynebacterium, Listeria, Staphylococcus o Streptococcus, o bacterias que no son ni gramnegativas ni
grampositivas, por ejemplo, bacterias del género Chlamydia, Chlamydophila, Mycobacterium o Mycoplasma.

El microbio puede ser un microbio farmacorresistente. Como se usa en el presente documento, "farmacorresistente”
significa que la CIM de un agente antimicrobiano es superior a 32,0 ug/ml en un medio de cultivo. Convenientemente,
el microbio es un microbio resistente a carbapenem o un microbio resistente a polimixina.

En algunas realizaciones, el lipopéptido no es hemolitico ni citotéxico. Como se usa en el presente documento, un
lipopéptido es "no hemolitico" si el porcentaje de hemdlisis es inferior o igual al 50,0 % a una concentracién de
lipopéptido de 128 pg/ml. Convenientemente, el porcentaje de hemdlisis es inferior o igual al 45,0 %, 40,0 %, 35,0 %,
30,0 %, 25,0 %, 20,0 %, 15,0 %, 10,0 % o el 5,0 % a una concentracién de lipopéptido de 128 pg/ml. Como se usa en
el presente documento, un lipopéptido es "no citotéxico" si el porcentaje de viabilidad frente a la linea celular de rifién
humano HEK 293 es superior o igual al 50,0 % a una concentracién de lipopéptido de 105 pug/ml. Convenientemente,
el porcentaje de viabilidad puede ser superior o igual al 55,0 %, 60,0 % o el 65,0 % a una concentracién de lipopéptido
de 105 pg/ml.

Los lipopéptidos pueden usarse junto con una serie de agentes antimicrobianos diferentes, sensibilizando los
microbios al agente antimicrobiano. Como se usa en el presente documento, "factor de sensibilizacién" significa la
relaciéon entre la CIM del agente antimicrobiano en ausencia del lipopéptido con respecto a la CIM del agente
antimicrobiano en presencia de 4 yg/ml del lipopéptido frente a un microbio. El factor de sensibilizacién es superior o
igual a 128 (es decir, 27) para el agente antimicrobiano contra el microbio. Convenientemente, el factor de
sensibilizacién es superior o igual a 256 (es decir, 28), 512 (es decir, 2°), 1024 (es decir, 2'°), 2048 (es decir, 2'"), 4096
(es decir, 2'?) u 8192 (es decir, 2'%) para el agente antimicrobiano contra el microbio. Como resultado de la
sensibilizacién proporcionada por el lipopéptido, el agente antimicrobiano puede ser eficaz para reducir la cantidad de
agente antimicrobiano necesaria para inhibir la proliferacién del microbio de méas de 10 pg/ml a menos de 1 pug/ml,
0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml o 0,001 pg/ml. En algunos casos, esto permite que los agentes antimicrobianos sean eficaces
contra microbios farmacorresistentes, tales como microbios resistentes a carbapenem o polimixina.

Los agentes antimicrobianos usados junto con los lipopéptidos pueden ser un antibiético que inhibe las vias celulares
y/o la estructura o funcién de una membrana celular, por ejemplo, una membrana citoplasmética. Por ejemplo, el
agente antimicrobiano puede inhibir la sintesis de proteinas, la sintesis de ARN, la sintesis de ADN, el metabolismo o
la sintesis de la pared celular. Los ejemplos de agentes antimicrobianos capaces de realizar dichas funciones incluyen,
pero sin limitacién, aminoglucésidos, tetraciclinas, macrélidos, oxazolidinonas, estreptograminas, licosamidas,
rifampinas, quinolonas, novobiocina, trimetoprim, sulfametoxazol, B-lactamas, glucopéptidos, tunicamicinas,
bacitracinas, polimixinas o nisina.

Un lipopéptido que tiene actividad antibiopelicula significa que el lipopéptido es capaz de inhibir la proliferacién de un
microbio y/o capaz de destruir un microbio sobre una superficie. Convenientemente, las composiciones divulgadas en
el presente documento comprenden una cantidad eficaz de lipopéptido para una actividad antibiopelicula de al menos
una reduccién de 2,0 log en microbios viables o unidades formadoras de colonias sobre una superficie en comparacion
con la superficie no tratada. Convenientemente, el lipopéptido puede tener una cantidad eficaz para una reduccién de
2,5,3,0, 3,5, 4,0, 4,50 5,0 log en microbios viables sobre la superficie.

Los lipopéptidos que tienen una o mas de las propiedades descritas en el presente documento pueden formularse en
productos antimicrobianos, incluyendo composiciones farmacéuticas, productos antibiopelicula o vendajes.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse en forma de
composiciones farmacéuticas que incluyen: (a) una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos como
se divulga en el presente documento; y (b) uno o mas portadores, excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables. La cantidad farmacéuticamente eficaz puede ser del lipopéptido por si mismo o la combinacién del
lipopéptido y un agente antimicrobiano. La composicién farmacéutica puede incluir el compuesto en un intervalo de
aproximadamente 0,1 a 2000 mg (preferentemente, de aproximadamente 0,5 a 500 mg, y més preferentemente, de
aproximadamente 1 a 100 mg). La composicién farmacéutica puede administrarse para proporcionar el compuesto en
una dosis diaria de aproximadamente 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal (preferentemente, de aproximadamente 0,5 a
20 mg/kg de peso corporal, mas preferentemente, de aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal). En algunos
casos, después de administrar a un paciente la composicién farmacéutica (por ejemplo, después de aproximadamente
1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas posteriores a la administracién), la concentraciéon del compuesto en el sitio de accién es de
aproximadamente 2 a 10 uM.

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse en forma de una
composicion farmacéutica en una forma farmacéutica sélida, aunque se puede utilizar cualquier forma farmacéutica
farmacéuticamente aceptable. Las formas farmacéuticas sélidas de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, comprimidos,
capsulas, sobres, pastillas para chupar, polvos, pildoras o grénulos, y la forma farmacéutica sélida puede ser, por
ejemplo, una forma farmacéutica de fusién rapida, una forma farmacéutica de liberacién controlada, una forma
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farmacéutica liofilizada, una forma farmacéutica de liberaciéon retardada, una forma farmacéutica de liberacion
prolongada, una forma farmacéutica de liberacién pulsatil, una forma farmacéutica mixta de liberacién inmediata y de
liberacion controlada, o una combinacién de las mismas.

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse en forma de una
composicién farmacéutica que incluye un portador. Por ejemplo, el portador puede seleccionarse del grupo que
consiste en proteinas, hidratos de carbono, azlcar, talco, estearato de magnesio, celulosa, carbonato de calcio y pasta
de gelatina y almidén.

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse en forma de una
composicién farmacéutica que incluye uno o mas agentes aglutinantes, agentes de relleno, agentes lubricantes,
agentes de suspension, edulcorantes, agentes saporiferos, conservantes, tampones, agentes humectantes,
disgregantes y agentes efervescentes. Los agentes de relleno pueden incluir lactosa monohidrato, lactosa anhidra y
diversos almidones; los ejemplos de agentes aglutinantes son diversas celulosas y polivinilpirrolidona reticulada,
celulosa microcristalina, tales como Avicel® PH101 y Avicel® PH102, celulosa microcristalina y celulosa microcristalina
silicificada (ProSolv SMCC™). Los lubricantes adecuados, incluidos los agentes que actlian sobre la fluidez del polvo
a comprimir, pueden incluir diéxido de silicio coloidal, tal como Aerosil®200, talco, acido esteéarico, estearato de
magnesio, estearato de calcio y gel de silice. Los ejemplos de edulcorantes pueden incluir cualquier edulcorante
natural o artificial, tal como sacarosa, xilitol, sacarina sédica, ciclamato, aspartamo y acsulfamo. Los ejemplos de
agentes saporiferos son Magnasweet® (marca registrada de MAFCO), sabor a chicle y sabores de frutas, y similares.
Los ejemplos de conservantes pueden incluir sorbato de potasio, metilparabeno, propilparabeno, acido benzoico y sus
sales, otros ésteres de é&cido parahidroxibenzoico, tal como butilparabeno, alcoholes, tales como alcohol etilico o
bencilico, compuestos fendlicos, tal como fenol, o0 compuestos cuaternarios, tal como cloruro de benzalconio.

Los diluyentes adecuados pueden incluir cargas inertes farmacéuticamente aceptables, tales como celulosa
microcristalina, lactosa, fosfato de calcio dibésico, sacaridos y mezclas de cualquiera de los anteriores. Los ejemplos
de diluyentes incluyen celulosa microcristalina, tal como Avicel® PH101 y Avicel® PH102; lactosa tal como lactosa
monohidrato, lactosa anhidra y Pharmatose® DCL21; fosfato de calcio dibasico tal como Emcompress® manitol;
almidén; sorbitol, sacarosa; y glucosa.

Los disgregantes adecuados incluyen polivinilpirrolidona ligeramente reticulada, almidén de maiz, almidén de patata,
almidén de maiz criollo y almidones modificados, croscarmelosa sédica, crospovidona, glicolato de almidén sédico y
mezclas de los mismos.

Los ejemplos de agentes efervescentes son pares efervescentes tales como un é&cido organico y un carbonato o
bicarbonato. Los acidos organicos adecuados incluyen, por ejemplo, acido citrico, tartarico, malico, fumarico, adipico,
succinico y alginico y anhidridos y sales acidas. Los carbonatos y bicarbonatos adecuados incluyen, por ejemplo,
carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de potasio, bicarbonato de potasio, carbonato de magnesio,
carbonato de glicina sédica, carbonato de L-lisina y carbonato de arginina. Como alternativa, puede estar presente
Unicamente el componente de bicarbonato de sodio de la par efervescente.

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse en forma de una
composicién farmacéutica para suministro por cualquier via adecuada. Por ejemplo, la composicién farmacéutica
puede administrarse por via oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, tépica y pulmonar. Los ejemplos de
composiciones farmacéuticas para administracion oral incluyen cépsulas, jarabes, concentrados, polvos y granulos.

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden administrarse en formas
farmacéuticas convencionales preparadas combinando el principio activo con portadores o diluyentes farmacéuticos
estandar de acuerdo con procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica. Estos procedimientos pueden
implicar mezclar, granulary comprimir o disolver los ingredientes segun sea apropiado para la preparacién deseada.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos pueden adaptarse para la administracién por
cualquier via apropiada, por ejemplo, por la via oral (incluyendo bucal o sublingual), rectal, nasal, tépica (incluyendo
bucal, sublingual o transdérmica), vaginal o parenteral (incluyendo subcutadnea, intramuscular, intravenosa o
intradérmica). Dichas formulaciones pueden prepararse mediante cualquier método conocido en la técnica de
farmacia, por ejemplo, poniendo en asociacién el principio activo con el uno o més portadores o excipientes.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administraciéon oral pueden presentarse en forma de unidades
individuales, tales como capsulas o comprimidos; polvos o granulos; soluciones o suspensiones en liquidos acuosos
0 N0 acuosos; espumas o batidos comestibles; emulsiones liquidas de aceite en agua o emulsiones liquidas de agua
en aceite.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administraciéon transdérmica pueden presentarse en forma de

parches individuales destinados a permanecer en estrecho contacto con la epidermis del receptor durante un periodo
de tiempo prolongado. Por ejemplo, el principio activo puede suministrarse desde el parche mediante iontoforesis.
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Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion tépica pueden formularse en forma de unglentos,
cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, apositos impregnados, nebulizaciones, aerosoles
o aceites y pueden contener aditivos convencionales apropiados tales como conservantes, disolventes para facilitar la
penetracidn del farmaco y emolientes en unglentos y cremas.

Para aplicaciones en los 0jos u otros tejidos externos, por ejemplo, la boca y la piel, las composiciones farmacéuticas
se aplican preferentemente como ungliento o crema tdpica. Cuando se formula en un ungtento, el compuesto puede
emplearse con una base de unguento parafinico o miscible en agua. Como alternativa, el compuesto puede formularse
en una crema con una base de crema de aceite en agua o como una base de agua en aceite. Las composiciones
farmacéuticas adaptadas para la administracién tépica ocular incluyen colirios, donde el principio activo se disuelve o
suspende en un portador adecuado, especialmente un disolvente acuoso.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién tépica en la boca incluyen pastillas para chupar,
grageas y enjuagues bucales.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién rectal pueden presentarse en forma de
supositorios o0 enemas.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién nasal donde el portador es un sdélido incluyen un
polvo grueso que tiene un tamafio de particula (por ejemplo, en el intervalo de 20 a 500 micrémetros) que se administra
de la manera en que se administra rapé (es decir, por inhalacién rapida a través del conducto nasal desde un recipiente
del polvo mantenido cerca de la nariz). Las formulaciones adecuadas donde el portador es un liquido, para la
administracién en forma de aerosol nasal o en forma de gotas nasales, incluyen soluciones acuosas u oleosas del
principio activo.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién por inhalacién incluyen polvos o nieblas de particulas
finas que pueden generarse por medio de diversos tipos de aerosoles, nebulizadores o insufladores presurizados de
dosis medida.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién vaginal pueden presentarse como pesarios,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en aerosol.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién parenteral incluyen soluciones acuosas y no
acuosas estériles, para inyeccion, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hagan
que la formulacién sea isotdnica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones acuosas y no acuosas estériles
que pueden incluir agentes de suspensién y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en
recipientes de dosis unitaria o dosis multiples, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en un
estado criodesecado (liofilizado) que requiera sélo la adicién del portador liquido estéril, por ejemplo, agua para
inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones inyectables extemporaneas pueden
prepararse a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles.

Los comprimidos y capsulas para administraciéon oral pueden encontrarse en una forma de presentacién de dosis
unitaria y pueden contener excipientes convencionales, tales como agentes aglutinantes, por ejemplo, jarabe, goma
arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo, lactosa, azulcar, almidén de maiz
criollo, fosfato de calcio, sorbitol o glicina; lubricantes para la formacién de comprimidos, por ejemplo, estearato de
magnesio, talco, polietilenglicol o silice; disgregantes, por ejemplo, almidén de patata; o agentes humectantes
aceptables, tales como lauril sulfato de sodio. Los comprimidos pueden recubrirse de acuerdo con métodos bien
conocidos en la practica farmacéutica normal. Las preparaciones liquidas orales pueden ser en forma de, por ejemplo,
suspensiones acuosas U oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires, o pueden presentarse en forma de un
producto seco para su reconstitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones
liqguidas pueden contener aditivos convencionales, tales como agentes de suspensién, por ejemplo, sorbitol,
metilcelulosa, jarabe de glucosa, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio o
grasas comestibles hidrogenadas, agentes emulsionantes, por ejemplo, lecitina, monooleato de sorbitano o goma
arabiga; vehiculos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendra, ésteres
oleosos, tales como glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de metilo
o propilo o 4cido sérbico y, si se desea, agentes saporiferos o colorantes convencionales.

Los compuestos empleados en las composiciones y métodos divulgados en el presente documento pueden
administrarse como composiciones farmacéuticas y, por lo tanto, las composiciones farmacéuticas que incorporan los
compuestos se consideran realizaciones de las composiciones divulgadas en el presente documento. Dichas
composiciones pueden adoptar cualquier forma fisica que sea farmacéuticamente aceptable; de manera ilustrativa,
pueden ser composiciones farmacéuticas administradas por via oral. Dichas composiciones farmacéuticas contienen
una cantidad eficaz de un compuesto divulgado, cuya cantidad eficaz esté4 relacionada con la dosis diaria del
compuesto a administrar. Cada unidad de dosificacién puede contener la dosis diaria de un compuesto determinado
o cada unidad de dosificacién puede contener una fraccién de la dosis diaria, tal como la mitad o un tercio de la dosis.
La cantidad de cada compuesto que debe estar contenida en cada unidad de dosificacién puede depender, en parte,
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de la identidad del compuesto particular elegido para la terapia y otros factores, tal como la indicacién para la que se
administra. Las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden formularse de modo que
proporcionen una liberacién répida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracién al paciente
empleando procedimientos bien conocidos.

Los compuestos para su uso de acuerdo con los métodos divulgados en el presente documento pueden administrarse
como un compuesto Unico o una combinacién de compuestos. Por ejemplo, un compuesto que trata la actividad del
cancer puede administrarse como un compuesto Unico o junto con otro compuesto que trata el cdncer o que tiene una
actividad farmacolégica diferente.

Como se ha indicado anteriormente, se contemplan sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos y también
pueden usarse en los métodos divulgados. Como se usa en el presente documento, la expresién "sal
farmacéuticamente aceptable" se refiere a sales de los compuestos que son sustancialmente no téxicas para los
organismos vivos. Las sales farmacéuticamente aceptables tipicas incluyen aquellas sales preparadas por reaccién
de los compuestos como se divulga en el presente documento con un &cido mineral u orgéanico farmacéuticamente
aceptable o una base orgénica o inorgénica. Dichas sales se conocen como sales de adicién de acido y sales de
adicién de base. El lector experto apreciara que la mayoria o la totalidad de los compuestos, como se divulga en el
presente documento, son capaces de formar sales y que las formas de sal de los productos farmacéuticos se usan
comunmente, a menudo porque se cristalizan y purifican mas facilmente que los acidos o bases libres.

Los acidos comunmente empleados para formar sales de adicién de acido pueden incluir acidos inorgénicos tales
como &cido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido sulfdrico, acido fosférico y similares, y acidos
organicos tales como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenilsulfénico,
acido carbénico, acido succinico, acido citrico, acido benzoico, acido acético y similares. Los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables adecuadas pueden incluir sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito, bisulfato, fosfato,
monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato,
caprilato, acrilato, formiato, clorhidrato, diclorhidrato, isobutirato, caproato, heptanoato, propiolato, oxalato, malonato,
succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butin-1,4-dioato, hexina-1,6-dicato, benzoato, clorobenzoato,
metilbenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato, fenilbutirato,
citrato, lactato, alfa-hidroxibutirato, glicolato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-sulfonato,
naftaleno-2-sulfonato, mandelato y similares.

Las sales de adicién de base incluyen aquellas procedentes de bases inorgénicas, tales como hidréxidos, carbonatos,
bicarbonatos de amonio o de metales alcalinos o alcalinotérreos, y similares. Las bases Utiles para preparar dichas
sales incluyen hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de amonio, carbonato de potasio, carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, bicarbonato de potasio, hidréxido de calcio, carbonato de calcio y similares.

El contraién particular que forma parte de cualquier sal de un compuesto divulgado en el presente documento puede
no ser critico para la actividad del compuesto, siempre que la sal en su conjunto sea farmacolégicamente aceptable y
siempre que el contraiébn no aporte cualidades no deseadas a la sal en su conjunto. Las cualidades no deseadas
pueden incluir solubilidad o toxicidad no deseadas.

También se pueden emplear ésteres y amidas farmacéuticamente aceptables de los compuestos en las composiciones
y métodos divulgados en el presente documento. Los ejemplos de ésteres adecuados incluyen ésteres de alquilo, arilo
y aralquilo, tales como ésteres metilicos, ésteres etilicos, ésteres propilicos, ésteres dodecilicos, ésteres bencilicos y
similares. Los ejemplos de amidas adecuadas incluyen amidas no sustituidas, amidas monosustituidas y amidas
disustituidas, tales como metilamida, dimetilamida, metiletilamida y similares.

Ademas, los métodos divulgados en el presente documento se pueden poner en préactica usando formas de solvato
de los compuestos o sales, ésteres y/o amidas, de los mismos. Las formas de solvato pueden incluir solvatos de
etanol, hidratos y similares.

Productos antibiopelicula

Los compuestos utilizados en los métodos divulgados en el presente documento pueden formularse como
composiciones antibiopelicula que incluyen una cantidad eficaz de uno o mas compuestos como los divulgados en el
presente documento formulados para su aplicacién a una superficie para tratar o prevenir una biopelicula microbiana
sobre una superficie formulada para su aplicacién a una superficie. La cantidad eficaz puede ser del lipopéptido por si
mismo o la combinacién del lipopéptido y un agente antimicrobiano. La superficie puede ser cualquier superficie donde
sea deseable prevenir o tratar biopeliculas, incluyendo, pero sin limitacién, dispositivos médicos, instrumentos
médicos, implantes médicos, vendajes, heridas o piel. El producto antibiopelicula puede formularse de cualquier
manera adecuada para su aplicacion a una superficie. Los ejemplos de formulaciones incluyen, sin limitacién,
nebulizaciones, ungientos, geles, espumas, pastas, hidrogeles o hidrocoloides.

En una realizacién particular, el producto antibiopelicula es un vendaje que comprende un apésito y una cantidad
eficaz de uno o mas compuestos como se divulga en el presente documento para tratar o prevenir una infeccién
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microbiana o un biopelicula microbiana en una herida. Los compuestos pueden formularse en cualquiera de las
formulaciones descritas anteriormente, por ejemplo, nebulizaciones, ungientos, geles, espumas, pastas, hidrogeles o
hidrocoloides, y aplicarse a la superficie del apésito o impregnarse en el apésito. El apésito puede ser cualquier apésito
adecuado para su aplicaciéon en una herida, incluyendo, sin limitacién, tejidos naturales y sintéticos, tales como una
gasa, esponjas, alginatos, colagenos, peliculas, laminas de gel, rellenos para heridas, hidrogeles o hidrocoloides, o
combinaciones de los mismos.

Métodos de uso de los lipopéptidos

Los lipopéptidos y composiciones de la presente invencién pueden usarse de diversas maneras, incluyendo para la
inhibicién de la proliferacién o la destruccién de un microbio, la prevencién de la formacién de una biopelicula sobre
una superficie o la inhibicién de la proliferacién o la destruccién de un microbio en la biopelicula, la prevencion de la
formacién de una biopelicula sobre una herida o piel, o la inhibicién de la proliferacién o la destruccién de un microbio
en la biopelicula, o la prevencién de una infeccién microbiana o el tratamiento de la infecciéon microbiana en un sujeto.

Métodos de tratamiento

Un uso de las composiciones descritas en el presente documento es para la prevencion de una infeccién microbiana
o el tratamiento de la infeccién microbiana en un sujeto o en una herida o la piel. Como se usan en el presente
documento, los términos "que trata/n" o "tratar" significan cada uno aliviar los sintomas, eliminar la causa de los
sintomas resultantes, ya sea de forma temporal o permanente, y/o prevenir o retardar la aparicién o revertir la
progresion o gravedad de los sintomas resultantes de la enfermedad o trastorno nombrados. Como tal, los métodos
divulgados en el presente documento abarcan tanto la administracion terapéutica como la profilactica.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad o dosis del compuesto,
tras la administracién de una dosis Unica o multiple al sujeto, que proporciona el efecto deseado en el sujeto bajo
diagndstico o tratamiento. Los métodos divulgados pueden incluir la administracién de una cantidad eficaz de los
compuestos divulgados (por ejemplo, como estan presentes en una composicién farmacéutica) para tratar una
infeccién microbiana de cualquiera de los microbios descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, un "sujeto" puede ser intercambiable con "paciente" o "individuo" y significa
un animal, que puede ser un animal humano o no humano, que necesita tratamiento. Un "sujeto que necesita
tratamiento" puede incluir un sujeto que tiene una enfermedad, trastorno o afeccién que responde a la terapia con los
lipopéptidos o compuestos antimicrobianos divulgados en el presente documento. Por ejemplo, un "sujeto que necesita
tratamiento" puede incluir un sujeto que tiene una enfermedad o afeccién microbiana. Convenientemente, la
enfermedad o afeccién microbiana puede ser una infeccién bacteriana gramnegativa o una infeccién bacteriana
grampositiva, incluyendo infecciones bacterianas farmacorresistentes de bacterias gramnegativas o grampositivas.
Las infecciones bacterianas grampositivas de ejemplo incluyen, sin limitacién, infecciones por E. coli, A. baumannii, E.
cloacae, K. pneumoniae o P. aeruginosa. Las infecciones bacterianas gramnegativas de ejemplo incluyen, sin
limitacién, infecciones por E. faecium y S. aureus. Las infecciones bacterianas farmacorresistentes de ejemplo
incluyen, sin limitacién, bacterias resistentes a carbapenem, bacterias resistentes a meticilina o infecciones
bacterianas resistentes a polimixina.

Una cantidad eficaz se puede determinar facilmente por el médico tratante, como experto en la técnica, mediante el
uso de técnicas conocidas y observando los resultados obtenidos en circunstancias analogas. Al determinar la
cantidad o dosis eficaz del compuesto administrado, el médico tratante puede tener en cuenta una serie de factores,
tales como: la especie del sujeto; su tamafio, edad y salud general; el grado de afectacién o la gravedad de la
enfermedad o trastorno implicado; la respuesta del sujeto individual; el compuesto administrado particular; el modo de
administracién; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacién administrada; la pauta posoldgica
seleccionada; el uso de medicacidn simultdnea; y otras circunstancias relevantes.

Una dosis diaria tipica puede contener de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg (tal como de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg y/o de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
25 mg/kg) de cada compuesto usado en el presente método de tratamiento.

Las composiciones se pueden formular en una forma farmacéutica unitaria, conteniendo cada dosificacién de
aproximadamente 1 a aproximadamente 500 mg de cada compuesto individualmente o en una Unica forma
farmacéutica unitaria, tal como de aproximadamente 5 a aproximadamente 300 mg, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 mg, y/o aproximadamente 25 mg. La expresidn "forma farmacéutica unitaria" se refiere a una
unidad fisicamente discreta adecuada como dosificaciones unitarias para un paciente, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con
un portador, diluyente o excipiente farmacéutico adecuado.

Métodos para inhibir la proliferacién o la destruccién de un microbio

Un uso de las composiciones descritas en el presente documento es para la inhibicidén de la proliferacién o la
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destruccién de un microbio. Como se usa en el presente documento, la expresidén "inhibir la proliferacién de un
microbio" significa retardar el crecimiento de células microbianas después de la incubacién con las composiciones
descritas en el presente documento. Convenientemente, el retraso del crecimiento de células microbianas después de
la incubacién puede ser que no haya un crecimiento visible de las células microbianas después de la incubacién. Como
se usa en el presente documento, la expresién "destruir el microbio" significa que hay una reduccidén en el nimero de
células microbianas viables en relacién con el nimero inicial de células microbianas viables o in6culo. Como se usa
en el presente documento, la expresién "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad o dosis del compuesto, que
proporciona el efecto deseado. La cantidad efectiva puede ser la CIM de la composiciéon para inhibir la proliferacion
de los microbios o la CBM de la composicidn para destruir el microbio.

En un aspecto alternativo de la invencién, los lipopéptidos pueden usarse para prevenir la formacién de una biopelicula
sobre una superficie o para inhibir la proliferacién o la destruccién de un microbio en la biopelicula. El método
comprende poner en contacto una superficie o una biopelicula dispuesta sobre la misma con una cantidad efectiva de
composiciones descritas en el presente documento. El lipopéptido puede aplicarse como cualquier formulacién
adecuada para su aplicacién a una superficie. Convenientemente, la superficie es una herida o la piel. Las
composiciones pueden aplicarse a una herida o la piel mediante aplicacién directa sobre la herida o indirectamente a
través de un vendaje que comprende el lipopéptido sobre la superficie de la misma o impregnado en el interior.

Ejemplos
Sintesis y caracterizacion de analogos de paenipeptina.

Los analogos de paenipeptina se sintetizaron a través de un servicio comercial de péptidos personalizados (Genscript
Inc., Piscataway, NJ). La sintesis de péptidos en fase sélida se realizé usando quimica Fmoc en resina de amida de
Rink. La resina se hinché previamente en DMF durante 1 h antes de su uso. La reaccién de amidacién se logrd
mediante la adicién del aminoacido correspondiente, HOBT y DIC, seguido de agitacion a temperatura ambiente
durante 1 h. El grupo protector Fmoc se eliminé mediante el tratamiento de piperidina al 20 % (v/v) en DMF durante
1 h. Entre la desproteccidon y el acoplamiento, el recipiente de sintesis de péptidos en fase sélida se drend bajo presion
de N> y se lavé con DMF 5 veces. Se escindi6é una pequefia porcién de resina y se analizé por HPLC para confirmar
la conversién. Finalmente, la resina se traté con una mezcla de TFA/TIPS/H2O (18:1:1, viviv) y se agité suavemente
durante 2 h. La solucién de escisién se filtr6 y se concentré al vacio. Los péptidos en bruto se purificaron usando Cqs-
RP-HPLC a escala preparativa. Los lipopéptidos sintéticos se purificaron por HPLC hasta homogeneidad (295 % de
pureza) y se caracterizaron por espectrometria de masas de alto rendimiento. Los espectros de masas (MS) se
registraron usando el espectrometro de masas LC de tiempo de vuelo (TOF) Agilent 6210 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) en la Universidad de California en Riverside. Los espectros de 'H RMN de cada anéalogo de paenipeptina
se registraron en D,O en un espectrometro Agilent 400-MR DD2 (400 MHz) usando tetrametilsilano (TMS) como patrén
interno. Los desplazamientos quimicos se informaron como & (ppm) y las constantes de acoplamiento de espin-espin
como valores J (Hz). Los datos de pureza, HRMS y 'H RMN se presentaron en los materiales complementarios.

Método de HPLC para la determinacion de la pureza

Método A: El andlisis por HPLC se realizé usando una columna Alltima C18 (5 micrometros, 4,6 x 250 mm) en un
sistema HPLC de fase inversa (RP-HPLC) a un caudal de 1,0 ml/min. La separacién se logré mediante una elucién en
gradiente usando la fase mévil A: acido trifluoroacético al 0,065 % en agua al 100 % (v/v) y la fase mévil B: acido
trifluoroacético al 0,05 % en acetonitrilo al 100 % (v/v). La elucidén se detectd usando un monitor UV a una longitud de
onda de 220 nm. La pureza de los lipopéptidos objetivo se calculd de acuerdo con el érea del pico. Método B: El
analisis por HPLC se realizd usando una columna Thermo Scientific BetaSil C18 (3 micrémetros, 4,6 x 150 mm) en un
sistema de HPLC de fase inversa (RP-HPLC) a un caudal de 0,8 ml/min. La separacidn se logré mediante una elucién
en gradiente usando la fase mévil A: acido trifluoroacético al 0,1 % en agua al 100 % (v/v) y la fase mévil B: acido
trifluoroacético al 0,1 % en MeOH al 100 % (v/v). La elucidn se detectd usando un monitor UV a una longitud de onda
de 220 nm. La pureza de los lipopéptidos objetivo se calculé de acuerdo con el area del pico (Tabla 2).

Tabla 2: Pureza por HPLC de los anélogos 1-17

Método A Método B
Analogo Pureza por HPLC Tiempo de retencién Pureza por HPLC Tiempo de retencion
(%) (min) (%) (min)
1 96 16,4 97 57
2 96 18,1 96 57
3 96 17,4 96 7,9
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(continuacién)
Tabla 2: Pureza por HPLC de los anélogos 1-17

Método A Método B
Analogo Pureza por HPLC Tiempo de retencién Pureza por HPLC Tiempo de retencion
(%) (min) (%) (min)
4 97 20,5 97 6,3
5 97 21,4 99 11,5
6 96 19,6 96 9,5
7 96 21,0 96 10,9
8 98 18,4 96 4,9
9 97 18,2 95 4,7
10 95 18,0 96 2,1
11 96 19,6 99 5,6
12 99 18,2 96 19,9
13 95 13,1 99 25,9
14 95 18,8 97 3,5
15 95 19,7 96 4,3
16 95 19,9 95 3,5
17 99 19,9 99 54

Datos de espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear de anéalogos de paenipeptina
C6-Pat (1)

"H RMN (400 MHz, D-0) 8 7,36 - 7,01 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,58 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,38 - 4,10 (m, 6H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,00 - 3,93 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,78 -
3,67 (m, 2H, Ser9-HR), 3,08 - 2,82 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,70 - 2,45 (m, 2H, D-Phe4-HB), 2,14 (t,
J=7,4 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,11 - 1,66 (m, 8H, Dab1-HB + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-HB + D-Val7-Hp, 1,60 - 0,93 (m,
14H, Leu5-HB, Hy + Leu8-HP, Hy + Lipido-HB, Hy, H® + lle2-Hy), 0,85 - 0,58 (m, 27H, lle2-Hy, H& + Leu5-Hd + D-
Val7-Hy + Leu8-Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CszHgaN13011 (M+H)*: 1088,7197; Observado:
1088,7194.

C7Val2-Pat (2)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,31 - 7,08 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,56 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,37 - 4,06 (m, 6H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,02 - 3,91 (m, 2H, Val2-Ha + D-Val7-Ha), 3,79 -
3,67 (m, 2H, Ser9-HR), 3,08 - 2,83 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,73 - 2,48 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,16 (t,
J =7,4 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,12 - 1,69 (m, 8H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-HB + Val2-Hp + D-Val7-HpB), 1,65 - 0,93
(m, 14H, Leu5-HB, Hy + Leu8-Hp, Hy + Lipido-HpB, Hy, H5, He), 0,89 - 0,59 (m, 27H, Val2-Hy + Leu5-Hd + D-Val7-Hy
+ Leu8-H6 + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CszHgaN13O41 (M+H)*: 1088,7197; Observado:
1088,7186.

C7-Pat (3)

"H RMN (400 MHz, D;O) & 7,40 -7,04 (m, 5H, D-Phed4-ArH), 4,56 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,44 - 4,06 (m, 6H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,00 - 3,93 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,78 -
3,67 (m, 2H, Ser9-HR), 3,12 - 2,81 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,70 - 2,48 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,16 (t,
J=7,5Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,11 - 1,64 (m, 8H, Dab1-HB + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-HB + D-Val7-Hp, 1,60 - 0,95 (m,
16H, Leu5-HB, Hy + Leu8-HB, Hy + Lipido-Hp, Hy, H5, He + lle2-Hy), 0,88 - 0,59 (m, 27H, lle2-Hy, H6 + Leu5-Hd + D-
Val7-Hy + Leu8-Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para Cs4HoeN13011 (M+H)*: 1102,7353; Observado:
1102,7316.

C7Phe2-Pat (4)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,38 - 6,96 (m, 10H, Phe2-ArH + D-Phe4-ArH), 4,58 - 4,42 (m, 2H, D-Phe4-Ha + Phe2-Ha),
4,31-4,10 (m, 6H, Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 3,95 (d, J = 7,4 Hz, 1H, D-Val7-
Ha), 3,79 - 3,67 (m, 2H, Ser9-Hp), 3,08 - 2,71 (m, 8H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Phe2-HB), 2,67 - 2,47 (m, 2H,
D-Phe4-HB), 2,10 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,06 - 1,65 (m, 7H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-Hp + D-Val7-Hp,
1,60 - 0,98 (m, 14H, Leu5-HB, Hy + Leu8-HPB, Hy + Lipido-Hp, Hy, Hd, He), 0,84 - 0,60 (m, 21H, Leu5-Hd + D-Val7-Hy
+ Leu8-H6 + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para Cs7HgaN13O41 (M+H)*: 1136,7197; Observado:
1136,7196.

C7dLeu7-Pat (5)
H RMN (400 MHz, D0) & 7,40 - 7,01 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,56 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,37 - 4,06 (m, 7H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + D-Leu7-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 3,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H, lle2-Ha),
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3,83 - 3,66 (m, 2H, Ser9-HB), 3,11 - 2,82 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,72 - 2,47 (m, 2H, D-Phe4-Hp),
2,16 (t, /= 7,4 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,12 - 1,62 (m, 7H, Dab1-Hp + Dab3-Hf + Dab6-Hp + lle2-HB, 1,62 - 0,94 (m, 19H,
Leu5-HB, Hy + D-Leu7-HB, Hy + Leu8-HB, Hy + Lipido-Hp, Hy, H8, He + lle2-Hy), 0,85 - 0,60 (m, 27H, lle2-Hy, Hd +
Leu5-H® + D-Leu7-Hd + Leu8-Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CssHgsN13011 (M+H)*":
1116,7510; Observado: 1116,7510.

C7Phe2dLeu7-Pat (6)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,33 - 6,99 (m, 10H, Phe2-ArH + D-Phe4-ArH), 4,57 - 4,42 (m, 2H, Phe2-Ha + D-Phe4-Ha),
4,31 -4,10 (m, 7H, Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + D-Leu7-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 3,83 - 3,66 (m,
2H, Ser9-HB, 3,06 - 2,71 (m, 8H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Phe2-Hp, 2,68 - 2,44 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,10 (t,
J =7,4Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,06 - 1,65 (m, 6H, Dab1-Hf + Dab3-Hf + Dab6-Hp), 1,62 - 0,98 (m, 17H, Leud-HpB, Hy +
D-Leu7-HB, Hy + Leu8-HB, Hy + Lipido-HpB, Hy, HJ, He), 0,84 - 0,60 (m, 21H, Leu5-H® + D-Leu7-Hd + Leu8-Hd +
Lipido-CHs3) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CsgHoeN13011 (M+H)*: 1150,7353; Observado: 1150,7335.

C7Phe2dLeu7Phe8-Pat (7)

"H RMN (400 MHz, D;O) & 7,39 - 6,96 (m, 15H, Phe2-ArH + D-Phe4-ArH + Phe8-ArH), 4,61 - 4,41 (m, 3H, Phe2-Ha +
D-Phe4-Ha + Phe8-Ha), 4,31 - 3,98 (m, 6H, Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + D-Leu7-Ha + Ser9-Ha),
3,83 - 3,66 (m, 2H, Ser9-HB), 3,20 - 2,73 (m, 10H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Phe2-Hf + Phe8-Hp, 2,68 - 2,42
(m, 2H, D-Phe4-HB, 2,09 (t, J = 7,4 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,04 - 1,63 (m, 6H, Dab1-HB + Dab3-Hp + Dab6-Hp), 1,45 -
0,96 (m, 14H, Leu5-HB, Hy + D-Leu7-HB, Hy + Lipido-HB, Hy, Hd, He), 0,79 - 0,53 (m, 15H, Leu5-Hd + D-Leu7-Hd +
Lipido-CHs3) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para Ce1HgaN13011 (M+H)*: 1184,7197; Observado: 1184,7200.

C8-Pat (8)

H RMN (400 MHz, D20) & 7,37 - 6,98 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,54 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,38 - 4,08 (m, 6H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,00 - 3,93 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,78 -
3,67 (m, 2H, Ser9-Hp), 3,10 - 2,80 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab8-Hy), 2,70 - 2,45 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,14 (1,
J =7,4 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,10 - 1,64 (m, 8H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-Hp + D-Val7-Hp, 1,56 - 0,95 (m,
18H, Leu5-HB, Hy + Leu8-Hp, Hy + Lipido-Hp, Hy, Hd, He, HC + lle2-Hy), 0,85 - 0,58 (m, 27H, lle2-Hy, H5 + Leu5-Hd
+ D-Val7-Hy + Leu8-Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CssHggN13O4¢ (M+H)": 1116,7510;
Observado: 1116,7518.

Dab9-Pat (9)

H RMN (400 MHz, D0) & 7,39 - 7,02 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,57 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,37 - 4,11 (m, 6H,
Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leud-Ha + Leu8-Ha + Dab9-Ha), 4,02 - 3,96 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,08 -
2,84 (m, 8H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Dab9-Hy), 2,73 - 2,46 (m, 2H, D-Phe4-HB), 2,16 (t, J = 7,3 Hz, 2H,
Lipido-Ha), 2,12 - 1,64 (m, 10H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-Hp + Dab9-Hp + lle2-Hp + D-Val7-HpB, 1,63 - 1,00 (m,
18H, Leu5-HB, Hy + Leu8-Hp, Hy + Lipido-Hp, Hy, Hd, He, HC + lle2-Hy), 0,83 - 0,62 (m, 27H, lle2-Hy, H5 + Leu5-Hd
+ D-Val7-Hy + Leu8-H® + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CsgH1g1N14O19 (M+H)*: 1129,7826;
Observado: 1129,7823.

Dab2,9-Pat (10)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,39 - 7,07 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,59 (t, J = 8,0 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,39 - 4,05 (m, 7H,
Dab1-Ha + Dab2-Ha+ Dab3-Ha + Dab6-Ha +LeuS-Ha + Leu8-Ha + Dab9-Ha), 4,00 (d, J = 7,1 Hz, 1H, D-Val7-Ha),
3,08 - 2,83 (m, 10H, Dab1-Hy + Dab2-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Dab9-Hy), 2,72 - 2,52 (m, 2H, D-Phe4-HB), 2,17 (t,
J =7,3 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,13 - 1,67 (m, 11H, Dab1-HB + Dab2-Hp + Dab3-HB + Dab6-Hp + Dab9-Hp + D-Val7-HB,
1,60 - 0,95 (m, 16H, Leu5-HB, Hy + Leu8-HB, Hy + Lipido-HB, Hy, H®, He, HY), 0,89 - 0,57 (m, 21H, Leu5-Hd + D-Val7-
Hy + Leu8-Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para Cs4HosN15010 (M+H)*: 1116,7622; Observado:
1116,7660.

Orn-Pat (11)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,31 - 7,03 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,56 - 4,48 (m, 1H, D-Phe4-Ha), 4,39 - 4,07 (m, 6H, Orn1-
Ha + Orn3-Ha + Orné-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,03 - 3,94 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,83 - 3,68 (m,
2H, Ser9-HB), 3,15 -2,80 (m, 6H, Orn1-H® + Orn3-Hd + Orn6-Hd), 2,80 - 2,64 (m, 2H, D-Phe4-HB), 2,15 (t, J = 7,4 Hz,
2H, Lipido-Ha), 2,01 - 0,92 (m, 32H, Orn1-HB, Hy + Orn3-HB, Hy + Orn6-HPB, Hy + lle2-HpB, Hy + D-Val7-Hp + Leu5-
HB, Hy + Leu8-HB, Hy + Lipido-HB, Hy, H, He, HZ), 0,93 - 0,58 (m, 27H, lle2-Hy, Hd + Leu5-H® + D-Val7-Hy + Leu8-
Hd + Lipido-CHs) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CssH10aN13011 (M+H)*: 1158,7979; Observado: 1158,7989.
C10-Pat (12)

"H RMN (400 MHz, D,0) 5 7,36 - 7,04 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,56 (t, J = 7,8 Hz, 1H, D-Phe4-Ha), 4,38 - 4,10 (m, 6H,
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Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha +Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,02 - 3,95 (m, 2H, lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,82 -
3,68 (m, 2H, Ser9-HR), 3,10 - 2,81 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,73 - 2,47 (m, 2H, D-Phe4-H), 2,16 (t,
J=7,3 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,12 - 1,64 (m, 8H, Dab1-HB + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-HB + D-Val7-Hp, 1,62 - 0,95 (m,
22H, Leu5-HB, Hy + Leu8-Hp, Hy + Lipido-HP, Hy, Hd, He, HZ, Hn, HO + lle2-Hy), 0,87 - 0,60 (m, 27H, lle2-Hy, Hd +
Leu5-Hd + D-Val7-Hy + Leu8-Hd + Lipido-CH3) ppm. HRMS-ESI (m/z) calculada para CszH10oN13011 (M+H)":
1144,7823; Observado: 1144,7844.

C10Thr3Leu4-Pat (13)

"H RMN (400 MHz, D;O) & 4,40 - 3,95 (m, 10H, Dab1-Ha + lle2-Ha + Thr3-Ha + D-Leu4-Ha + Leu5-Ha + Dab6-Ha +
D-Val7-Ho+ Leu8-Ha + Ser9-Ha + Thr3-HB, 3,80 - 3,64 (m, 2H, Ser9-HB), 3,02 - 2,84 (m, 4H, Dab1-Hy + Dab6-Hy),
2,16 (t, J = 7,3 Hz, 2H, Lipido-Ha), 2,11 - 1,71 (m, 6H, Dab1-Hp + Dab6-HB + lle2-HB + D-Val7-Hp, 1,62 - 0,98 (m,
28H, D-Leu4-HB, Hy + Leu5-HB, Hy + Leu8-Hp, Hy + Lipido-Hp, Hy, H, He, HZ, Hn, HB + lle2-Hy + Thr3-Hy), 0,89 -
0,67 (m, 33H, lle2-Hy, H® + D-Leu4-H8 + Leu5-Hd + D-Val7-Hy + Leu8-H® + Lipido-CHsz) ppm. HRMS-ESI (m/z)
calculada para Cs4H103N12012 (M+H)*: 1111,7819; Observado: 1111,7803.

Benzoilo-Pat (14)

"H RMN (400 MHz, D2O) & 7,73 - 7,34 (m, 5H, Benzoilo-ArH), 7,32 - 7,05 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,58 - 4,46 (m, 2H, D-
Phe4-Ha + Dab1-Ha), 4,35 - 4,06 (m, 5H, Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,02 - 3,95 (m, 2H,
lle2-Ha + D-Val7-Ha), 3,80 - 3,65 (m, 2H, Ser9-Hp), 3,12 - 2,80 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,78 - 2,49
(m, 2H, D-Phe4-HB, 2,25 - 1,63 (m, 8H, Dab1-HpB + Dab3-HB + Dab6-Hp + lle2-HB + D-Val7-HB, 1,62 - 0,93 (m, 8H,
Leu5-HpB, Hy + Leu8-HB, Hy + lle2-Hy), 0,91 - 0,59 (m, 24H, lle2-Hy, Hd + Leu5-Hd + D-Val7-Hy + Leu8-H&) ppm.
HRMS-ESI (m/z) calculada para CsisHsgN130O11 (M+H)*": 1094,6727; Observado: 1094,6746.

Cbz-Pat (15)

"H RMN (400 MHz, D20) & 7,43 - 7,02 (m, 10H, D-Phe4-ArH + Cbz-ArH), 5,00 (s, 2H, Cbz-CH,), 4,54 (t, J = 7,9 Hz,
1H, D-Phe4-Ha), 4,39 - 3,98 (m, 8H, Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha + lle2-Ha + D-
Val7-Ha), 3,80 - 3,65 (m, 2H, Ser9-HB), 3,11 - 2,81 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,76 - 2,47 (m, 2H, D-
Phe4-Hp), 2,15 - 1,68 (m, 8H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-Hp + D-Val7-Hp, 1,61 - 0,97 (m, 8H, Leu5-Hp,
Hy + Leu8-Hp, Hy + lle2-Hy), 0,83 - 0,56 (m, 24H, lle2-Hy, Hd + LeuS-Hd + D-Val7-Hy + Leu8-Hd) ppm. HRMS-ESI
(m/z) calculada para CssHggN13012 (M+H)*: 1124,6833; Observado: 1124,6811.

Cha-Pat (16)

H RMN (400 MHz, DxO) & 7,37 - 7,07 (m, 5H, D-Phe4-ArH), 4,60 - 4,55 (m, 1H, D-Phe4-Ha), 4,50 - 4,07 (m, 6H, Dab1-
Ha, Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + Leu8-Ha + Ser9-Ha), 4,03 - 3,92 (m, 3H, lle2-Ha + D-Val7-Ha + Cha-Ha), 3,77
- 3,70 (m, 2H, Ser9-Hp), 3,20 - 2,78 (m, 6H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy), 2,73 - 2,39 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,23 -
1,64 (m, 8H, Dab1-Hp + Dab3-Hp + Dab6-Hp + lle2-Hp + D-Val7-Hp, 1,59 - 0,94 (m, 21H, Leu5-Hp, Hy + Leu8-Hp, Hy
+ lle2-Hy, Cha-Hp, Hy, Hd, He, HZ), 0,90 - 0,53 (m, 24H, lle2-Hy, Hd + Leu5-Hd + D-Val7-Hy + Leu8-H6) ppm. HRMS-
ESI (m/z) calculada para CseHogN14O11 (M+H)*: 1143,7619; Observado: 1143,7636.

ChaPhe2lLeu7Phe8-Pat (17)

H RMN (400 MHz, DxO) 8 7,35 - 6,95 (m, 15H, Phe2-ArH + D-Phe4-ArH + Phe8-ArH), 4,62 - 4,00 (m, 9H, Phe2-Ha +
D-Phe4-Ha + Phe8-Ha + Dab1-Ha + Dab3-Ha + Dab6-Ha + Leu5-Ha + D-Leu7-Ha + Ser9-Ha), 3,89 - 3,81 (m, 1H,
Cha-Ha), 3,79 - 3,65 (m, 2H, Ser9-Hp), 3,19 - 2,72 (m, 10H, Dab1-Hy + Dab3-Hy + Dab6-Hy + Phe2-Hp + Phe8-Hp,
2,65 - 2,40 (m, 2H, D-Phe4-Hp), 2,10 - 1,61 (m, 6H, Dab1-HB + Dab3-Hp + Dab6-Hp, 1,60 - 0,73 (m, 19H, Leu5-Hp,
Hy + D-Leu7-Hp, Hy + Cha-HB, Hy, Hd, He, HZ), 0,70 - 0,55 (m, 12H, Leu5-Hd + D-Leu7-H6) ppm. HRMS-ESI (m/z)
calculada para CesHg7N14011 (M+H)*: 1225,7462; Observado: 1225,7471.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Concentracion inhibitoria minima (CIM)

La concentracién inhibitoria minima (CIM) de los analogos de paenipeptina se determiné usando el método de
microdilucién en caldo (Wirker, M.A. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that Grow
Aerobically: Norma aprobada M07-A8; Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, 2009). Siete cepas de
referencia (ATCC 19606 de Acinetobacter baumannii, ATCC 25922 de Escherichia coli, ATCC 13883 de Klebsiella
pneumoniae, ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa, ATCC 19434 de Enterococcus faecium, ATCC 29213 de
Staphylococcus aureus y ATCC 43300 de S. aureus resistente a meticilina) se sometieron a pruebas de CIM.

Los analogos de paenipeptina se diluyeron dos veces en caldo de soja triptica (TSB; Becton Dickinson) y se mezclaron

con un volumen equivalente de suspensiones bacterianas en TSB que contenian aproximadamente 1,5 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml en una placa de microvaloracién de 96 pocillos esterilizada con luz UV (NBS, Corning
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Inc., Corning, NY). El volumen total fue de 100 ul y las concentraciones finales de paenipeptina variaron entre 0,5-
32 pg/ml. La placa de microvaloracion se incubd a 37 °C durante 18-20 h. La CIM para cada cepa se definié6 como la
concentracion mas baja de cada analogo de paenipeptina que no produjo crecimiento visible de células bacterianas
después de la incubacién.

Las actividades antibacterianas de estos 17 anéalogos de paenipeptina se determinaron contra cuatro cepas
gramnegativas y tres grampositivas basandose en la determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) para
cada cepa. Los valores de CIM de todos los anélogos de paenipeptina contra las especies bacterianas ensayadas se
enumeran en la Tabla 3. La actividad antibacteriana aumenté con el aumento de la longitud de la cadena de acidos
grasos de C6 a C10 en los analogos 1, 3, 8 y 12. Los anéalogos 1y 3, en los que las cadenas lipidicas son més cortas
que C8, fueron significativamente menos activos que el analogo 8. Por el contrario, el analogo 12, que contiene una
cola lipidica C10, mostré un aumento notable en la actividad antibacteriana. La sustitucién de la cadena lipidica por
un grupo benzoilo o benciloxicarbonilo (analogos 14 y 15) disminuy6 la actividad antimicrobiana, pero el sustituyente
3-ciclohexilalanilo en el analogo 16 mantuvo su actividad contra E. coliy P. aeruginosa (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de 17 anélogos sintéticos de paenipeptina

CIM (pg/ml)

A E. coli K. P. E. faecium S. aureus S. aureus
An.  baumannii pheumoniae aeruginosa

ATCC ATCC ATCC 13883 ATCC 27853 ATCC ATCC ATCC

19606 25922 19434 29213 43300
1 >32 8-16 232 8-16 >32 >32 >32
2 >32 16 >32 16 >32 >32 >32
3 >32 4 32 4 >32 >32 >32
4 32 1-4 8 2-4 >32 232 32
5 8-16 1-4 4 2-4 8-16 16-32 16
6 8 1-4 4 2-4 16 16-32 16-32
7 2-4 0,5-2 1 1-2 8 8 8
8 16 2-4 8-16 2 16 8-16 8-16
9 232 4-16 >32 2-4 32 >32 32
10 >32 >32 >32 16-32 >32 232 >32
11 32 32 >32 16 >32 >32 32
12 0,5-2 2-8 2-4 1-2 2 2-4 2-4
13 >32 >32 >32 >32 232 >32 >32
14  >32 16-32 >32 8-32 >32 >32 >32
15 16 8-16 >32 16 >32 >32 >32
16 =232 4-8 32 2-8 >32 >32 32
17 24 0,5-1 2 0,5-1 8 2-4 4

El compuesto 8 consiste en tres residuos de acido 2,4-diaminobutirico (Dab) cargados positivamente. La sustitucion
de los 3 residuos de Dab por ornitina (Om), que posee un carbono adicional en la cadena lateral (analogo 11), eliminé
inesperadamente la actividad antibacteriana. Las alteraciones del nimero de residuos cargados positivamente
también tuvieron efectos considerables en la actividad antimicrobiana. Por ejemplo, la alteracién de la Ser a Dab en el
extremo C en la posicién 9 (analogo 9) dio como resultado un aumento en la CIM para todas las especies bacterianas
excepto P. aeruginosa. De manera similar, la adicién de un Dab adicional en la posicién 2 (anélogo 10) o la reduccién
de la carga de Dab en la posicién 3 (anélogo 13) dio como resultado la pérdida de casi toda la actividad antibacteriana.
Por el contrario, los cambios asociados con una mayor hidrofobicidad se asociaron con aumentos en la actividad
antibacteriana. Por ejemplo, los anélogos 3 y 4 tienen mas residuos hidréfobos (lle o Phe) en la posicién 2 y fueron
més potentes que el analogo 2, que tiene un residuo Val en la misma posicién. El reemplazo de Val por Leu en la
posicién 7 (analogo 5) también mostré un aumento en la actividad antimicrobiana. Los aumentos adicionales en la
hidrofobicidad en los analogos 6, 7 y 17 mejoraron significativamente la actividad antibacteriana contra todas las cepas
bacterianas ensayadas (Tabla 3).

Concentracidn inhibitoria minima (CIM) para cepas resistentes a antibiéticos

Ademas de las cepas de referencia anteriores, se ensayd la susceptibilidad de nueve aislados resistentes a
carbapenem y seis cepas resistentes a polimixina (Tablas 4 y 5), incluidos los aislados clinicos del Banco de resistencia
a antibidticos de la FDA-CDC, para el analogo 17 de paenipeptina seleccionado. Hubo al menos tres experimentos
independientes con una réplica en cada experimento.

El analogo 17 de paenipeptina es el compuesto mas activo entre 17 anélogos disefiados racionalmente. Por lo tanto,
este analogo se evalub més a fondo para determinar su eficacia in vitro contra bacterias gramnegativas
farmacorresistentes. El analogo 17 de paenipeptina mostré una potente actividad con una CIM de 0,5-2 ug/ml contra
nueve aislados clinicos resistentes a carbapenem del Banco de resistencia a antibidticos de la FDA-CDC, incluyendo
A. baumannii, Enterobacter cloacae, E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa (Tabla 4). Ademés, el analogo 17 fue
activo contra cepas de E. coli y K. pneumoniae resistentes a polimixina, incluyendo una cepa portadora del gen de
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resistencia a polimixina mer-1 (Tabla 5).

Tabla 4. Concentracién inhibitoria minima (ug/ml) del analogo 17 contra patégenos resistentes a carbapenem del
Banco de resistencia a antibidticos (AR, por sus siglas en inglés) de la FDA-CDC

N.° del Banco de RA de la Cepas Resistencia conocida? Anélogo 17 (pg/ml)
FDA-CDC

063 Acinetobacter baumannii OXA-23, 24/40 0,5
083 A. baumannii OXA-23, NDM 2
038 Enterobacter cloacae NDM 0,5
053 E. cloacae KPC-3, TEM-1 0,5
048 Escherichia coli NDM 0,5
061 E. coli KPC-3, TEM-1 0,5-1
068 Klebsiella pheumoniae NDM, OXA-181 0,5-2
097 K. pheumoniae KPC 1-2
064 Pseudomonas aeruginosa SPM 2

2 Produccion de diversos tipos de beta-lactamasa

Tabla 5. Concentracién inhibitoria minima (ug/ml) del anélogo 17 contra cepas resistentes a polimixina

Cepas Anélogo 17 (ug/ml) Polimixina B (pg/ml)
AR 0494 de Escherichia coli @ 0,5 2-8
UAMS-ECPR1 de E. col® <0,5 32
UAMS-ECPR?2 de E. col® <0,5 32
AR 0109 de Klebsiella pneumoniae @ 4-8 16-32
UAMS-KPPR1 de K. pneumoniae® 2 >32
UAMS-KPPR3 de K. pneumoniae ° 2 >32

@ Las cepas bacterianas se obtuvieron del Banco de resistencia a antibidticos de la FDA-CDC, AR 0494 de
Escherichia coli lleva el gen de resistencia a la polimixina codificado por plasmido, mcr-1; ® las cepas son los
derivados de ATCC 25922 de E. coli; © las cepas son los derivados de ATCC 13883 de K. pneumoniae

Concentracién bactericida minima (CBM)

La concentracién bactericida minima (CBM) de anélogos de paenipeptina se determiné al final de las pruebas de CIM
subcultivando una alicuota de 50 ul de suspensién celular de la placa de microvaloracion de 96 pocillos usada para
las pruebas de CIM. Las células supervivientes de cada concentracién antimicrobiana sin crecimiento visible se
enumeraron sembrandolas en agar de soja triptica (TSA). La CBM se definié como la concentracién mas baja del
agente antimicrobiano que condujo a una reduccién de al menos el 99,9 % en el niUmero de células bacterianas viables
en relacién con el inéculo inicial. Hubo tres experimentos independientes con una réplica en cada experimento.

Se eligieron seis anélogos de paenipeptina (5, 6, 7, 8, 12 y 17) que mostraban una actividad antibacteriana potente y
amplia para determinar su actividad bactericida minima (CBM) contra las mismas cuatro cepas gramnegativas y tres
grampositivas. Los analogos 9 y 16 mostraron una actividad limitada contra Pseudomonas; por lo tanto, la CBM de
estos anélogos solo se determind para P. aeruginosa. Los valores de CBM de los anélogos de paenipeptina
seleccionados se enumeran en la Tabla 6. En comparacién con el compuesto principal (analogo 8), tres nuevos
analogos de paenipeptina (7, 12 y 17) mostraron un aumento de 2-8 veces en su actividad bactericida contra la mayoria
de las cepas bacterianas ensayadas (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacién de la concentracién bactericida minima (CBM) de 8 analogos sintéticos de paenipeptina
seleccionados

MBM (pg/ml)

A. E. coli K P. E. faecium S. aureus S. aureus
Analogo  baumannii pheumoniae aeruginosa

ATCC ATCC ATCC 13883 ATCC ATCC ATCC ATCC

19606 25922 27853 19434 29213 43300
5 16 16 8 8-16 16 16-32 16-32
6 8 32 8 8-16 32 16-32 32
7 4 8-16 2 4 16 8-32 8-16
8 16-32 16 8-16 8-16 16-32 16 8-32
9 ND? ND ND 16 ND ND ND
12 0,5-2 8 4-8 2-4 2-4 4-8 2-4
16 ND ND ND 16-32 ND ND ND
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(continuacién)
seleccionados
MBM (pg/ml)
P.

A. E. coli K E. faecium S. aureus S. aureus
Analogo  baumannii pheumoniae aeruginosa
ATCC ATCC ATCC 13883 ATCC ATCC ATCC ATCC
19606 25922 27853 19434 29213 43300
17 4-8 8-16 4 2-4 16 8 8

2 ND: no determinado debido a una concentracion inhibitoria minima relativamente alta

Ensayo de letalidad

La cinética de letalidad del analogo 17 se determind en tres concentraciones (8, 16 y 32 ug/ml) usando las cepas de
referencia ATCC 27853 de P. aeruginosa y ATCC 29213 de S. aureus. Las células supervivientes después del
tratamiento antimicrobiano se enumeraron a las 0, 2, 4, 6 y 24 h mediante siembra en TSA. Hubo tres experimentos
independientes con una réplica en cada experimento

Se realizaron ensayos de letalidad con el analogo 17, que fue el anédlogo mas eficaz contra ATCC 27853 de P.
aeruginosa y ATCC 29213 de S. aureus. Esto se realiz6é en tres concentraciones diferentes (8, 16 y 32 pg/ml). El
analogo 17 mostré un efecto bactericida dependiente de la concentracién contra ambos patégenos. Por ejemplo, el
ndmero de células viables de P. aeruginosa se redujo en 5,1 log y 3,7 log en 2 h cuando se expuso al analogo 17 a
razén de 32 yg/mly 16 pg/ml, respectivamente, y no se detectaron células viables después de 24 h de exposicién a
cualquiera de las concentraciones. El analogo 17 a razén de 8 pg/ml dio como resultado una reduccién de 2,2 log de
células viables de P. aeruginosa en 2 h, pero se observé un recrecimiento bacteriano significativo a las 24 h (figura
1A). El andlogo 17 tardd més en lograr una reduccién similar en el nimero de células viables de S. aureus.
Especificamente, la exposicién al analogo 17 a razén de 32 ug/mly 16 pg/ml redujo el nimero de células viables de
S. aureus en 5,4 log y 3,1 log, respectivamente, pero solo después de 4 h. También se observé un nuevo crecimiento
de S. aureus cuando las células se expusieron al analogo 17 a razén de 8 pg/ml (figura 1B).

Impacto del suero humano en la actividad antibacteriana y la estabilidad.

El impacto del suero humano en la actividad antibacteriana de analogos de paenipeptina seleccionados se determind
usando un procedimiento similar al usado para la determinacién de la CIM como se ha descrito anteriormente, excepto
que el medio microbiolégico se reemplazé por suero humano (MP Biomedicals, Solon, OH). Los analogos de
paenipeptina se diluyeron dos veces en suero humano al 100 % y se mezclaron con un volumen equivalente de suero
al 90 % que contenia aproximadamente 1,5 x 10° UFC/ml de ATCC 25922 de E. coli o ATCC 29213 de S. aureus. Las
concentraciones finales de paenipeptina variaron entre 0,5-64 pyg/ml en suero al 95 %. A continuacién, se ensayé la
CIM en presencia de suero como se ha descrito anteriormente.

Para determinar la estabilidad de los péptidos en suero humano, se afiadieron anélogos de paenipeptina a suero
humano al 100 % hasta una concentracién final de 64 ug/ml. Las mezclas se incubaron a 37 °C y se extrajeron
muestras en 0, 6, 12 y 24 h. Los anéalogos de paenipeptina tratados se diluyeron dos veces en suero humano al 100 %
y se mezclaron con un volumen equivalente de células de ATCC 25922 de E. coli en TSB (aproximadamente 1,5 x
10° UFC/ml) para la determinacion de la CIM. La actividad antibacteriana residual después de la incubacion en suero
humano se comparé con el control no tratado.

El suero humano inhibié el crecimiento de ATCC 27853 de P. aeruginosa y ATCC 13883 de K. pheumoniae (datos no
mostrados); por lo tanto, se usaron otras cepas de referencia (ATCC 25922 de E. coli y ATCC 29213 de S. aureus)
que crecieron en suero al 95 % para ensayar la eficacia antibacteriana de los anéalogos de paenipeptina en presencia
de suero humano. En suero humano, los analogos 9 y 16 mostraron una potente actividad contra E. coli, mientras que
el anélogo 9 exhibié un ligero aumento en la actividad contra S. aureus (Tabla 7). Sin embargo, otros analogos
mostraron reducciones en la actividad antimicrobiana en presencia de suero humano. Por ejemplo, el analogo 17
mostré un aumento de 8 a 16 veces en la CIM contra E. coliy S. aureus, lo que corresponde a una reduccion del 88-
94 % en su actividad. Generalmente, se cree que las proteinas séricas humanas pueden unirse a determinados
antibiéticos lipopeptidicos y limitar su actividad antibacteriana. Por ejemplo, la CIM del lipopéptido MX-2401 contra
ATCC 29213 de S. aureus aumenté de 2 pg/ml en medio microbiolégico a 128 ug/ml en suero de ratén al 95 %, esto
correspondi6 a una unién a proteinas del 98,9 %. Sin embargo, el grado de unién a proteinas no se puede usar para
predecir con precision el rendimiento terapéutico final de los antibiéticos. Por ejemplo, la daptomicina es un lipopéptido
muy unido a las proteinas plasmaticas (94 %), pero es un farmaco eficaz recientemente aprobado para tratar
infecciones causadas por S. aureus resistente a meticilina.

Entre ocho analogos de paenipeptina ensayados en presencia de suero humano al 95 %, cuatro analogos (8, 9, 16 y
17) mostraron una actividad relativamente alta contra E. coli (Tabla 7), por lo que estos cuatro analogos se ensayaron
mas a fondo para determinar su estabilidad a 37 °C en suero humano. El analogo 16 mostrd un aumento en su CIM
de 1-2 pg/ml a >32 pg/ml después de la incubacién en suero durante 6 h, lo que indica que el analogo 16 puede no
ser estable a 37 °C en suero humano (Tabla 8). Especificamente, el analogo 16 mostré una CIM relativamente baja
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(2 gg/ml) en suero humano contra E. coli (Tabla 7) pero perdidé su eficacia después de un tiempo de incubacién
prolongado a 37 °C en suero. Esto sugiere que el analogo 16 puede destruir rapidamente las células bacterianas pero
es inactivado por los componentes del suero con el tiempo. De manera importante, los otros tres analogos ensayados
(8, 9 y 17) mostraron una pequefia disminucién en la actividad antibacteriana después de la incubacién en suero
humano a 37 °C durante hasta 24 h (Tabla 8). El analogo 8 difiere del analogo 16 en las modificaciones en el extremo
N. Basandose en esto, la cadena lipidica del extremo N en el analogo 8 puede estar asociada con su alta estabilidad
en suero humano. Sin embargo, el grupo hidréfobo (3-ciclohexilalanilo) en el analogo 16 no lo protegié de ser
inactivado en suero. Los analogos 16 y 17 compartian la misma modificacién en el extremo N, pero este ultimo se
volvié mas estable cuando tres aminoacidos en las posiciones 2, 7 y 8 se sustituyeron por mas residuos hidréfobos.

Tabla 7. Impacto del suero humano en la actividad antimicrobiana de analogos de paenipeptina seleccionados
Concentracién inhibitoria minima (pg/ml)

Anélogo ATCC 25922 de Escherichia coli ATCC 29213 de Staphylococcus aureus
Suero al 95 % Caldo TSB Suero al 95 % Caldo TSB
5 16 1-4 32 16-32
6 32 1-4 64 16-32
7 32 0,5-2 32-64 8
8 8 2-4 16-32 8-16
9 2-4 4-16 16 >32
12 32 2-8 16 2-4
16 2 4-8 >64 >32
17 8 0,5-1 32 2-4

Tabla 8. Estabilidad de anélogos de paenipeptina seleccionados en suero humano a 37 °C?
Concentracién inhibitoria minima (pg/ml)

Analogo 0h 6 h 12 h 24 h
8 8 8 8
9 1-2 2 1-2 2
16 1-2 >32 >32 >32
17 4-8 4-8 4-8 8

2 Se determiné la CIM contra ATCC 25922 de Escherichia coli

Actividad hemolitica

La actividad hemolitica se evalué usando sangre de conejo desfibrinada en una placa de 96 pocillos como se ha
descrito previamente. Se usé un tensioactivo no iénico Triton X-100, que es capaz de lisar los glébulos rojos (RBC,
por sus siglas en inglés), al 0,1 % como control positivo. Brevemente, se diluyd sangre de conejo (Hardy Diagnostics,
Santa Maria, CA) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS; pH 7,2) en una relacién de 1:19 (v/v) y se eliminé
la hemoglobina libre lavando los RBC y centrifugandolos cuatro veces a razén de 1000 x g a 4 °C durante 5 min. Se
incubaron alicuotas (50 pl) de RBC lavados con 150 pl de diluciones dobles de analogos de paenipeptina a
concentraciones finales de 16-128 pg/ml a 37 °C durante 30 min en una placa de microvaloracién (NBS, Corning Inc.).
Después de la incubacién, los RBC tratados se mezclaron suavemente mediante pipeteo repetido. Se mezclaron
alicuotas (20 pl) de la suspensién celular con 200 pl de PBS en una nueva placa de 96 pocillos y se centrifugaron a
razén de 2204 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a una nueva placa de 96 pocillos para la medicién de
la absorbancia a 415 nm usando un lector multimodo de imagenes celulares (Cytation 3, BioTek; Winooski, VT). El
porcentaje de hemdlisis observado después de la exposicién a cada anélogo de paenipeptina se calcul6 en relacion
con Triton X-100. Hubo al menos tres experimentos independientes con una réplica en cada experimento.

La alteracion de la cadena lipidica en el extremo N tuvo un impacto sustancial en la actividad hemolitica de la
paenipeptina. Entre los analogos 1, 3, 8 y 12, la actividad hemolitica contra los gldbulos rojos de conejo aumenté a
medida que la longitud de la cadena lipidica aumentd de C6 a C10. Especificamente, los analogos 1 y 3 con una
cadena lipidica C6 y C7, respectivamente, mostraron poca hemédlisis a 128 ug/ml, mientras que a la misma
concentracion, el analogo 12 portador de una cadena lipidica C10 mostré una fuerte actividad hemolitica (Tabla 9). De
manera importante, estas mismas tendencias se reflejaron en la actividad antibacteriana relativa, que también aumentd
con el aumento de la longitud de la cadena. Por el contrario, el reemplazo de la cadena de acidos grasos con grupos
hidréfobos en los anélogos 14, 15 y 16 redujo en gran medida su actividad hemolitica. Estos resultados concuerdan
con informes anteriores donde el reemplazo de la cadena de acidos grasos con grupos aromaticos redujo la toxicidad
de las polimixinas lipopeptidicas. Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, el reemplazo de la cadena de
acidos grasos por grupos hidréfobos en los analogos 14 y 15 también dio como resultado una actividad antibacteriana
reducida.

Los analogos 9 y 16, que conservaron su actividad contra P. aeruginosa, no fueron hemoliticos a 128 pg/ml (Tabla 9),
por lo que estos dos derivados de paenipeptina podrian desarrollarse alin mas como agentes anti Pseudomonas de
espectro limitado. Entre los derivados de paenipeptina C7 (analogos 2-7), la actividad hemolitica aumentd cuando se
introdujeron méas aminoacidos hidréfobos en la cadena peptidica. Una excepcion fue el analogo 6, que fue mas
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hidréfobo pero mucho menos hemolitico que el analogo 5. En comparacién con el compuesto 8, el analogo 17 mostrd
al menos una mejora de 4 veces en la actividad antibacteriana contra A. baumanniiy K. pneumoniae (Tabla 3) pero a
expensas de un aumento del 37 % en la actividad hemolitica (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacién de la actividad hemolitica® de 17 analogos de paenipeptina frente a glébulos rojos de conejo

Hemdlisis (%)

Anélogo 128 pg/mi 64 pg/mi 32 pg/mi 16 pg/mi

1 0,61£0,25 0,08 £ 0,85 0,41 £0,58 0,48 £ 0,64

0,95 +0,45 0,79 £ 0,63 0,32+0,74 -0,17 £ 0,19
3 1,77 £ 0,81 1,18+ 0,68 0,78 £ 0,30 0,18 £ 0,54
4 1,28 + 1,65 0,60+ 1,35 0,49 £1,22 0,28 £ 1,11
5 26,5+ 4,45 4,86 1,05 1,39+ 0,55 0,96 £ 0,59
6 8,34 £1,80 2,03x0,44 0,39 £ 0,30 0,14 £ 0,20
7 64,2 + 3,28 18,8 + 2,44 510+1,26 0,99 £ 0,31
8 253+4,15 6,18 £2,48 1,91 0,25 0,93 £0,45
9 225+2/18 0,73 £0,50 0,80 £ 0,68 0,52 £ 0,58
10 0,80 £ 0,40 0,41 £ 0,53 0,38 £ 0,62 0,37 £ 0,62
11 1,12 £ 0,47 0,69 £ 0,64 0,44 £ 0,30 0,86 £ 0,72
12 93,9+7,57 73,4 £7,59 37,2+8,62 14,3+ 4,25
13 24,9271 10,0 + 1,03 5,06 +£1,14 1,25+ 0,71
14 0,70+ 0,34 1,14 £ 1,05 0,71+£0,82 0,22 +0,17
15 0,65 £ 0,29 0,54 £0,70 0,41 £0,67 0,77 £ 0,15
16 1,63+ 0,40 0,65+ 0,62 0,33+£0,83 0,55+0,75
17 34,6 £ 0,91 11,02 £ 0,99 2,46+0,34 0,60+0,18

@ El porcentaje de hemdlisis se calculd en relacién con el control positivo, Triton X-100.

Citotoxicidad

La citotoxicidad de los analogos de paenipeptina se determiné frente a una linea celular de riidn humano (HEK 293)
usando ensayos MTT (Huang E, Yousef AE. 2014. Paenibacterin, a novel broad-spectrum lipopeptide antibiotic,
neutralises endotoxins and promotes survival in a murine model of Pseudomonas aeruginosa-induced sepsis. Int J
Antimicrob Agents 44: 74-77). La viabilidad celular se midié 24 h después de la adicion de lipopéptidos en
concentraciones entre 30-105 pg/ml. La viabilidad de las células de rifién embrionario humano (HEK 293) disminuy6
con el aumento de la concentracién de paenipeptina. La viabilidad de las células HEK 293 en presencia de los analogos
de paenipeptina 1 y 15 a razén de 105 pg/ml fue del 61 % y 67 %, respectivamente (Tabla 10). La citotoxicidad
relativamente baja de los anélogos 1y 15 de paenipeptina se correlacioné con su baja actividad hemolitica contra los
glébulos rojos.

Tabla 10. Viabilidad (%) de células renales embrionarias humanas (HEK 293) después del tratamiento con los
analogos 1y 15 de paenipeptina durante 24 h
An. 30 pg/mi 45 pg/mi 60 pg/mi 75 pg/mi 90 pg/mi 105 pg/mi
1 85,23 £ 10,15 78,41 £ 11,15 78,43 £ 13,49 73,09+ 11,35 69,03 £ 8,14 61,01 £ 6,38
15 91,39+ 4,09 84,32+ 8,12 82,04+ 4,54 73,34+ 5,37 67,13+ 10,03 67,47 £ 9,66

Actividad antibiopelicula

El efecto del anélogo 17 de paenipeptina sobre biopeliculas asociadas a catéteres de S. aureus o P. aeruginosa
establecidas se determin6 in vitro como se ha descrito previamente con modificaciones menores.’ Brevemente,
segmentos de 1 cm (n = 6) de catéteres de etileno propileno fluorado (calibre 14; catéter de seguridad Introcan; B.
Braun, Bethlehem, PA), se recubrieron previamente con plasma humano al 20 % durante una noche antes de
colocarlos en 2 ml de medio de biopelicula (TSB complementado con glucosa al 0,5 % y NaCl al 3,0 %) en los pocillos
de una placa de microvaloracién de 24 pocillos (superficie de adhesién ultrabaja; Corning Inc.). Cada pocillo se inoculd
con la cepa de S. aureus resistente a la meticilina LAC o ATCC 27853 de P. aeruginosa a una DOggnm de 0,05.
Después de la incubacién a 37 °C durante 24 h, los catéteres con biopeliculas establecidas se transfirieron a un medio
de biopelicula recién preparado con o sin analogo 17 de paenipeptina en concentraciones correspondientes a 5, 10y
20 veces su CIM para la cepa de S. aureus LAC o0 10, 20, 40 y 80 veces su CIM para ATCC 27853 de P. aeruginosa.
Los valores de CIM del analogo 17 contra LAC y ATCC 27853 de P. aeruginosa fueron 8 pg/ml y 1 pg/ml,
respectivamente. Seis catéteres colonizados con cada cepa y expuestos a cada concentracién se retiraron a intervalos
diarios y se transfirieron a un medio recién preparado que contenia la misma concentracién del analogo 17. Después
de 72 h de exposicién, los catéteres se aclararon con PBS, seguido de sonicacién (para S. aureus) o agitacién vorticial
vigorosa (para P. aeruginosa) para recuperar cuantitativamente las bacterias adherentes. Las células viables de S.
aureus o P. aeruginosa se enumeraron mediante diluciones en serie en placas en TSA. Se usaron ceftarolina y
daptomicina a una concentracién de 20 veces la CIM para cada antibiético como controles positivos en el contexto de
biopeliculas formadas con la cepa de S. aureus LAC. Se usé polimixina B como control positivo a una concentracion
de 20 veces su CIM (10 pg/ml) como control positivo en el contexto de biopeliculas formadas por ATCC 27853 de P.
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aeruginosa.

Las células bacterianas en biopeliculas son més tolerantes que las células plancténicas al tratamiento con antibiéticos,
por lo que es importante identificar aquellos antibiéticos que tienen la mayor eficacia en el contexto de una biopelicula
establecida. Estudios anteriores demostraron que la daptomicina y la ceftarolina son mas activas en este contexto que
muchos otros antibiéticos. Por este motivo, la evaluacién del analogo 17 en el contexto de una biopelicula establecida
se basé en la comparacion con estos dos antibiéticos. Como se muestra en la figura 2A, la actividad del analogo 17
fue comparable a la de ambos antibiéticos cuando se ensayé in vitro en el contexto de una biopelicula asociada a
catéter establecida formada por la cepa de S. aureus resistente a meticilina LAC. Especificamente, el tratamiento con
el analogo 17 a razén de 40 pg/ml (5 veces la CIM) o 160 ug/ml (20 veces la CIM) dio lugar a reducciones de 3 log y
5 log, respectivamente, de células de S. aureus asociadas a la biopelicula viables. Ademas, a una concentracién igual
a 20 veces su CIM, la exposicién al analogo 17 elimind por completo tres de seis catéteres de bacterias viables (50 %),
mientras que la exposicidon a daptomicina a un mdultiplo equivalente de su CIM solo eliminé uno de seis catéteres
(17 %), y ninguno fue eliminado por una concentracién equivalente de ceftarolina. El analogo 12, que tenia la CIM mas
baja segln se evalu6 usando células plancténicas de la cepa de S. aureus LAC, no tuvo actividad en el contexto de
una biopelicula asociada a catéter establecida (datos no mostrados). El anélogo 17 también se ensayd contra
biopeliculas formadas por ATCC 27853 de P. aeruginosa usando el mismo modelo de biopelicula asociada a catéter
in vitro. Después de la exposicién al anélogo 17 a razén de 40 veces la CIM (40 pg/ml), se observé una reduccién de
2,6 log en el numero de células viables de P. aeruginosa en una biopelicula establecida (figura 2B).

Potenciacién de patdgenos gramnegativos a rifampicina y claritromicina

Las bacterias gramnegativas, incluyendo Acinetobacter y Klebsiella, son intrinsecamente resistentes al antibiético
hidréfobo rifampicina. La CIM de la rifampicina contra ATCC 19606 de A. baumannii y ATCC 13883 de K. pneumoniae
fue de 16 pg/ml (Tabla 11). Diez analogos de paenipeptina, que carecian de actividad antibacteriana directa contra
Acinetobacter y Klebsiella cuando se usaban solos, se investigaron para determinar un posible efecto sinérgico con la
rifampicina. El andlogo 13 de paenipeptina fue el inico compuesto ensayado que no mostré sinergia con la rifampicina.
Esto probablemente se deba al reemplazo del Dab cargado positivamente por Thr en la posicién 3 del péptido. Esta
sustitucién reduce las cargas generales del péptido y, por lo tanto, puede disminuir la interaccién con LPS en bacterias
gramnegativas. Por lo tanto, el andlogo 13 puede no ser capaz de promover la entrada de rifampicina en patégenos
gramnegativos. Nueve anélogos mostraron diversos grados de efectos sinérgicos con la rifampicina. Cuando se
ensayaron a razén de 4 pg/ml, seis analogos de paenipeptina (1, 3, 9, 14, 15y 16) redujeron las CIM de rifampicina
contra Acinetobactery Klebsiella de 16 ug/ml a un intervalo entre <0,00098 pg/mly 0,0078 pg/ml, lo que correspondié
a un aumento de 2.048 a 8.192 veces en la actividad antibacteriana de la rifampicina (Tabla 11).
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Se seleccionaron dos analogos de paenipeptina (9 y 16) que mostraron una sinergia prometedora con la rifampicina
para realizar mas pruebas junto con cuatro antibiéticos adicionales con diferentes mecanismos de accién.
Especificamente, la claritromicina y la eritromicina bloquean la sintesis de proteinas, mientras que la vancomicina y la
ampicilina inhiben la biosintesis de la pared celular. Estos cuatro antibiéticos, cuando se usaron solos, no fueron
eficaces contra los patégenos gramnegativos (CIM 232 pg/ml). Cuando se combind con los analogos 9y 16 a razén
de 4 pyg/ml, la claritromicina mostré un aumento de 2.048 a 8.192 veces en su actividad contra ATCC 19606 de A.
baumannii y ATCC 13883 de K. pneumoniae (Tabla 12). En presencia de los analogos 9y 16 a razén de 4 ug/ml, la
eritromicina exhibié un aumento moderado (de 64 a 512 veces) contra estos dos patdégenos. Curiosamente, los
analogos 9 y 16 potenciaron la actividad de la vancomicina contra A. baumannii pero no contra K. pneumoniae. No se
observé ningln efecto sinérgico entre los anélogos 9 o 16 y la ampicilina (Tabla 12).
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Interaccién de analogos de paenipeptina con lipopolisacaridos y acido lipoteicoico.

Para identificar la diana de unién inicial de la paenipeptina en la superficie celular, se investigaron LPS o LTA
purificados para determinar su impacto en las actividades bactericidas del analogo 17 de paenipeptina. Para estudios
con LPS, ATCC 27853 de P. aeruginosa se diluyé con TSB para contener aproximadamente 10° UFC/ml. A la
suspensién celular se le afiadié LPS purificado de O111:B4 de E. coli (Sigma) a una concentracién final de 10, 25, 50
o 100 pg/ml. A continuacién, se afiadié el analogo 17 de paenipeptina a una concentracion final de 16 ug/ml. Las
mezclas se incubaron a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante 60 min. Las células supervivientes se cuantificaron
mediante siembra en TSA. Hubo tres experimentos independientes con una réplica en cada experimento. Para los
experimentos con LTA, se diluyé ATCC 29213 de S. aureus a ~10% UFC/ml y se mezcld con LTA (Sigma) aislado de
S. aureus a una concentracion final de 10, 25, 50 o 100 pg/ml. Después de la adicién del analogo 17 a una
concentracion final de 32 pg/mly la incubacién a 37 °C con agitacién a 200 rpm durante 60 min, se enumeraron las
células supervivientes de S. aureus mediante siembra en TSA. Hubo cuatro experimentos independientes con una
réplica en cada experimento.

El LPS purificado tuvo un impacto significativo en la actividad antimicrobiana del analogo 17 de paenipeptina contra
ATCC 27853 de P. aeruginosa. La adicién de LPS purificado a una concentracién alta (100 pg/ml) neutralizé la
actividad bactericida de 17 (figura 3A). Se observé una tendencia similar para los analogos 7, 8, 9 y 12 (datos no
mostrados). Estos resultados sugieren que la paenipeptina tiene una alta afinidad por el LPS de la membrana externa
de las bacterias gramnegativas. Por lo tanto, es probable que el LPS en la superficie celular de las bacterias
gramnegativas sea la diana de unién inicial de la paenipeptina. En las bacterias grampositivas, los 4cidos lipoteicoicos
(LTA) cargados negativamente son un componente importante en la superficie celular. Como se muestra en la figura
3B, a razén de 100 pg/ml, el LTA purificado redujo significativamente la actividad antibacteriana del analogo 17 contra
ATCC 29213 de S. aureus. EI LTA a razén de 50 pg/ml mostré cierta inhibicién, pero el efecto no fue estadisticamente
diferente del control sin LTA. Estos resultados sugieren que el LTA en bacterias grampositivas también puede servir
como una molécula de acoplamiento para las paenipeptinas, probablemente a través de interacciones electrostéaticas.
Esto es consistente con la observacién de que el LTA cargado negativamente se notificé como la diana inicial de varios
péptidos catidnicos, incluyendo nisina y brevibacilina.

Ensayo de integridad de la membrana citoplasmatica.

La alteracién del potencial de membrana después del tratamiento con paenipeptina se determiné usando la sonda
fluorescente yoduro de 3,3'-dipropiltiadicarbocianina [DiSCs(5); Invitrogen]. DiSCs(5) es un colorante sensible al
potencial de membrana, que se acumula en las membranas citoplasmaticas polarizadas y se autoinactiva. Para cada
ensayo, se diluyd 1/100 en TSB durante una noche un cultivo de ATCC 27853 de P. aeruginosa o ATCC 29213 de S.
aureus y se cultivé a 37 °C con agitaciéon a 200 rpm durante ~5 h. Después de la incubacidn, las células bacterianas
se recogieron mediante centrifugaciéon a razén de 3660 x g a 4 °C durante 10 min y se lavaron dos veces con un
tampén HEPES 5 mM (pH 7,2, Sigma) complementado con glucosa 5 mM (tampdn A). Las células de S. aureus se
suspendieron de nuevo en el tampén A, mientras que las células de P. aeruginosa se suspendieron de nuevo en el
tampén B (tampédn A complementado con EDTA 0,2 mM), que se sabe que promueve la captacién de DiSCs(5) por
bacterias gramnegativas. Se afiadié DiSCs(5) a las suspensiones celulares a una concentracién final de 0,5 UM,
seguido de una incubacién durante 15 min a temperatura ambiente. Después de la incubacién, se afiadié KCl a una
concentracién final de 100 mM. Se afiadieron alicuotas (90 pl) de la suspensién celular con DiSCs(5) integrado a los
pocillos de una microplaca NBS de color negro (Coming Inc.). A esto le siguié la adicién de 10 ul del analogo 17 de
paenipeptina a una concentraciéon final de 8-64 pyg/ml. El aumento de la sefial de fluorescencia debido a la
despolarizacién de la membrana y la liberacién de la sonda DiSC3(5) de las células bacterianas se registré usando un
lector multimodo de imagenes celulares (Cytation 3, BioTek) a una excitacién de 622 nm y una emisién de 670 nm.
Hubo tres experimentos independientes con una réplica en cada experimento.

Ensayo de liberacién de iones de potasio.

Los iones de potasio que se filtraron de las células bacterianas tratadas con paenipeptina se midieron usando una
sonda sensible a K* (PBFI; Invitrogen), que es impermeable a las células bacterianas sanas. Se prepararon
suspensiones celulares de ATCC 29213 de S. aureus y ATCC 27853 de P. aeruginosa en el tampén A usando los
mismos procedimientos mencionados anteriormente en el ensayo de integridad de la membrana citoplasmatica. Se
dispensaron alicuotas (90 ul) de células bacterianas en pocillos de una microplaca NBS de color negro. La sonda
sensible a K* de PBFI se afiadié a la suspensidn celular a una concentracién final de 2 uM. A esto le siguié la adicion
de 10 ul del andlogo 17 de paenipeptina a una concentracién final de 8-64 ug/ml. Se registr6 un cambio en la
fluorescencia correspondiente a la concentracién de iones de potasio en el tampén usando un lector multimodo de
imagenes celulares (Cytation 3, BioTek) a una longitud de onda de excitacién de 346 nm y una longitud de onda de
emisién de 505 nm. Hubo tres experimentos independientes con una réplica en cada experimento.

Las células bacterianas mantienen un gradiente de protones a través de la membrana citoplasmatica donde el
gradiente de potencial eléctrico es un componente principal de la fuerza motriz de los protones. Como se muestra en
las figuras 4A-4B, el analogo 17 de paenipeptina a 216 ug/ml despolarizé el potencial de membrana como se evidencia
por el aumento de la fluorescencia debido a la liberacién de una sonda DiSCs(5), que solo se acumula en membranas
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celulares polarizadas sanas. Ademas, el analogo 17 a razén de 32-64 pg/ml liberé significativamente iones de potasio
intracelulares de células de P. aeruginosa y S. aureus tratadas (figuras 5A-5B). Por lo tanto, la actividad bactericida
de las paenipeptinas probablemente se puede atribuir a la alteracién y el dafio de las membranas citoplasmaticas.

Analisis estadistico.

Para los ensayos de inactivacién bacteriana, se analizaron los recuentos de células supervivientes al final de cada
experimento. Para las mediciones de fluorescencia, se analizaron los cambios en la intensidad de la fluorescencia
antes y después de afiadir el analogo 17. Todos los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguido
de pruebas de diferencia significativa honesta (HSD) de Tukey usando SPSS Statistics (versiéon 24; SPSS, Inc.,
Chicago, IL, EE. UU.).

Potenciacién de la claritromicina y la rifampicina contra patégenos resistentes a carbapenem

Através de los estudios de la relacidn de estructura-actividad (SAR, por sus siglas en inglés) anteriores, se identificaron
dos analogos (1 y 15), que no son hemoliticos a 128 pg/ml. El anélogo 1 de paenipeptina posee una cadena lipidica
més corta (C6) en comparacion con la paenipeptina C', mientras que el analogo 15 sustituye la cadena lipidica con un
grupo carboxibencilo hidréfobo. Estos dos analogos potenciaron la rifampicina contra dos cepas de referencia, ATCC
19606 de Acinetobacter baumannii y ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae. La naturaleza catiénica de los anélogos
de paenipeptina puede alterar la membrana externa de los patdgenos gramnegativos, lo que promueve la entrada de
antibiéticos hidréfobos para atacar las dianas intracelulares del farmaco. En este estudio, se propuso evaluar la
citotoxicidad de los analogos de paenipeptina (1 y 15) y se determind la posible potenciacién con claritromicina o
rifampicina contra 10 cepas resistentes a carbapenem, incluyendo Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae
del Banco de aislados de resistencia antimicrobiana de la FDA-CDC.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) de claritromicina (un inhibidor de la sintesis de proteinas), rifampicina (un
inhibidor de la sintesis de ARN), nonapéptido de polimixina B, analogos de paenipeptina o sus combinaciones se
determind contra 10 cepas resistentes a carbapenem usando un método de microdilucién. El anélogo 1 o 15 de
paenipeptina por si solo mostrd actividad inhibitoria contra determinados aislados de A. baumannii, tales como AR
0037, AR 0052, AR 0063 y AR 0070, que también fueron susceptibles a la rifampicina (Tabla 13). La mayor
susceptibilidad de estos aislados podria depender de la cepa, con una tasa més alta en A. baumannii, ninguna de las
cinco cepas de K. pneumoniae ensayadas fue susceptible a la paenipeptina o la rifampicina. Las paenipeptinas 1y 15
mostraron una CIM similar en presencia de suero fetal bovino (FBS) al 10 %, que se usd en los experimentos de cultivo
tisular para los ensayos de citotoxicidad. El nonapéptido de polimixina B, que se conoce como potenciador de
antibiéticos, no fue eficaz contra las 10 cepas analizadas (CIM >32 pg/ml) cuando se usé solo (Tabla 13). Como se
muestra en la Tabla 14, la combinacién de nonapéptido de polimixina B con claritromicina o rifampicina mostré un
efecto de potenciacién moderado en comparacién con los analogos de paenipeptina. Por el contrario, los analogos de
paenipeptina aumentaron drasticamente la actividad antibacteriana de la claritromicina y la rifampicina. Por ejemplo,
los analogos 1y 15 de paenipeptina a razén de 4 ug/ml redujeron la CIM de claritromicina contra FDA-CDC AR 0037
de A. baumannii de 16 ug/ml a 0,0313 y 0,0019 pg/ml, respectivamente, lo que correspondid a un aumento de 512 a
8.192 veces en su actividad antibiética (Tabla 14). Estos resultados fueron consistentes con los hallazgos anteriores
donde los anélogos de paenipeptina aumentaron la eficacia de los antibiéticos contra cepas de referencia susceptibles
a los antibidticos.

Tabla 13. Concentracién inhibitoria minima (CIM) de claritromicina, rifampicina, nonapéptido de polimixina B,
analogos 1y 15 de paenipeptina contra 10 patégenos resistentes a carbapenem del Banco de aislados de
resistencia antimicrobiana de la FDA-CDC

Aislados clinicos CIM (pg/ml)
resistentes a los claritromicina rifampicina nonapéptido de anélogo 1 analogo 15
antibiéticos polimixina B Sin FBS  Sin FBS al
FBS® al FBS 10 %
10 %
A. baumannii
FDA-CDC AR 0037 16 2 >32 8 16 8 4
FDA-CDC AR 0052 4 1 >32 2-4 2-4 <05 <0,5
FDA-CDC AR 0063 16-32 1 >32 8-32 32 0,5- 2
4
FDA-CDC AR 0070 2-4 1 >32 2 2-8 <05 0,5-1
FDA-CDC AR 0083 >32 32 >32 32 =232 8- 4-8
16
K. pheumoniae
FDA-CDC AR 0034 >32 16 >32 =232 >32 =232 >32
FDA-CDC AR 0044 >32 32 >32 16 16 32 16-32
FDA-CDC AR 0068 >32 32 >32 >32 >32 >32 >32
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(continuacién)
resistencia antimicrobiana de la FDA-CDC

Aislados clinicos CIM (pg/ml)
resistentes a los claritromicina rifampicina nonapéptido de anélogo 1 analogo 15
antibiéticos polimixina B Sin FBS Sin FBS al
FBS® al FBS 10 %
10 %
FDA-CDC AR 0080 >32 >32 >32 16 32 32 32
FDA-CDC AR 0097 >32 32 >32 >32 16-32 >32 16-32

2FBS: suero fetal bovino; la CIM de los analogos 1 y 15 de paenipeptina se analizé con o sin FBS al 10 %.
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Se usaron ensayos cinéticos de letalidad para determinar la actividad bacteriostatica o bactericida de la claritromicina
o la rifampicina en presencia de analogos de paenipeptina. Los analogos de paenipeptina, la claritromicina y la
rifampicina se usaron en concentraciones terapéuticamente relevantes en los ensayos cinéticos de letalidad. Los
recuentos de bacterias viables se determinaron 0, 2, 4, 6 y 24 h después del tratamiento antimicrobiano. Los recuentos
de bacterias supervivientes al final de 24 h se sometieron a un anélisis de varianza (ANOVA) seguido de pruebas de
diferencia significativa honesta (HSD) de Tukey usando SPSS Statistics (versidén 24; SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.).
Como se muestra en la figura 6A, cuando se usaron solos, los analogos de paenipeptina a razén de 4 pyg/ml y la
claritromicina o la rifampicina a razén de 1 yg/ml no inhibieron el crecimiento de FDA-CDC AR 0063 de A. baumannii
en caldo de soja triptica a 37 °C; la poblacién bacteriana aumenté a 2,1-3,0 log en 24 h. Por el contrario, la poblacién
celular disminuyé de manera constante con el tiempo cuando se traté con el analogo 1 0 15 de paenipeptina junto con
claritromicina o rifampicina. El tratamiento combinado dio como resultado una reduccién de 4,7-5,1 log en 24 h. Se
observé una tendencia similar para un segundo patégeno resistente a carbapenem, FDA-CDC AR 0097 de K.
pneumoniae (figura 6B). Los analogos de paenipeptina, claritromicina o rifampicina por si solos no fueron bactericidas
en las concentraciones ensayadas contra FDA-CDC AR 0097 de K. pneumoniae; la combinacién de analogos de
paenipeptina con claritromicina redujo los recuentos celulares en 2,1-2,5 log en 24 h, mientras que la combinacién con
rifampicina produjo una reduccién de 4,9 log en 24 h en caldo de soja triptica (figura 6B). Por lo tanto, los anélogos de
paenipeptina mas claritromicina o rifampicina fueron significativamente superiores a cada agente individual contra A.
baumannii y K. pneumoniae en caldo de soja triptica.

Para ensayar aln més el potencial terapéutico de los analogos de paenipeptina, se realizaron ensayos cinéticos de
letalidad de paenipeptinas por si solas o junto con otros antibiéticos en suero humano al 95 % in vitro. Sin tratamiento
antimicrobiano, la poblacién de FDA-CDC AR 0063 de A. baumannii aumentd de 58log a 93log en 24 h. La
rifampicina a razén de 4 pyg/ml dio como resultado una reduccién de 1,4 log de la poblacién celular en 24 h, pero otro
tratamiento antibiético Unico no fue eficaz (figura 7A). La rifampicina por si sola también mostré una actividad similar
o ligeramente mejor en comparacién con los tratamientos combinados entre la claritromicina y el analogo 1 0 15 de
paenipeptina. Ademés, la combinacién de rifampicina con el anélogo 1 o 15 de paenipeptina redujo la poblacién
bacteriana en 2,7 log, lo que fue significativamente mejor que cada tratamiento con agente Unico. De manera similar,
los analogos 1y 15 de paenipeptina potenciaron significativamente la claritromicina contra FDA-CDC AR 0063 de A.
baumannii, lo que llevé a una reduccién de 1,3 y 0,7 log, respectivamente, en 24 h en suero humano al 95 %. (Figura
7A).

El suero humano exhibié un efecto bacteriostatico contra FDA-CDC AR0097 de K. pneumoniae; los recuentos de
células bacterianas superiores a 24 nunca superaron la poblacidén bacteriana inicial. También se observé que el suero
humano inhibié el crecimiento de una cepa de referencia, ATCC 13883 de K. pneumoniae (datos no mostrados). De
manera similar, otros investigadores notificaron el efecto inhibidor del suero humano contra determinadas cepas de K.
pneumoniae (7, 8). La presencia de suero humano mejor6 la eficacia bactericida del anélogo 1 de paenipeptina, que
inactivé 4,2 log de células de K. pneumoniae en 24 h (figura 7B). La combinacién del anélogo 1 con claritromicina o
rifampicina dio como resultado una reduccién de 4,9 log en la poblacién bacteriana en 24 h, aunque el tratamiento
combinado no fue estadisticamente mejor que el analogo 1 solo en suero humano al 95 %. El analogo 15 de
paenipeptina, que difiere del analogo 1 en el extremo N, no mostré actividad bactericida ni potencié la claritromicina
contra FDA-CDC ARO0097 de K. pneumoniae en suero humano. Sin embargo, cuando el analogo 15 se combiné con
rifampicina, se logré una reduccién de 4,6 log en 24 h (figura 7B). Por lo tanto, la combinacién entre el analogo 15y la
rifampicina fue significativamente mejor que el tratamiento Unico respectivo contra K. pneumoniae en suero humano
al 95 %.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién antimicrobiana que comprende un lipopéptido lineal, comprendiendo el lipopéptido un péptido que
tiene al menos un 66 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 interpuesto entre un extremo lipéfilo -R' y un
extremo amino -NR2R?,

en donde R comprende un alcanoilo C>-Coo sustituido, ramificado o no ramificado de férmula R3-CH(NH2)-C(=0)-
, en donde R® se selecciona del grupo que consiste en alquilo, alquenilo, cicloalquilo, fenilalquilo y bifenilalquilo, y
en donde R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno o un alquilo C4-Ce.

2. La composicién de la reivindicacién 1, en donde:

(a) el lipopéptido tiene una concentracién inhibitoria minima inferior o igual a 8,0 pg/ml contra un microbio en un
medio de cultivo;

(b) el lipopéptido tiene una concentracién bactericida minima inferior o igual a 16,0 ug/ml contra un microbio en un
medio de cultivo;

(c) el lipopéptido tiene un porcentaje de hemolisis inferior o igual al 50,0 % a una concentracién de lipopéptido de
128 pg/mil;

(d) el lipopéptido tiene un porcentaje de viabilidad superior o igual al 50,0 % a una concentracién de lipopéptido de
105 pg/ml;

(e) el lipopéptido tiene un factor de sensibilizacién superior o igual a 128 para un agente antimicrobiano contra un
microbio, en donde, opcionalmente, el agente antibacteriano se selecciona del grupo que consiste en ampicilina,
claritromicina, eritromicina, rifampicina y vancomicina;

(f) la composicién tiene una cantidad eficaz del lipopéptido para una actividad antibiopelicula de al menos una
reduccién de 2,0 log en microbios viables sobre una superficie; o

(g) cualquier combinacién de los mismos.

3. La composicién de la reivindicacidén 2, en donde el microbio es:

(i) una bacteria gramnegativa, en donde, opcionalmente, la bacteria gramnegativa se selecciona del grupo que
consiste en E. coli, A. baumannii, E. cloacae, K. pneumoniae y P. aeruginosa;

(i) una bacteria grampositiva, en donde, opcionalmente, la bacteria grampositiva se selecciona del grupo que
consiste en E. faeciumy S. aureus,

(iii) una bacteria farmacorresistente, en donde, opcionalmente, la bacteria farmacorresistente es una bacteria
resistente a carbapenem, una bacteria resistente a meticilina o una bacteria resistente a polimixina; o

(iv) una combinacién de (i) y (iii) o (ii) y (iii).

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el péptido comprende R'-X'-X2-X3-X4-X5-
XO-X7-XB-X-NR2R3 y

X' se selecciona del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Lys y Arg;

X2 se selecciona del grupo que consiste en lle, Val, Phe, Dap y Phephe;
X3 se selecciona del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Thr, Lys y Arg;
X* se selecciona del grupo que consiste en dLeu, dPhe y Phephe;

X5 se selecciona del grupo que consiste en Leu, Phe y Phephe;

X® se selecciona del grupo que consiste en Dab, Orn, Dap, Lys y Arg;

X7 se selecciona del grupo que consiste en dVal, dLeu, dPhe y Phephe;
X8 se selecciona del grupo que consiste en Leu, Phe, Phephe y Octgly; y
X® se selecciona del grupo que consiste en Ser y Dab.

5. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde R? y R® se seleccionan de hidrégeno.

6. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el lipopéptido es

NH,
0 0z o 0
H H £ H\)OL H H
- N\:)Lﬁ N\(lﬁ LN " N y H'\_./lLNHz
a o] Q Q ~aH
KH NH,
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7. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que comprende ademas un agente
antimicrobiano.
15

8. La composicidn de la reivindicacién 7, en donde:

(a) el agente antimicrobiano tiene una concentracién inhibitoria minima contra un microbio en presencia del
lipopéptido inferior a una concentracién inhibitoria minima contra el microbio en ausencia del lipopéptido en un
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medio de cultivo;

(b) el agente antimicrobiano tiene una concentracién bactericida minima contra un microbio en presencia del
lipopéptido inferior a una concentracién bactericida minima contra el microbio en ausencia del lipopéptido en un
medio de cultivo;

(c) el lipopéptido tiene un factor de sensibilizacién superior o igual a 128 para el agente antimicrobiano contra un
microbio, en donde, opcionalmente, el agente antimicrobiano se selecciona del grupo que consiste en ampicilina,
claritromicina, eritromicina, rifampicina y vancomicina;

(d) la composicién tiene una cantidad eficaz del lipopéptido y/o el agente antimicrobiano para una actividad
antibiopelicula de al menos una reduccién de 2,0 log en microbios viables sobre una superficie; o

(e) cualquier combinacién de los mismos.

9. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y un excipiente, un portador o un diluyente farmacéuticamente
aceptables.

10. Un producto antibiopelicula que comprende una cantidad eficaz de la composicién de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-8, formulado para su aplicacién sobre una superficie, en donde, opcionalmente, la superficie
es una superficie de dispositivo médico, una superficie de instrumento médico, una superficie de implante médico, una
superficie de vendaje, una superficie de herida o la piel, en donde, opcionalmente, el producto esta formulado como
una nebulizacidén, un ungiento, un gel, una espuma, una pasta, un hidrogel o un hidrocoloide.

11. Un vendaje que comprende un apésito y una cantidad eficaz de la composiciéon de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-8 para tratar o prevenir una infeccién microbiana o una biopelicula microbiana sobre una herida
o la piel, opcionalmente, el apésito comprende un tejido, una esponja, un alginato, un coldgeno, una pelicula, una
lamina de gel, un relleno para heridas, un hidrogel, un hidrocoloide o una combinacién de los mismos.

12. Un método para inhibir la proliferacién, para destruir o para sensibilizar un microbio in vitro, comprendiendo el
método poner en contacto el microbio con una cantidad eficaz de la composiciéon de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-8.

13. Un método para prevenir la formacién de una biopelicula sobre una superficie o inhibir la proliferacién, para destruir
o para sensibilizar un microbio en la biopelicula in vitro, comprendiendo el método poner en contacto la superficie o
una biopelicula dispuesta sobre la misma con una cantidad eficaz de la composicién de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-8, o el producto antibiopelicula de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde, opcionalmente,
la superficie es una superficie de dispositivo médico, una superficie de instrumento médico, una superficie de implante
médico o una superficie de vendaje.

14. Una composicién, producto o vendaje para su uso para prevenir la formacién de una biopelicula en una herida o
la piel o para inhibir la proliferacién, para destruir o para sensibilizar un microbio en la biopelicula que comprende una
cantidad eficaz de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, la composicién
farmacéutica de la reivindicacién 9, el producto antibiopelicula de la reivindicacién 10 o el vendaje de la reivindicacién
11.

15. Una composicion, producto o vendaje para su uso para prevenir una infeccién microbiana o tratar la infeccion
microbiana en o sobre un sujeto, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o la composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 9, el
producto antibiopelicula de la reivindicacién 10 o el vendaje de la reivindicacién 11.
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