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Abreviaturas

ABREVIATURAS
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Amp Ampicilina

AMPs Péptidos antimicrobianos o AntiMicrobial Peptides
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CBP Proteina de unidn a colina o choline-binding protein
CBR Residuo de unidn a colina o choline-binding repeat

CBS Sitio de unidn a colina o choline-binding site

cD Dicroismo circular

CDC Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
Cden-EA  Medio C+Y donde la colina es remplazada por la etanolamina
CECT Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

CLsI Instituto de Estandares del Laboratorio Clinico

CLSM Microscopio (y microscopia) de barrido laser confocal
CcM5 Carboximetildextrano

cMC Concentracidn critica micelar

cmi Concentracién minima inhibitoria

CpH8 Medio C ajustado a pH 8

cv Cristal violeta

DEAE Di-etilaminoetanol

DEAPA N, N-dietil-1,3-diaminopropano
diSC3-5 3,5-dipropiltiacarbocianina
DMEM Dulbecco Modifies Eagle Medium

DNA Acido desoxirribonucleico

DO Densidad dptica

DOC Desoxicolato sédico

DPC Dodecilfosfocolina

DPH 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno

EA Etanolamina

EBA Ester de amina biciclica

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
EMA Agencia Europea de Medicamentos
ENI Enfermedad neumocdcica invasiva
EPS Sustancias poliméricas extracelulares
Eri Eritromicina

ermC Eritromicina ribosoma metilasa
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FCS
FDA
FESEM
FM

G
GalNAc
GFP
GIcNACc
gx-cho
gx-P4A
HPA
hpf
hpi
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IPTG
Kan

LB

LTA

LZ
MTT
MurNAc
NAD
NHS
Nov
NPM
NTHi
OoMS
PBP
PBS
P-Cho
PG
PMt
PPI
PspA

R

rpm
RPMI
S

sBHI
SDS
SPR
TA
TAE
TEM

Suero de ternera fecal

Administracién de Medicamentos y Alimentos
Microscopio (y microscopia) de barrido de emisién de campo
Moddulo funcional o functional module

Generacion

N-acetil-galactosamina

Proteina verde fluorescente

N-acetil-glucosamina

Dendrimeros de colina de x generaciones
Dendrimeros de P4A de x generaciones

Aglutinina de Helix pomatia

Horas post-fertilizaciéon

Horas post-infeccion

Concentracion inhibitoria al 50 %

Isopropil-B-D-1- tiogalactopirandsido

Kanamicina

Medio Luria-Bertani

Acido lipoteicoico

Cremallera de leucinas

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
N-acetil-murdmico

Dinucleodtido de nicotinamida adenina
N-hidroxisuccinimida

Novobiocina

Nanoparticulas magnéticas

Haemophilus influenzae no tipificables

Organizacion Mundial de la Salud

Proteina de unién a penicilina

Tampodn fosfato salino

Fosforilcolina

Peptidoglicano

Peso molecular tedrico

Polipropilénimina

Proteina A de superficie

Resistente

Revoluciones por minuto

Medio roswell park memorial institute

Svedberg

BD Brain Heart Infusion suplementado con hemina y NAD
Dodecilsulfato sédico

Resonancia de plasmon superficial

Acido teicoico

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM 4cido acético, pH 8,0
Microscopio (y microscopia) electrénica de transmision
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U Unidades de actividad enzimatica

UFC Unidades formadoras de colonia

UNICEF Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia

VNC Vacuna neumocécica conjugada

VNP Vacuna neumocdcica polisacarida

WTA Acido teicoico unidos covalentemente a la pared celular
£ Coeficiente de extincion tedrico

Aminoacidos
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Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
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Leucina

Lisina
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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una de las bacterias mundialmente
mas relevantes causante de varias enfermedades como neumonias, meningitis y otitis
media. La vacunacion contra neumococo y el tratamiento con antibidticos constituyen
dos estrategias de lucha contra este patdégeno que resultan incompletas debido a la
enorme variedad serotipica de este microorganismo y a los crecientes niveles de
resistencia a los antibidticos. Estos problemas inducen a la busqueda de dianas
terapéuticas alternativas frente a las que se desarrollen nuevos antimicrobianos que
soslayen las complicaciones derivadas de la resistencia a antimicrobianos. Las proteinas
de unién a colina (CBPs) de S. pneumoniae comprenden una familia de polipéptidos
modulares involucrados en eventos esenciales para la viabilidad y virulencia de este
patégeno. Las CBPs reconocen los residuos de colina presentes en los acidos teicoicos
utilizando los llamados médulos de uniéon a colina (CBMs), constituidos por motivos

repetidos de unos 20 residuos (CBRs, repeticiones de unién a colina).

El propdsito principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos frente a S. pneumoniae, focalizando la investigacion en la familia de las
CBPs. En concreto la Tesis se puede dividir en tres lineas en base a cada uno de los

compuestos estudiados:
Esteres de aminas biciclicas (EBAs)

Los EBAs son analogos de colina que se disefiaron inicialmente como inhibidores
de las CBPs, sin embargo, estudios anteriores demostraron actuar como inhibidores del
crecimiento de S. pneumoniae presentando una actividad litica inesperada. En este
trabajo se demuestra que los EBAs actian como desestabilizadores de la membrana
celular. Se ha analizado la actividad inhibidora y desintegradora de los EBAs en
biopeliculas neumocécicas, el compuesto EBA 31 produjo el mayor efecto sobre las
biopeliculas de S. pneumoniae, asi como en biopeliculas mixtas de S. pneumoniae y
Haemophilus influenzae no tipificable. Ademas, los EBAs resultaron ser efectivos frente
a la proliferacidn de promastigotes de Leishmania donovani. Estos resultados respaldan
el papel de los EBAs como una alternativa prometedora para el desarrollo de nuevos
farmacos antimicrobianos de amplio espectro, debido posiblemente a su capacidad
desestabilizadora de la membrana celular, siendo efectivos frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas, asi como frente a patdgenos eucariotas.



Moédulos de unién a colina (CBMs)

Se ha estudiado la capacidad de tres CBMs naturales (C-ClytA, C-Cpl1, C-CbpD) y
un derivado (LZ-C-LytA) para competir con los CBPs del huésped por el acceso a la colina
en la superficie bacteriana, con el objetivo de interferir con la actividad de este ultimo.
La interaccién de los CBMs con colina libre y mimicos sintéticos de la pared celular se
evalué mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular, asi como
resonancia de plasmdn superficial. Por otro lado, la adicidon exédgena de CBM a cultivos
plancténicos neumocdcicos causd el encadenamiento celular, la agregacion y la
sedimentacidn bacteriana. Este resultado nos llevé a evaluar la capacidad de los CBMs
para promover la fagocitosis bacteriana por los macréfagos peritoneales, lo que sugiere
gue estos polipéptidos podrian constituir la base para candidatos antimicrobianos

prometedores basados en la induccién natural del sistema de defensa del huésped.
Péptidos derivados de la autolisina de LytA

Estudios previos del laboratorio habian demostrado que la secuencia de un CBR
aislado de la autolisina LytA (P4A) dispone de toda la informacion necesaria para adquirir
una estructura similar a la nativa y siendo capaz de reconocer especificamente la colina,
aungue con afinidad residual. Con el propdsito de encontrar el minimo requerimiento
estructural necesario para obtener un efecto similar al obtenido en las CBMs se llevo a
cabo el estudio de versiones simplificadas, del péptido P4A y construcciones derivadas
de éste por duplicacion y triplicacion de la misma secuencia en tandem (P4B y P4C). Se
evallo la interaccidén de los péptidos por colina libre, asi como se estudié el cambio
conformacional de horquilla B a hélice a inducido por micelas de detergente. Se
comprobé que los péptidos P4B y PAC ejercen un efecto bactericida sobre cultivos in
vitro de neumococo debido a la salida prematura de la amidasa LytA causada por la
perturbacién de la membrana celular. Con el propdsito de incrementar su eficacia por
efectos de multivalencia se procedié al disefio de dendrimeros conteniendo varias
copias del péptido P4A (g2-P4A y g3-P4A). Los compuestos g2-P4A y g3-P4A provocaron
la destruccion bacteriana a bajas concentraciones (orden nanomolar) mediante un
mecanismo independiente de las enzimas liticas del patégeno y de la presencia de colina
en la superficie. Finalmente se evaluo la eficacia del dendrimero g3-P4A en modelos
animales de pez cebra demostrando ejerce un efecto protector frente a enfermedad

neumococica.



SUMMARY

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a Gram-positive bacterium
responsible for infections with high impact such as pneumonia, meningitis and otitis
media. Pneumococcal vaccination and antibiotic treatment are two strategies to combat
this pathogen, but they are incomplete due to the wide serotype variety of S.
pneumoniae and the increasing levels of resistance to traditional antibiotics. These
problems foster the search for alternative therapeutic targets for the development of
new antimicrobials that avoid complications arising from antimicrobial resistance.
Choline binding proteins (CBPs) of S. pneumoniae are a family of modular polypeptides
that play essential roles for this pathogen. CBPs recognize choline residues present in
teichoic acids using the so-called choline binding modules (CBMs), which in turn contain

repeated motifs of around 20 residues (CBRs, choline binding repeats).

The main purpose of this Doctoral Thesis is the development of new
antimicrobial agents against S. pneumoniae, with a focus on the CBP family. This Thesis

has been structured in three sections according to the studied compounds:

Esters of bicyclic amines (EBASs)

EBAs are choline analogs that were initially designed as inhibitors of CBPs.
However, previous studies had shown to act as growth inhibitors of S. pneumoniae,
displaying an unexpected lytic activity. In this work, we demonstrate that EBAs are
destabilizers of the membrane cell. The inhibitory and disintegrating activity of EBAs in
pneumococcal biofilms was tested. The EBA 31 compound produced the highest effect
in the biofilms of S. pneumoniae, as well as in mixed biofilms formed by S. pneumoniae
plus non-typeable Haemophilus influenzae. In addition, EBAs proved to be effective
against the proliferation of promishigotes from Leishmania donovani. These results
support the role of EBAs as a promising alternative for the development of new broad-
spectrum antimicrobial drugs, being effective against Gram-positive and Gram-negative

bacteria, as well as against to eukaryotic pathogens.



Choline binding modules (CBMs)

We have tested the ability of three natural CBMs (C-LytA, C-CbpD, C-Cpl1) and
one engineered derivative (LZ-C-LytA) to compete with host CBPs for the access to
choline on the bacterial surface, with the aim of interfering with CBPs activity. The
interaction of the CBMs with free choline and synthetic cell-wall mimics was evaluated
by fluorescence and circular dichroism spectroscopies, as well as surface plasmon
resonance. On the other hand, exogenous addition of CBMs to pneumococcal planktonic
cultures caused cell-chaining, bacterial aggregation and sedimentation. This result
prompted us to assess the capacity of CBMs to promote bacterial phagocytosis by
peritoneal macrophages, suggesting that these polypeptides might constitute a
promising basis for antimicrobial candidates based on the natural induction of the host

defense system.

Peptides derived from LytA autolysin

Previous laboratory studies had shown that an isolated CBR from the
pneumoccocal LytA autolysin (P4A) has sufficient information to acquire a native-like
structure, being able to recognize choline, although with residual affinity. In order to
find the minimum number of repeats necessary to obtain a similar effect than natural
CBMs, the analysis of simple constructions resulted from duplication and triplication of
the P4A sequence (P4B and P4C peptides) was carried out. Next, we evaluated the
interaction of the peptides with free choline, as well as the conformational change from
B-hairpin to a-helix as induced by detergent micelles. Moreover, P4B and P4C peptides
showed bactericidal activity in pneumococcal cultures due to the premature release of
LytA amidase caused by cell membrane alteration. In order to increase its effectiveness
through multivalence effects, dendrimers with several copies of P4A peptide (g2-P4A
and g3-P4A) were synthetized and assayed. Here we demonstrate that g2-P4A and g3-
P4A compounds are potent antimicrobials at very low concentrations (nanomolar order)
by a mechanism independent of host lytic enzymes or the presence choline on the
surface. Finally, assays on zebrafish infection models showed that g3-P4A exerts a

protective effect against pneumococcal disease in vivo.
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Introduccion

1. CARACTERISTICAS GENERALES Y ASPECTOS HISTORICOS

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram-positiva,
anaerobia facultativa y catalasa negativa de 0,5-1,25 um de longitud (Figura 1), que se
encuentra frecuentemente formando parte de la microbiota del tracto respiratorio

superior humano . Es una bacteria inmovil que no forma enddsporas.

Figura 1. Imagen por microscopia electrénica de una seccién longitudinal de diplococos de S.
pneumoniae (cepa R6CIB17). Imagen tomada por la autora de la tesis.

S. pneumoniae fue descubierto de forma independiente y casi simultanea en
1881 por los microbidlogos Louis Pasteur en Francia 2 y George Sternberg en Estados
Unidos 3. En 1884, el bacteriélogo danés Christian Gram desarrollé la tincion que lleva
su nombre, no tanto para diferenciar bacterias sino para facilitar la visualizacién del
neumococo en el tejido pulmonar 4. Este microorganismo ha recibido desde entonces
una gran variedad de denominaciones, habiéndose designado como Micrococcus
pneumoniae °, mas tarde como Diplococcus pneumoniae ®y, finalmente, Streptococcus

pneumoniae ’, siendo esta Ultima denominacidn aceptada oficialmente en 1980.

S. pneumoniae ha desempenado un papel central en el desarrollo de la biologia
molecular. El cientifico britanico Frederick Griffith obtuvo en 1928 la primera evidencia
de transformacién genética bacteriana trabajando con S. pneumoniae. Como parte de
sus experimentos, Griffith inyecté conjuntamente en ratones una cepa encapsulada

(virulenta) inactivada por calor, junto con una cepa no encapsulada (no virulenta).
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Comprobd que en los ratones se desencadenaba una infeccién mortal, y que los
microorganismos que se aislaban del animal eran de tipo capsulado 8. Lo que no supo
dilucidar en ese momento es que el responsable de este cambio era el DNA procedente
de la cepa encapsulada, y denomind la sustancia responsable de este efecto como
e o R . o . e .

principio transformante”. Afios mas tarde el principio fue identificado a nivel molecular
gracias a las investigaciones de Oswald Avery, Maclyn McCarty y Colin MaclLeod, quienes

demostraron que el DNA constituye la unidad bésica del material genético °.

La identificacién microbioldgica de S. pneumoniae se realiza por varias técnicas.
Al cultivarse en placas de agar sangre, neumococo origina la lisis de los glébulos rojos
mediante: 1) alfa-hemadlisis en condiciones aerébicas (oxidacion de la hemoglobina de
la sangre a metahemoglobina por el peréxido de hidrogeno secretado por la bacteria,
apareciendo un halo verdoso alrededor de la colonia) %12, y 2) beta-hemdlisis en
condiciones anaerobias (se produce la lisis total de los glébulos rojos por
desestabilizacion y rotura de la membrana celular debido a la accién de la neumolisina,
apareciendo un halo transparente alrededor de la colonia) 3. Ademds, nheumococo se
solubiliza en sales biliares como el desoxicolato sdédico (DOC), agente que dispara la
accién incontrolada de la principal autolisina de neumococo, LytA, una N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa, que hidroliza la pared celular provocando la autolisis
del cultivo al final de la fase estacionaria en un proceso dependiente de colina como se
describird mds adelante. Esta prueba permite diferenciar S. pneumoniae (soluble en

sales biliares) de otros estreptococos alfa-hemoliticos (no solubles en sales biliares) 141,

La estructura mdas externa de neumococo es la cdpsula 16, formada por
polisacaridos que se encuentran unidos mediante enlaces covalentes al peptidoglicano
(PG) de la pared celular, o a componentes de la membrana plasmatica *’*°. Las
diferencias en la inmunoquimica de dichos polisacaridos han permitido identificar hasta
el momento 98 tipos seroldgicos distintos 2921, Los diferentes serotipos a su vez se
clasifican en serogrupos, con un total de 46, numerados del 1 al 48 (los numeros 26 y 30

no se utilizan) 22,
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2. EPIDEMIOLOGIA

Las enfermedades causadas por S. pneumoniae constituyen un importante
problema de salud publica a nivel mundial 232 S. pneumoniae se encuentra
comunmente de forma asintomadtica en la nasofaringe de individuos sanos, siendo mas
frecuente en nifios (20-50 %) que en adultos (5-20 %) !, proporcionando asi un reservorio
natural y un mecanismo de transmision entre personas 2>, Neumococo es un patégeno
oportunista que afecta especialmente a huéspedes con un sistema inmunoldgico poco
desarrollado, debilitado o deteriorado, por lo que existe una mayor tasa de incidencia

de la infeccién en nifios menores de dos afios y en ancianos *.

Las enfermedades de mayor relevancia que produce la infeccién neumocdcica
son la neumonia, meningitis, otitis media y sepsis ?°. La heumonia neumocdcica es la
principal causa de morbilidad y mortalidad por infeccién respiratoria de la poblacién
infantil y anciana a nivel mundial; afecta tanto a paises desarrollados como en vias de
desarrollo, aunque la mayor prevalencia se da en el sur de Asia y en Africa subsahariana,
y en 2016 fue responsable de un total de 1.189.937 muertes en el mundo ?*. De hecho,
la Organizacién Mundial de la salud (OMS) y el Fondo de las Naciones Unidas para la
Infancia (UNICEF) catalogan la neumonia como “el asesino olvidado de los nifios” %722,
A su vez, S. pneumoniae es también el principal agente causal de otitis media %°, siendo
el principal motivo de infeccidn en bebes y en nifios menores de 5 afios: a los 12 meses
de edad, mas del 60 % de los nifios han tenido al menos un episodio de otitis media

aguda 3°,

Por su parte, neumococo es considerado como un patogeno de prioridad media
(grupo 3) en la lista de «patogenos prioritarios» resistentes a antibidticos publicada por
la OMS 3%, Este listado es una herramienta elaborada para tratar de guiar y promover la
investigacion y desarrollo (I+D) de nuevos antibidticos, con el propdsito de combatir el
creciente problema mundial de resistencia a los antimicrobianos. Ademas el Centro para
el Control y la Prevencidon de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos clasifica S.

pheumoniae como microorganismo con un nivel de amenaza grave 2.
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En cuanto a la distribucion de los serotipos de S. pneumoniae causantes de la
enfermedad neumocdcica, se ha identificado que tras la introduccion de la primera
vacuna conjugada polivalente (VNC7) el serotipo 19A fue la principal causa de
enfermedad neumocdcica en América, Europa y el Pacifico occidental con una
prevalencia aproximadamente del 20% de los casos estudiados, junto con otros
serotipos no incluidos en VNC7 33, Tras la administracion de vacunas de mayor alcance
(VNC10 y VNC13) en América del Norte y Europa, aproximadamente la mitad de los
casos de enfermedad neumocdcica en la nifiez se debieron a serotipos no incluidos en
las vacunas y la contribucién global especifica del serotipo 19A fue menor 33. En concreto
en Europa, las principales cepas causantes de la enfermedad fueron 12F, 10A, 24F, 22F

y 15C, mientras que en América del Norte fueron 22F, 33F, 15B, 38 y 35B 33,

3. ESTRATEGIAS ACTUALES CONTRA S. pneumoniae

3.1. Vacunas

Existen actualmente dos tipos de vacunas antineumocodcicas disponibles: la
constituida por polisacaridos capsulares (VNP) y las vacunas conjugadas (VNC). La VPN
que se comercializa en la actualidad (VNP23, Pneumovax23 ®) contiene polisacaridos
capsulares de 23 serotipos diferentes (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F y 33F). Esta vacuna esta indicada para personas de
50 afios de edad en adelante, y para mayores de 2 afios que presenten un alto riesgo de
contraer la enfermedad neumocécica. La respuesta inmune tras la recepcion de esta
vacuna es de tipo T independiente (no se establece memoria inmune mediada por
células T) y por tanto su efecto es de corta duracién. Ademas, en los nifios menores de
dos afos es poco inmunogénica, ya que los antigenos vacunales estimulan las células de

la zona marginal esplénica B que no maduran hasta pasada esa edad 3.

Por su parte, las VNC utilizan polisacaridos capsulares como antigenos a los que
se les une covalentemente una proteina transportadora de gran capacidad
inmunogénica, cominmente CRM197, una variante no tdxica de la toxina diftérica 3°.
Estas vacunas si estimulan la respuesta mediada por linfocitos T, posibilitando asi una

respuesta inmune mas efectiva y permanente. Ademas, es apta para nifios menores de
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dos afios, los cuales constituyen uno de los principales grupos de riesgo 34. Al contrario
qgue la vacuna VNP23, las vacunas conjugadas no provocan fendmenos de respuesta
inmunolégica o tolerancia inmune tras dosis repetidas y disminuyen la colonizacién
nasofaringea de la mayoria de los serogrupos vacunales al proporcionar inmunidad en
las mucosas. La vacuna neumocdcica conjugada heptavalente (VNC7; Prevenar®, Pfizer)
fue la primera de este tipo que se comercializd para su uso en poblacién pediatrica, e
incluia los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F. La implementacién generalizada de
VNC7 dio lugar a una disminucién de la carga global de enfermedad neumocdcica
invasiva (ENI) y de las hospitalizaciones asociadas a neumonia, teniendo efecto no solo
en niflos vacunados, sino también en nifios y adultos no vacunados (inmunidad de
grupo) 3638 Sin embargo, la colonizacién por serotipos no incluidos en la VNC7 se
incrementod considerablemente con posterioridad, principalmente por el serotipo 19A,
que se identificod consistentemente como el mas frecuente asociado con los casos de ENI
33,39 posteriormente se desarrollaron vacunas de mayor valencia: la 10-valente (VNC10;
Synflorix®, GSK), que incluye los siete serotipos de VNC7 mas los serotipos 1,5y 7F, y la
13-valente (VNC13; Prevnarl3®, Wyeth/Pfizer), conteniendo los mismos serotipos que
aparecen en la VNC10 mas el 3, 6A y 19A. En los ultimos afios se ha desarrollado la
vacuna 15-valente, que cubre los mismos serotipos que VNC13 mas 22F y 33 40, VNC15
muestra un perfil de seguridad aceptable y provoca un aumento sustancial de
anticuerpos frente a todos los serotipos incluidos en la vacuna #!, y en la actualidad se
encuentra en estudios preclinicos #2. En Espafia actualmente se dispone de tres vacunas

antineumocdcicas: VNP23, VNC10 y VNC13 34,

Sin embargo, las estrategias de vacunacidn actuales no suponen una solucion
definitiva, ya que los serotipos no incluidos en las vacunas pueden llegar a ser
predominantes a medio plazo, haciendo reemerger la enfermedad. De hecho, el
aumento de casos de enfermedad neumocdcica invasiva producidos por serotipos no

incluidos en la vacuna VNC13 estd siendo cada vez mads frecuente 3343,
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3.2. Antibiodticos

La introduccién de la penicilina (antibidtico B-lactdmico) en 1940 condujo a una
reduccidon rapida de la mortalidad asociada a la enfermedad neumocdcica #*. El
mecanismo de accidn de los B-lactamicos consiste en la unidn a las proteinas de unién a
penicilina (PBPs), involucradas en el paso final de la formacion del PG de la bacteria,
dando lugar a la reduccidn de la sintesis y remodelacién del mismo, con la consiguiente

perdida de integridad de la pared celular y la inhibicidn del crecimiento o la lisis celular.

La excesiva prescripcion de antibidticos a partir de la década de los afios 60 del
pasado siglo contribuyé a la aparicion de resistencias; el primer informe de resistencia
registrado data de 1969 en Nueva Guinea, aunque la cepa en cuestién seguia siendo
susceptible a otros antibidticos #°. El mecanismo cldsico de resistencia en S. pneumoniae
consiste en la alteracién de las PBPs que confiere una afinidad reducida a los B-
lactdmicos “¢*’. No se prestd suficiente atencién al problema de la resistencia a
antibidticos hasta 1977, cuando en Sudafrica aparecié una cepa que, ademads de mostrar
un aumento significativo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a la penicilina,

también presentaba resistencia a otros antibidticos, como los macrélidos #84°.

En la actualidad la resistencia a los antibidticos constituye un importante
problema de salud publica a nivel mundial, y refleja el uso excesivo de estos
medicamentos, asi como la falta de desarrollo de nuevos antimicrobianos para abordar
el desafio *°. En el caso concreto de S. pneumoniae, su alta capacidad natural de sufrir
transformacién le aporta importantes ventajas al adquirir facilmente nuevo material
genético, a lo cual se le suma su gran capacidad para colonizar la nasofaringe durante
largos periodos de tiempo, proporciondndole el entorno perfecto para llevar a cabo la
transformaciéon y recombinacidon de DNA exdgeno. Los aislados de S. pneumoniae no
susceptibles a la penicilina ascendieron a un total de 35 % en 2004 en los EE. UU,,
mientras que en Europa los datos varian significativamente entre paises, habiendo
alcanzado niveles de hasta el 50 % (Figura 2)°%°2, lo que refleja la consecuencia del alto

grado de exposicidn a antibidticos 3.
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Figura 2. Prevalencia de aislados de S. pneumoniae no sensibles a penicilina (eje vertical) en 20
paises industrializados en relaciéon al uso total de antibidticos en el contexto ambulatorio.
Imagen tomada de Albrich y col.(2004) 3.

A partir de todos estos datos es posible vislumbrar en el futuro préximo un
escenario preocupante con respecto al control de la infeccion neumocdcica, en el que
el aumento de la resistencia a antibidticos tradicionales constituira, y constituye ya, una
seria amenaza para la salud a nivel mundial. Debido, pues, a las limitaciones que
presentan las estrategias actuales para combatir a S. pneumoniae, existe un gran interés
en la identificacidn y caracterizacion de nuevas dianas terapéuticas. Cualquier
investigacion sobre potenciales blancos debe incluir factores comunes a todos los
serotipos, y que sean dianas para una quimioterapia selectiva y efectiva, dificultando en
lo posible la aparicidon de procesos de resistencia. Tales dianas pueden encontrarse en
la superficie bacteriana, una fuente tradicional a la vez que excelente para el desarrollo

de antibidticos °*.

4. LA PARED CELULAR DE S. pneumoniae

La envoltura bacteriana mds externa la constituye la pared celular; ésta se
encuentra situada alrededor de la membrana y aporta rigidez a la célula, a la vez que la
protege de su posible lisis mecanica u osmética. El componente basico de la pared
celular es el PG (también conocido como mureina) constituido por un heteropolimero
de acido N-acetil-muramico (MurNAc) y de N-acetil-glucosamina (GIcNAc) unidos

mediante enlaces glicosidicos B (1->4) (Figura 3). El grupo D-lactilo de cada residuo de
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MurNAc se encuentra sustituido por un segmento peptidico cuya composicién mas
habitual en el PG naciente de neumococo es L-Ala-D-y-GlIn-L-Lys-D-Ala. Estos segmentos
peptidicos conectan entre si a través de la union entre el grupo carboxilo de la b-Ala en
posicién 4 de la cadena peptidica y el grupo amino de la cadena lateral de la L-Lys en
posicion 3, bien directamente o bien a través de pequenos puentes peptidicos cuya

composicidon mas frecuente es L-Ser-L-Ala o L-Ala-L-Ala (Figura 3) >>>7.
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la estructura del PG de neumococo formado por
cadenas glicanicas de residuos alternantes de GIcNAc (naranja) y MurNAc (azul) y de los
segmentos peptidicos. Las uniones interpeptidicas pueden ser directas o mediadas por puentes
peptidicos (en rojo).

La pared celular de neumococo presenta multiples capas de PG y polimeros de
acido teicoico (TA) unidos covalentemente a la pared (WTA), y polimeros de acido
lipoteicoico unidos a la membrana (LTA) >%-%2, Tanto los LTA como los WTA comparten la
misma unidad basica de repeticién, formada por varios elementos: 2-acetamido-4-
amino-2,4,6-tridesoxi-D-galactosa (AATGal), D-glucosa, ribitol-fosfato y dos moléculas de

N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Figura 4) 60.63-65,
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" H, D-Ala or GalNAc (WTA) (WTA)
| Hor D-Ala (LTA) X =

— GaINA>—<GaINAc

Figura 4. Modelo estructural de los WTA y LTA de la pared celular de neumococo, de acuerdo
con Seo y cols. (2008) ®° y posteriormente refinado por Gisch y cols. (2013) 1. GalNAc, N-
acetilgalactosamina; P, grupo fosfato; Glc, glucosa; AATGal, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-
tridesoxigalactosa; MurNAc, acido N-acetilmuramico; DAG, diacilglicerol. Imagen tomada de
Maestro y Sanz (2016) ®® con permiso de los autores.

4.1. Importancia de la colina

La colina, en forma de fosforilcolina (P-Cho) se encuentra anclada a las moléculas
de GalNAc de los TA (Figura 5). El grado de sustitucidon en los residuos de GalNAc
depende de la cepa 35758, Asi, por ejemplo, la cepa R6 posee el 50 % de los TA con una
unidad de GalNAc sustituida y el otro 50 % con las dos unidades de GalNAc modificadas

con P-Cho 6064,

Los residuos de P-Cho juegan un papel importante en la fisiologia celular y en la
patogénesis de neumococo ®°. La P-Cho interacciona con varios factores del sistema
inmune innato del huésped como son la proteina C reactiva (CRP) 79, la L-ficolina ' y el
receptor depurador CD36 72, dando lugar a la activacion del complemento y protegiendo
frente a la infeccion. Los residuos de colina también se unen a ciertas proteinas del
mieloma murino 73, asi como al receptor activador plaquetario (PAF) acoplado a la
proteina G que promueve la adherencia y la invasién neumocdcica a la célula huésped
74, De hecho, aquellas cepas que carecen de residuos de colina no pueden colonizar el
tracto respiratorio superior en ratones y son menos virulentas en un modelo de sepsis
murina ’°. Finalmente, los residuos de colina constituyen los sitios de unién de las

proteinas de unién a colina (CBPs del inglés "Choline-Binding Proteins”), incluyendo en
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este grupo no solo las proteinas propias de S. pneumoniae si no también muchas de las

enzimas liticas de sus bacteriéfagos 7°.

A pesar de que la colina es un factor de crecimiento imprescindible para
neumococo, éste no es capaz de sintetizarla por si mismo y debe obtenerla a partir del
medio de crecimiento 778, La colina puede ser reemplazada en el medio por diferentes
analogos como la etanolamina (EA) 7°. Sin embargo, aunque las células cultivadas en
estas condiciones son capaces de crecer, muestran numerosas anomalias: no pueden
sufrir transformacion genética, no realizan la autolisis en la fase estacionaria, son
resistentes al bacteriéfago Dp-1, y las células hijas no se separan tras la division celular
por lo que generan largas cadenas 7°. Todas estas caracteristicas se observan también

en determinadas cepas neumocdcicas que son independientes de colina 8082,

Proteinas de
Colina unién a colina
Acido \ /
Iipoteicoico\ y

= : L%

Acido
teicoico

y
Péptidoglicano '
Membrana - ﬁ ﬂ
plasmatica @ @ @

Figura 5. Representacion esquematica de la capa de PG. Las CBPs estdn presentes en la capa de
PG, asociadas a restos de colina anclados a los WTA y LTA.

La colina se encuentra en la pared celular de otras especies ademas de en S.

84-88 y S. oralis 8°°, asi como

pneumoniae, tales como S. pseudopneumoniae 2, S. mitis
en otras bacterias mas alejadas filogenéticamente como Clostridium beijerinckii °2,

Clostridium difficile > y Erysipelothrix rhusiopathiae 9.
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4.2, Proteinas de superficie

La pared celular de neumococo contiene una gran variedad de proteinas de
superficie involucradas en la sintesis y recambio de la pared celular, y en funciones
esenciales para la patogénesis de la bacteria. Se pueden diferenciar los siguientes grupos
principales: 1) lipoproteinas (alrededor de 50), 2) proteinas con un motivo LPxTG, 3)

proteinas de superficie no clasicas y 4) CBPs, sobre las que se centrard esta Tesis %8°°.

4.2.1. Proteinas de union a colina (CBPs)

Las CBPs constituyen una familia de entre 13-16 miembros, comunes a todos los
serotipos, y cuya caracteristica principal es el reconocimiento especifico de los residuos
de colina de la pared celular, posibilitando su anclaje no covalente a esta estructura
macromolecular, desde donde realizardn su funcién bioldgica 66768798101 Ectas
proteinas intervienen en procesos esenciales para la viabilidad y virulencia bacteriana,
tales como la adhesion al huésped 192195 |3 separacion de las células hijas al final de la
divisién celular, 196108 |3 |iberacion de toxinas (como por ejemplo neumolisina), DNA

bacteriano 09119 g el camuflaje frente al sistema inmune 166:111-114,

Todas las CBPs estdn compuestas por al menos dos mddulos diferentes: uno,
altamente conservado, de unién a colina (CBM, del inglés "Choline-Binding Module"), y
otro funcional (FM, del inglés “Functional Module”) responsable de la actividad bioldgica
de cada proteina (Figura 6) 1*>118 En concreto, los CBMs estan constituidos por motivos
repetidos de unos 20 residuos (CBRs, del inglés "Choline-Binding Repeats"), ricos en
aminodacidos aromaticos. Las CBRs pertenecen a la amplia familia de polipéptidos que
contiene el motivo CW_binding_1 (PFAM code PF01473), que se encuentra también en
proteinas de unidn a glucanos o en glucosiltransferasas de estreptococos orales (donde
muestran funciones distintas de la unién a colina), asi como en toxinas de Clostridium
difficile *1%'2°, En lo que se refiere especificamente a S. pneumoniae, las CBRs tipicas
presenta el siguiente motivo consenso: TGW-b-(K,Q)DNGSWYYLN-x-SG-z-M-x1-2, (se
especifican las posiciones que representan mas del 30 % de conservacion), donde b es
un residuo hidrofébico, z tiene una cadena lateral pequefia y x puede ser cualquier

66

residuo Todas las CBRs presentan una estructura tridimensional tipica en

conformacion de horquilla B de unos 14 aminodcidos (aa), seguida de una secuencia de

11
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enlace de 6-7 aa que la conecta con la siguiente horquilla (Figura 7). En la mayoria de los
casos, las CBRs estan dispuestas entre si de manera superhelicoidal formando un

solenoide B,B-3 6.

Amino acid
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| | 1 | 1 | 1 | J
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Figura 6. Organizacion modular de las CBPs de neumococo y sus bacteriéfagos. Las unidades
azules representan las CBRs que configuran los CBMs. En verde se muestran las CBRs no
consenso. En amarillo se representan las repeticiones que pertenecen a la familia CW_binding_1
PFAM que no unen colina. Se muestra la actividad atribuida a varios médulos funcionales: CHAP,
moddulo amidohidrolasa/peptidasa dependiente de cisteina, histidina; Lactof. binding, dominio
de unidn a lactoferrina; FH bind, dominio de unién al factor H; R1 y R2, dominios con funcion de
adhesina; E, dominio “Excalibur"; L, dominio "Lipoproteina". Imagen tomada de Maestro y Sanz
(2016) © con permiso de los autores.
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Los sitios de unidn a colina (CBSs, del inglés “Choline-Binding Sites”) se configuran
mediante dos horquillas consecutivas que aportan aminodcidos aromaticos mediante
los que se establecen interacciones de tipo m-m, catiéon-it y de Van der Waals con el
ligando (Figura 7). Las interacciones catién-mt con la colina se establecen entre dos aa
aromaticos (usualmente triptéfanos) de la primera horquilla y un aa aromatico de la
segunda horquilla (usualmente tirosina), aunque en ocasiones este Ultimo se encuentra
interactuando con el primer triptéfano de la primera horquilla a través de una
interaccion m-m, donde las nubes electrénicas de ambos residuos se disponen
perpendicularmente. Adema3s, se establece una interaccion n-it perpendicular entre el
primery cuarto aa aromatico de la primera horquilla, que ayuda a estabilizar el conjunto,
gue se completa con la participacidon de una cadena lateral hidrofdbica de la parte C-
terminal de la repeticién (Figura 8) . Todas las interacciones que configuran los
residuos de una CBR son suficientes para establecer su conformacidn nativa, ya que se
ha demostrado que una CBR aislada, o incluso unicamente su nucleo de horquilla B, es
capaz de plegarse de forma auténoma adoptando una estructura similar a la nativa y
conservando la capacidad de unidn a colina, aunque presentando una afinidad bastante
menor comparada con el CBM del que proceden, ya que solo estaria presentando un

"semisitio" de union 12122,

WKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLD

21 250 260 270

Figura 7. Representacion del sitio tipico de unidn la colina entre dos CBRs consecutivas. Se
muestra la CBR4,40-259 (azul) y la CBR5260-281 (naranja) de la amidasa LytA (codigo PDB: 4X36), con
los residuos aromaticos directamente implicados en la unién a colina.
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Figura 8. Esquema representativo de un CBS estandar de CBPs de neumococo, configurado por
dos CBRs consecutivas. En la secuencia consenso se indican los siguientes elementos: b es un
residuo hidrofébico, z residuo que presenta una pequefa cadena lateral y x puede ser cualquier
residuo. En azul se indican los residuos que conforman la horquilla B y en naranja los residuos
involucrados en el giro. Las flechas rojas muestran las interacciones catiéon-it con la colina. Las
flechas discontinuas reflejan contactos que pueden ser cation-mt o ri-mt. Las flechas azules indican
la estabilizacidn por interaccion m-m entre las cadenas laterales aromaticas. Los nimeros indican
la situacion de los residuos aromaticos en la repeticién. Imagen realizada a partir de Maestro y
Sanz (2016) ¢, con permiso de los autores

Ademas de estos CBSs, se han identificado otros no candnicos en diversas CBPs
que difieren en la longitud de las secuencias y en el nimero de residuos aromaticos
implicados en la unidn a colina 1°%. Por ejemplo, la amidasa LytA, principal autolisina de
la bacteria, presenta un CBS constituido tan solo por dos aa aromaticos de la primera
CBR 123, También existen CBSs con variaciones mdas complejas que implican la
participacion de cuatro a seis aa aromaticos; este es el caso de las hidrolasas LytC (N-
acetilmuramoil-N-glucosaminidasa) y LytB (endo-B-N-acetylglucosaminidase), que
disponen de un sitio de unién constituido por seis aa aromaticos procedentes de tres
CBRs consecutivas, donde la tercera CBR contiene la secuencia caracteristica Gly-Tyr-
Met-Ala (GYMA) responsable del aumento de la afinidad hacia las unidades de TA, al

reconocer adicionalmente los residuos de N-acetil-galactosamina 01,

A pesar de que la geometria y disposicion de los CBSs se encuentra altamente
conservada entre las diferentes CBPs, la afinidad por el ligando entre ellas es muy
diversa. Este hecho, junto con estudios de delecién escalonada de los CBRs de LytA, que

124

originan proteinas con menor afinidad a colina ***, condujo a creer que la afinidad por

colina esta directamente relacionada con el nimero de CBRs en la proteina %°. Sin
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embargo, a pesar de que se ha descrito que LytC contiene 7 CBSs por mondmero y Cpl1,
la lisozima del bacteriéfago Cp-1 de S. pneumoniae, solo 2, la afinidad de ambas por
colina libre en solucidn es similar 126128 Asimismo, los dos CBSs de Cpl1 presentan mayor
afinidad por colina que los dos sitios de baja afinidad de cada mondmero de LytA 123128
130 Por lo tanto, de estos resultados se deduce que debe haber otros factores distintos

de la mera cantidad de CBRs que determinen la fortaleza de la union.

En cuanto a las diferentes funciones que ejercen las CBPs, algunas, como LytA,
LytB, LytC, CbpD y Pce, estdn implicadas en la hidrdlisis de diferentes enlaces covalentes
de la pared celular . La amidasa LytA y la lisozima LytC son las dos Unicas autolisinas
identificadas en neumococo. LytC posee una temperatura dptima de 30 °C, lo que
sugiere que podria desempefiar un importante papel en las vias respiratorias superiores
131 Por su parte, LytB es una enzima no litica implicada en la separacién de las células
hijas al final de la division celular 132 con ayuda de LytA 33, mientras que Pce es una
fosforilcolinesterasa capaz de liberar los residuos de fosforilcolina de la pared celular 134
136 Otras CBPs, como PspA, PspC, PcpA o CbpG, estan implicadas principalmente en la
interaccion con el hospedador o son responsables de factores de virulencia como la
adhesion y la colonizacion, asi como en la evasidn del sistema inmune 137141, Ademas de
desempeiiar papeles fisiolégicos clave en la remodelacion de la pared celular durante el
crecimiento y la divisién celular, las CBPs estan implicadas en otros procesos como la

142 9 en el denominado “fratricidio”, proceso en el cual las

formacion de biopeliculas
células competentes de neumococo inducen la lisis de aquellas no competentes e
incorporan parte de su carga genética por un proceso de transformacién natural, en el
que ademas, se liberan factores de virulencia que favorecen la colonizacién 43, Por
ultimo, la familia de CBPs también incluye varias enzimas liticas cuyos genes estan

codificados por bacteriéfagos, como Cpll, Cpl7 o Cpl9, y que participan en la liberacién

de la progenie fagica ©°.

A continuacidn, nos centraremos en describir de forma mas extensa las tres CBPs

gue se estudian en este trabajo: LytA, CbpD vy Cpl-1.

15



Introduccion

4.2.1.1. Amidasa LytA

LytA es una N-acetilmuramil-L-alanil amidasa altamente conservada entre las
estirpes neumocdcicas 83144, responsable de la hidrdlisis de la pared celular al final de la
fase estacionaria en cultivos liquidos >4, LytA posee un papel clave en la virulencia de
neumococo, ya que la autolisis celular conlleva la liberacion de antigenos neumocdcicos
tales como la neumolisina, asi como productos de degradacién de la pared celular que
dafian las barreras endoteliales y epiteliales del huésped %1%, permitiendo el acceso
de la bacteria al torrente sanguineo y promoviendo asi al desarrollo de una patologia
invasiva #’. La liberacion de estas particulas dafiinas también es capaz de inhibir la
produccién de las citoquinas TNF, IFN-y e IL-12, responsables de inducir la actividad
fagocitica, por lo que los fragmentos de neumococo autolisados aumentan los
mecanismos bactericidas al impedir la fagocitosis bacteriana 8. Asimismo, LytA
participa en la evasidn del sistema de complemento, independiente de los efectos de la
neumolisina 4, y juega un papel crucial en el fratricidio #°. Ademas, la autolisina estd
implicada en otros procesos como la lisis bacteriana inducida por antibidticos, como la

150153 por (ltimo, se sabe que

penicilina y la vancomicina, y por el desoxicolato
neumococo sobrevive a la accién de péptidos antimicrobianos (AMPs, del inglés
"AntiMicrobial Peptides") presentes en el epitelio humano gracias al desprendimiento
de la cdpsula en un proceso dependiente de LytA >4, promoviendo asi la supervivencia
bacteriana y teniendo como consecuencia un dramatico aumento de la invasidn de las
células epiteliales >4, Esta nueva funcidn fisioldgica podria explicar el motivo por el cual

LytA, potencialmente suicida, es conservada en el genoma de aislados de neumococo

virulentos, a pesar de la presion selectiva de los antibidticos 4.

A pesar de ser una proteina de superficie, LytA se encuentra fundamentalmente
en el citoplasma (~ 95 %), y solo una pequefia fraccion esta asociada a la pared celular
(~ 5 %) 146, Las células estan protegidas de la actividad auto-hidrolitica de LytA durante
la fase de crecimiento, pero la fraccion extracelular crece lentamente hasta el 30 %
durante la fase estacionaria, tras lo cual se induce la autolisis 1¢. Sin embargo, todavia
no se sabe exactamente el mecanismo por el cual LytA se transloca desde el citoplasma,
puesto que, al no contener péptido sefal, debe recurrir a mecanismos no

convencionales. Por otro lado, es sabido que la amidasa se sintetiza en el citoplasma
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como forma de baja actividad o "forma-E", que puede "convertirse" in vitro a la forma
completamente activa o "forma-C" de manera irreversible tras incubacién con colina o

preparaciones de pared celular a baja temperatura 1>,

La estructura de LytA de S.pneumoniae TIGR4 resuelta mediante difraccion de
rayos-X 12> muestra que la proteina adquiere una forma general alargada y se presenta
como dimero en forma de "boomerang" en presencia de colina (Figura 9). El FM se
encuentra en la posicién N-terminal (aa 1-170), presenta una estructura globular y se
conecta a través de 6 residuos (aa 171-176) al CBM, localizado en el extremo C-terminal
(aa 177-318) de la proteina y constituido por seis CBRs (CBR1-CBR6) mas una "cola" en
conformacion de horquilla B, responsable de la dimerizacién (Figura 9). Las CBRs se
pliegan tridimensionalmente en una conformacion de solenoide [,B-3, alargado vy
superhelicoidal 12>'°¢, El médulo de unién a colina de LytA (C-LytA) empleado en

estudios de la presente tesis esta compuesto por 5 CBRs (CBR2-CBR6, Figura 9 B).

LytA presenta cinco posibles CBSs candnicos mas uno no candnico (Figura9 Ay
B) 123, Cada uno de los sitios canénicos esta constituido por dos CBRs consecutivas, con
una arquitectura similar a la mostrada en la Figura 7 12>1%7_ La excepcién la constituye el
presunto sitio entre CBR1 y CBR2, donde no se ve ocupacién por el ligando ni en la
estructura de LytA entera 122 ni en el CBM aislado del profago LytA (SPH_0121) 123157,
Ademas, LytA presenta un semisitio adicional configurado Unicamente por la CBR1177-
197, Y que probablemente presente por este motivo una afinidad mas baja por colina.
Por lo tanto, cada mondmero de LytA es capaz de unir 5 moléculas de colina (Figura 9).
Por su parte, cada una de las horquillas B presentes en las CBRs se comportan como

unidades estructurales auténomas.
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Figura 9. A. Esquema de la estructura tridimensional de la forma dimérica de LytA, en presencia
de colina. EI FM N-terminal aparece en azul, el conector en purpura y el CBM C-terminal en
naranja. Las moléculas de colina se muestran en forma de esferas. Se indica el angulo interno
de 85 °C y la longitud de los brazos 106 A, resultando de la estructura de tipo “boomerang”.
*Indica el semisitio adicional configurado por la CBR1 (177-197) (codigo PDB: 4X36). B. Esquema
de la estructura tridimensional del CBM de LytA. Se representan los 6 CBRs mas la cola residual
en conformacién de horquilla B y las 5 moléculas de colina que se unen a los sitios candnicos,
representados en forma de varillas y esferas. Se indica mediante una barra las CBRs que
conforman el médulo C-LytA (PDB: 4X36).

En concreto los estudios espectroscopicos de las secuencias correspondientes a
las horquillas contenidas en las repeticiones CBR2 y CBR4 aisladas (secuencias 197-210
y 239-252, respectivamente) mostraron que son capaces de mantener su estructura
nativa en solucién acuosa, aunque presentando una afinidad residual por el ligando

121,122,158 Ademds, se ha comprobado que, en concreto, tanto la horquilla de CBR4 como
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el médulo C-LytA completo sufren un cambio conformacional reversible de horquilla B
a hélice a anfipatica en presencia de micelas de detergente y vesiculas lipidicas (Figura
10) entrando en la clasificacidon de "péptido camalednico” o "interruptor molecular"
122158159 | as denominadas secuencias "camalednicas" son aquellas que no presentan
una tendencia intrinseca de formar una estructura secundaria particular, y por lo tanto
pueden adaptarse dependiendo del entorno cambiando su conformacidon 69162, En |a
literatura se pueden encontrar varios casos de transiciones donde se produce un cambio
conformacional a estructuras en hélice a inducidas por metanol y alcoholes fluorados
163 o por micelas en el caso de péptidos antimicrobianos *¢*. Sin embargo, todas ellas
parten de una estructura desordenada, por lo que P4A parece ser el primer péptido

descrito que presenta una transicion entre dos estructuras altamente ordenadas.

CBR4 K9 G2 [F13
16
T1 G2 W3 K4 K5 16 K5
I -
D8 w3
N14 F13 Y12 Y11 W10 K9 D8
A7
Ka  |ya1

Figura 10. Representacion esquematica de la horquilla B y la rueda a-helicoidal perteneciente a
la secuencia CBR4. Los enlaces de hidrégeno que interviene en la horquilla estdn indicados por
lineas verticales, los residuos implicados en el reconocimiento de la colina estan subrayados, los
residuos de giro se muestran en negrita, los residuos hidrofébicos estan sombreados en gris.
Imagen realizada a partir de Zamora-Carreras y col. (2018) 1*® con permiso de los autores.

La unién de colina contribuye a la dimerizacién de la proteina a través de la
horquilla C-terminal, resultando una estructura geométrica de tipo “boomerang” con un
angulo interno entre las dos moléculas de 85 °y dos brazos de 106 A de longitud (Figura
9.A) 123, La estructura completa de LytA 23 es similar a las estructuras del FM y CBM
obtenidas previamente por separado 1°%157:165166 Gin embargo, comparando con el
modulo C-LytA aislado, se observa una diferencia en cuanto al dngulo interno de la
estructura tipo “boomerang”, lo que sugiere que existe una cierta flexibilidad entre los
dos brazos del dimero 123156157.165166 | 3 interaccién de LytA con colina sigue un
mecanismo complejo y muestra dos tipos de sitios de unién con distinta afinidad

129,130,167 | 3 dimerizacién es esencial para una actividad eficiente de la proteina %8

Y,
ademas, confiere estabilidad frente a la desnaturalizacion quimica y térmica 12>129130,167,
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Por su parte, el FM de LytA adopta una conformacién mixta /B, con la parte
central formada por 5 laminas B rodeadas por 5 hélices a y dos hélices 310, formando asi
el centro catalitico, que contiene un d&tomo de Zn?* situado en la parte inferior 123157,
Para llevar a cabo su funcidn, la proteina LytA requiere de largos fragmentos de PG,
denominados di(GM5P), compuestos por dos residuos alternados de GIcNAc y MurNAc
unidos a los péptidos del tallo (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala) **7. La formacién del complejo
LytA-PG implica hasta 21 residuos de la amidasa, la mayoria estableciendo interacciones
con la cadena de glicano. Cabe destacar que, mientras que el sustrato di(GM5P) adopta
una conformacion diferente tras unirse a la amidasa, la estructura de LytA no se altera

tras la formacion del complejo 199,

4.2.1.2. Lisozima Cpll

Gran parte de los bacteridfagos de neumococo son atemperados, es decir se
encuentran como profagos, con el DNA integrado en el cromosoma de la célula
hospedadora siguiendo la ruta lisogénica ’°. Los Gnicos fagos neumocdcicos reportados

hasta la fecha como liticos son los pertenecientes a las familias Dp-1 y Cp.

Las endolisinas son enzimas altamente evolucionadas que hidrolizan enlaces
especificos en el PG, desestructurando la pared celular y permitiendo asi la liberaciéon
de las particulas de la progenie del fago ’1. Los fagos liticos neumocdcicos presentan
dos clases de endolisinas: a) amidasas, presentes en los fagos temperados y en el fago
litico Dp-1, y b) lisozimas, pertenecientes a los fagos de la familia Cp y que incluyen las
enzimas Cpl-1, Cpl-7 y Cpl-9 correspondientes a los fagos Cp-1, Cp-7 y Cp-9
respectivamente. Todas las endolisinas neumocdcicas carecen de péptido sefial, y la

translocacion a través de la membrana se lleva a cabo mediante un sistema de holinas

76

En esta memoria nos centraremos en el estudio del CBM de Cpl-1, la endolisina
del bacteriéfago Cp-1 de S. pneumoniae. La estructura de Cpl-1 ha sido resuelta tanto
en estado libre como unida a colina o a andlogos del PG de la pared celular (Figura 11)
127,172 E| mddulo catalitico y el de unién a colina se encuentran unidos mediante un
conector (residuos 189-199) que presenta una estructura bien definida y que permite

identificar inequivocamente el comienzo del CBM. Este mdédulo presenta seis CBRs (p1-
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p6), cada una de ellas formada por una horquilla B de 5-6 aminodacidos mas un bucle
de unos 7 aminodacidos, y finalizando con una cola C-terminal de 16 aa. Las primeras
cuatro repeticiones (pl-p4, subdominio CI, residuos 200-281) se pliegan en
disposicién super-helicoidal, mientras que las dos ultimas repeticiones (p5-p6) junto
con la cola C-terminal (subdominio CII, residuos 282-339) se pliegan en forma de
[dmina B antiparalela de seis cadenas, estableciéndose una fuerte interaccidon con el
FM 172, Las primeras cuatro repeticiones proporcionan dos CBSs candnicos (p1-p2 y
p2-p3) 1?7, La adicién de colina provoca la dimerizacion de la lisozima a través de la
primera CBR 173, postuldndose la formacién de un CBS adicional no candnico, ubicado
en la horquilla de dimerizacion y conformado por tres residuos aromaticos (Trp-210,
Phe-218 y Tyr-238). Se cree que este posible CBS no candnico, si bien no se observa
ocupado en la estructura cristalografica publicada, podria contribuir a estabilizar la

dimerizacién, aumentando al mismo tiempo el numero de sitios funcionales 173.

1-188 200-281 282-339

Figura 11. Esquema de la estructura de la endolisina Cpl-1. Los dominios se encuentran
coloreados de forma diferenciada. N-terminal catalitico, en azul; conector, en purpura; dominio
Cl, en naranja; dominio Cll, en rojo. Las moléculas de colina se encuentran representadas en
forma de esferas. Recuadro: detalle de la region de dimerizacién que muestra la cadena lateral
de los residuos aromaticos (Trp-210, Phe-218 y Tyr-238) que forman un CBS adicional no
candnico (PDB: 10BA).
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A pesar de presentar mas del 50 % de identidad de secuencia, los CBMs de Cpl-1
(C-Cpl1) y LytA (C-LytA) *?7 presentan importantes diferencias estructurales entre ambos
dominios. C-Cpl1 muestra dos subdominios estructurales bien diferenciados: Cl, con un
plegamiento superhelicoidal y Cll, que comprende una nueva region plegada en [amina
B estableciendo interacciones inter-modulares entre el FM y el CBM, mientras que C-
LytA no presenta subdominios y no interactia con el mdédulo funcional. Ademas, C-Cpl1
presenta Unicamente dos sitios de unién a colina por monémero, localizados en la
interfaz de las tres primeras repeticiones (pl-p2 y p2-p3), en lugar de 5 sitios
completos y 1 semisitio como en el caso de C-LytA 123, Por ultimo, la dimerizacién de
Cpl-1 se establece través de la region N-terminal de su CBM, mientras que la de LytA

ocurre a través de la horquilla C-terminal 123173,

4.2.1.3. Amidasa/endopeptidasa CbpD

174

CbpD es una murein-hidrolasa gue se sintetiza exclusivamente cuando la

bacteria entra en estado de competencia, siendo clave en el mecanismo de fratricidio

175,176

Esta proteina consta de un FM en el extremo N-terminal que contiene un
dominio CHAP, seguido de dos dominios SH3b y un CBM en el extremo C-terminal que
comprende cuatro CBRs (Figura 6). El dominio CHAP estd presente en la familia de
amidohidrolasas y peptidasas dependientes de histidina y cisteina, y, aunque su
actividad en S. pneumoniae es desconocida, ha demostrado actividad N-acetilmuramoil-
L-Ala amidasa o endopeptidasa en otros sistemas *’7178, Por su parte, el CBM establece
las interacciones con los TA de la pared celular, dirigiendo la uniéon de CbpD a la zona de
divisién bacteriana, mientras que los médulos SH3b reconocen especificamente el PG
174 Este doble reconocimiento del PG y los TA parece ser clave para que la proteina

produzca la lisis efectiva de las células diana 74,

A pesar de que la principal enzima desencadenante del fratricidio en cultivos
liquidos es CbpD, para causar una lisis sustancial se requiere la participacién de LytAy
LytC 76, En primer lugar, CbpD se une a los polos y a la zona de divisién de las células

diana y digiere los péptidos que conforman el PG 174, Este dafio generado en la pared
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celular tiene como consecuencia la activacion de las enzimas LytA y LytC, resultando asi
un mayor grado de lisis que el logrado Unicamente por CbpD 20174 Las células de
neumococo competentes se protegen de la accién litica de CbpD produciendo ComM,
una proteina integral de membrana que neutraliza la accién de CbpD por un mecanismo

hasta ahora desconocido 174172,
5. CBPsy BIOPELICULAS MICROBIANAS DE NEUMOCOCO

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos estados: planctdnico (de libre
flotacion) y sésil (formando biopeliculas). Las biopeliculas son poblaciones estructuradas
de microorganismos adheridas a una superficie o interfase, que se encuentran
embebidas en una matriz extracelular 18182, pyeden estar formadas por una o varias
especies bacterianas y, en cualquier caso, presentan modificaciones con respecto a las
mismas especies bacterianas en cultivos plancténicos, tanto a su patrén de expresiéon
génica como a su crecimiento 83, En concreto se sabe que S. pneumoniae se encuentra
asociado a H. influenzae en la nasofaringe humana formando biopeliculas mixtas 84, La
forma natural de crecimiento para la mayoria de los microorganismos es de hecho en
forma de biopelicula 8: se cree que en mas del 60 % de las infecciones bacterianas
humanas esta implicado el crecimiento de una biopelicula, llegando hasta el 80 % en el
caso de las infecciones crdnicas 8. En particular, en neumococo se ha demostrado la
presencia de biopeliculas en las gldndulas adenoides, en la mucosa epitelial en nifios con

infecciones recurrentes de otitis media y en la mucosa de pacientes con rinosinusitis

crénica 181,

La formacién de la biopelicula implica, en primer lugar, la adhesién bacteriana a
la superficie. Una vez que la adhesidn pasa a ser irreversible, se inicia la proliferaciéon
alrededor del sitio de unidon que da lugar a la formacion de grupos multicelulares,
llamados "microcolonias". A continuacidn, las bacterias secretan sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) que constituiran la matriz de la biopelicula, permitiendo adoptar
unas estructuras tridimensionales denominadas "macrocolonias" 3. Tras la formacion
y maduracion de la biopelicula, algunas bacterias se liberan y permanecen en estado
plancténico; se trata de poblaciones genéticamente heterogéneas que pueden

presentar, o bien el fenotipo de la biopelicula local, o bien uno mas virulento y con
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propiedades invasivas 183187188 Se debe tener en cuenta diversos factores ambientales
para la formacién de la biopelicula, tales como el medio de cultivo, ya que se ha
demostrado que en medios ricos en nutrientes se obtiene una menor formacién de
biopeliculas, lo cual sugiere que la formacidn de estas estructuras representa para las

bacterias una estrategia de supervivencia en condiciones de déficit nutricional 82,

La matriz extracelular de la biopelicula estd compuesta por las EPS
(exopolisacdridos, acidos nucleicos, proteinas y otras moléculas), que resultan clave
para determinar la integridad estructural y la cohesidon, ademds de determinar la
arquitectura tridimensional. En concreto, los exopolisacaridos proporcionan estabilidad
mecanica, mientras que el DNA extracelular posibilita la transferencia horizontal de
genes y asegura la estabilidad estructural de la biopelicula, siendo importante tanto
para el mantenimiento como para la formacién de la misma 14218190 En cuanto al
papel que desempenan las proteinas, y mas en concreto las CBPs en el caso de
neumococo, se ha estudiado mediante el aislamiento de cepas mutantes deficientes en
estas proteinas. Mientras que en ausencia de las murein-hidrolasas LytA, LytB y LytC, la
proteina A de superficie (PspA) y las adhesinas PcpA y CbpA se disminuye la capacidad
de crecer en forma de biopelicula, para los mutantes deficientes en la fosfocolinesterasa
Pce o la amidasa CbpD no se observé tal reduccién 142191192 Ademds, se ha demostrado
que las CBPs poseen la inesperada capacidad de unirse fuertemente al DNA
extracelular a través de interacciones electrostaticas, por lo que podrian ser
importantes en las primeras etapas de la formacion de la biopelicula 1°3. Por ultimo,
se ha demostrado que la presencia de altas concentraciones de colina o EA en el medio

influye negativamente en la formacién de la biopelicula 1#2.

Estas agrupaciones bacterianas adoptan sobre la superficie a la que se anclan
estructuras que se asemejan a panales de abejas, presentando pequefios huecos y
canales que separan las microcolonias. Proporcionan estabilidad mecanica y constituyen
un importante factor de virulencia, al entorpecer la labor de las defensas del hospedador
142 De hecho, la importancia de las biopeliculas en microbiologia médica radica en su
capacidad para eludir al sistema inmune del hospedador °4, Las bacterias que crecen en
forma de biopeliculas presentan asimismo una menor susceptibilidad a los antibidticos

195 Ademads, en el caso concreto deS. pneumoniae la formacion de biopeliculas
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constituye un medio eficaz para evadir tanto la via cldsica como la via alternativa del

complemento dependiente de PspC del sistema inmune del huésped .

6. NUEVAS ESTRATEGIAS ANTIMICROBIANAS

La creciente aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos es una grave
amenaza para la salud publica a nivel mundial. Se estima que las infecciones por
bacterias resistentes causan al afio alrededor de 25.000 muertes en Europa **’ y algunas
estimaciones apuntan a que, a medio plazo, podriamos entrar en una era pos-antibiética
donde la mortalidad achacable a enfermedades infecciosas superara incluso a las

muertes por cancer %8,

Debido a la falta de opciones terapéuticas para tratar ciertas enfermedades
infecciosas, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), la Agencia Japonesa de
Productos Farmacéuticos y Dispositivos Médicos (PMDA) y la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA), han establecido un programa de desarrollo Unico con
el objetivo de cambiar sus directrices para alentar el desarrollo y la aprobacién de
nuevos compuestos antimicrobianos *°7/1%, En la dltima reunién tripartita celebrada en
junio de 2018 se trataron aspectos relevantes para optimizar el desarrollo de nuevos

agentes antibacterianos destinados al sector pediétrico 2%,

Entre las terapias antimicrobianas no tradicionales que actualmente se estan

201y |3 fagoterapia, que consiste en el uso de viriones

estudiando se incluyen los AMPs
enteros, asi como sus enzimas liticas, llamadas endolisinas o enzibidticos, capaces de

romper enlaces especificos del PG de la pared bacteriana 171,202-208,

6.1. Péptidos antimicrobianos

Los AMPs, también llamados péptidos de defensa del huésped, son moléculas de
origen natural que tienen propiedades antibidticas, participan en la defensa inmune

innata y estan presentes en practicamente todas las formas de vida 209210,

En bacterias los AMPs benefician a la propia especie al eliminar competidores por
los nutrientes y el nicho ambiental 21%21°, En eucariotas, desempefian una funcién
defensiva de accién directa frente a patégenos, y algunos ademds actlan
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indirectamente modulando los sistemas de defensa del huésped y controlando la
inflamacion 219212217 También previenen la formacién de biopeliculas 21° y presentan

218

propiedades antivirales '8 e incluso anticancerigenas 2'°.

6.1.1. Estructura de los AMPs

En funcién de la estructura tridimensional del péptido (cuando es conocida), los

AMPs se clasifican en cuatro familias (Figura 12) 20:

Familia a: AMPs con estructura de hélices a.
Familia B: AMPs con estructura de lamina .
Familia af: aquellos que presentan estructura de hélice a y ldmina B.

0 O O O

Familia no aB: aquellos que no presentan estructura de hélice a ni [dmina B.

Sin embargo, segun la base de datos de péptidos antimicrobianos APD3

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), solo una pequefa poblacion de ellos (20 %) presenta

una estructura tridimensional conocida.

Familia a Familia B
Magaininas 2 Lactoferricina B
(PDB: 2MAG) (PDB: 1LFC)

Familia o
Defensina Psd1
(PDB: 1JKZ)

Familia no af
Indolicidina bovina
(PDB: 1G89)

Figura 12. Ejemplos de las clases de AMPs por estructura. El nombre y el cédigo PDB estan
indicados para cada estructura. Los elementos de estructura secundaria se encuentran indicados
en color cian para las hélices a, en purpura para las [ldminas B y en naranja para los bucles.
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6.1.2. Propiedades comunes de los AMPs

Aunque los AMPs son un grupo diverso de moléculas en términos de secuencia

y estructura, hay varias propiedades que son comunes a casi todos ellos 20%:210;

Carga: existe una fuerte correlacién entre la carga neta positiva y su actividad
antimicrobiana; esta posibilita la union a los componentes de la superficie celular
cargados negativamente como los fosfolipidos, los lipopolisacaridos de las
bacterias Gram-negativas o los TA de las Gram-positivas 221223, Sin embargo, se
ha observado que una elevada carga positiva en los péptidos puede conducir a
una pérdida de la actividad antimicrobiana, posiblemente debido a la alta
interaccion entre el péptido y los fosfolipidos que imposibilitaria la entrada en el
interior de la membrana 2?2. Por otro lado, la existencia de AMPs con carga
negativa indica que el mecanismo de unién puede incluir variaciones; por
ejemplo, algunos contienen dominios de unién a receptores que les permite
interaccionar de forma especifica con componentes de la membrana celular 24,
Hidrofobicidad: es una caracteristica clave para que tenga lugar Ia
permeabilizacion de la membrana. La mayoria de los AMPs presenta una
hidrofobicidad en torno al 50 %, aunque niveles muy altos de hidrofobicidad
pueden conducir a la pérdida de especificidad antimicrobiana y a provocar
toxicidad en células de mamiferos209210,225-227,

Anfipaticidad: casi todos los AMP forman algun tipo de estructura anfipatica al
interactuar con la membrana diana. Esta propiedad deriva de la disposicion
relativa de aa hidrofilicos e hidrofébicos en regiones opuestas de la
conformacidn peptidica. Aunque la anfipaticidad se puede detectar en multitud

de conformaciones peptidicas, la mds eficiente es la estructura en hélice a

209,210,228

Por otro lado, existe mas variacidon respecto a otros aspectos:
Tamaiio: los AMPs descritos hasta ahora pueden ser desde secuencias cortas (6
aa) hasta de mds de 59 residuos. También se han descrito AMPs que forman

dimeros y trimeros 299210,
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e Conformacidn: los AMPs pueden presentar una conformacién especifica o bien
relativamente desestructurada o extendida. Entre los péptidos estructurados la
mas comun es la conformacién en hélice a o en [dmina B. Ademas, al unirse a la
membrana los péptidos pueden experimentar cambios conformacionales
significativos: mientras que los péptidos antimicrobianos estructurados en
[dmina B suelen mantener su conformacién en ambos entornos, aquellos con
estructura en hélice a estan habitualmente desordenados en un entorno acuoso

y se vuelven helicoidales tras la interaccion con la membrana 2%,

6.1.3. Mecanismo de accion de los AMPs

Los AMPs pueden producir la muerte celular de manera directa o mediante

modulacidn del sistema inmune 210:229-231,
6.1.3.1. Efecto inmunomodulador

Algunos AMPs se ven implicados en procesos de quimiotaxis atrayendo células
del sistema inmune. Los AMPs reclutan y activan células del sistema inmune, lo que
conlleva finalmente a la eliminacion de las células microbianas y/o al control de la
inflamacion 210212216232 Estos péptidos también estimulan la angiogénesis, proceso
fundamental para la vascularizacion del nuevo tejido, ademas de controlar la expresién
de quimiocinas y especies reactivas de oxigeno/nitrégeno. 21°, En concreto, los AMPs
humanos, como las defensinas LL-37 y B, tienen la capacidad de atraer células inmunes

como los mastocitos, los leucocitos y las células dendriticas 233234,

6.1.3.2. Muerte directa

El mecanismo de accién de los AMPs por eliminacidon directa se puede dividir en
funcién de si el objetivo molecular es o no la ruptura o desestabilizacion de la membrana

celular.

a) Mecanismos no disruptivos de membrana

Los mecanismos no disruptivos de membrana, se pueden dividir a su vez en dos
categorias, en funcidn de que su diana sea la pared celular bacteriana o los componentes
intracelulares. En el primer caso, los AMPs pueden actuar de manera directa sobre
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proteinas especificas involucradas en la sintesis de la pared celular, o bien de manera
indirecta, sobre moléculas precursoras que se requieren para la sintesis de la misma 21°,
Por su parte, los péptidos cuya diana es intracelular, estos interactian primero con la
membrana y luego se acumulan en el interior de la célula, bloqueando en ultima
instancia procesos vitales, como la sintesis de proteinas o de &acidos nucleicos, o
alterando la actividad de una enzima 210235237 Curiosamente, existen algunos AMPs
intracelulares que solo son efectivos en ciertas etapas del crecimiento, lo que sugiere

que interactian con ciertas vias metabdlicas especificas 2%°.

b) Mecanismos disruptivos de membrana

Los AMPs que actuan mediante este tipo de mecanismo pueden presentar dos tipos
de interaccidn con la superficie celular: los que son de origen bacteriano principalmente
interaccionan con un receptor de la membrana, mientras que la mayoria de los AMPs
de vertebrados e invertebrados interaccionan con la superficie celular de manera
directa, a través de fuerzas electrostaticas 2%°. En este caso, por tanto, las propiedades
fisicoquimicas de los componentes de la membrana marcan el espectro de accion del
péptido: la membrana plasmatica de las células animales posee en su parte externa
fosfolipidos de caracter neutro, mientras que la membrana bacteriana esta compuesta
esencialmente por lipidos cargados negativamente. Por lo tanto, los AMPs catidnicos
presentan interacciones electrostaticas fuertes con los fosfolipidos de la membrana
bacteriana sin afectar de manera significativa a las células eucariotas 23821°, Ademas de
la carga de la membrana existen otras propiedades, como la curvatura que presenta,

que juegan un papel decisivo en la interaccion inicial 219239,

Tras interaccionar con la membrana los péptidos se acumulan en la superficie y

se autoensamblan mediante los siguientes mecanismos (Figura 13) 209:229-231 210,

e Modelo de barril-bastén (Figura 13.A). Los péptidos orientados en paralelo se
insertan perpendicularmente en la bicapa lipidica y promueven las interacciones
péptido-péptido, generando estructuras similares a los canales de iones. El
caracter anfipatico es esencial en la formacién de poros, ya que las regiones
hidréfobas interactian con los lipidos de la membrana y los residuos hidréfilos

forman el lumen de los poros.
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Modelo de alfombra (Figura 13.B). Los péptidos se alinean paralelamente a la
superficie de la membrana hasta alcanzar una concentracion umbral a partir de
la cual se forma una “alfombra” peptidica que conduce a la formacién de
interacciones desfavorables. En consecuencia, la integridad de la membrana se
pierde, produciendo un efecto similar al detergente, que eventualmente
desintegra la membrana formando micelas.

Modelo de poros toroidales (Figura 13.C). Los péptidos se insertan
perpendicularmente en la membrana, interaccionando con el grupo polar de los
fosfolipidos, formdndose poros de caracter dinamico y transitorio. Ambos
modelos de formacién de poros (poro toroidal y barril) conducen a la
despolarizacion de la membrana y finalmente a la muerte celular.

Modelo de electroporacion molecular (Figura 13.D). Los péptidos catidnicos se
asocian con la membrana bacteriana y generan una diferencia de potencial. Los
poros se generan cuando el campo eléctrico alcanza 0,2 V.

Modelo de balsa de hundimiento (Figura 13.E). La unién de los péptidos
anfipaticos provocaria un desequilibrio de masa y, en consecuencia, un aumento
en la curvatura de la membrana local. A medida que las moléculas de péptido se
autoasocian, se hunden en la membrana, creando poros transitorios que dan

como resultado que los péptidos se encuentren en ambas partes.
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Figura 13. Principales modelos de actividad peptidica antimicrobiana. A. Modelo de barril-
bastdn; B. Modelo de alfombra; C. Modelo de poros toroidales; D. Modelo de electroporacion
molecular; E. Modelo de balsa de hundimiento. La parte roja del péptido representa la superficie
hidrofilica y la azul la hidrofébica. Imagen tomada de Chan, D y col. (2006) 2%°.

6.1.4. Desafios de los AMPs

Los AMPs son candidatos prometedores para combatir a los microorganismos
resistentes a multiples farmacos, debido a su rapida acciéon y amplio espectro de
actividad. En los ultimos afios, la investigacidon en este campo se ha incrementado de

forma progresiva %%°, de tal forma que la base de datos APD3 (http://aps.unmc.edu/AP/)

recoge actualmente mads de 2.900 ejemplos incluidos en los distintos reinos de la vida

241
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Sin embargo, solo unos pocos AMPs han sido aprobados por la FDA a dia de hoy.
Entre ellos se encuentra la polimixina, activa frente a bacterias Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae) y que se
administra por via tdpica, oftalmoldgica, intramuscular o intravenosa, y la vancomicina,
para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus)
administracada por via oral o intravenosa 211242244 Esta situacién es debida a los
desafios técnicos, comerciales y regulatorios frente a los que se enfrenta la terapia

basada en AMPs.

En este sentido, varios estudios muestran que existe una pobre correlacién entre
la actividad antimicrobiana de los AMPs in vitro y su eficacia in vivo, posiblemente
debido a que su funcion es altamente sensible a las condiciones del ambiente en que se

encuentren. Por ejemplo, se ha comprobado que algunos AMPs, como la defensina B

245 246

humana ** y el péptido LL-37 derivado de la catelicidina humana #*°, parecen inactivos
o minimamente activos al evaluar la CMI en presencia de concentraciones salinas
fisioldgicas o en suero 24, Esto podria deberse a que no se emulen suficientemente bien
in vitro las condiciones del entorno de los mamiferos, o bien a que el péptido no lleve a
cabo una destruccion bacteriana directa, sino que siga un mecanismo mediado por un

efecto inmunomodulador 214247,

Por otro lado, la terapia peptidica en general presenta limitaciones en cuanto a la
via de administracidn. La mayoria de los AMPs en fases clinicas se limitan a aplicaciones
tépicas debido a la susceptibilidad de los péptidos a la degradacion por enzimas
proteoliticas del tracto digestivo y de la circulacidon sanguinea, asi como del rapido
aclaramiento renal y hepatico 210240248 |3 estabilidad de los péptidos frente a la
digestion proteolitica se puede mejorar a través de diferentes estrategias de
modificacion quimica 219240; j) incorporacién de D-aminodcidos que revierten la
estereoquimica del péptido, por lo que se evita la degradacidn por las enzimas, que son
estereoespecificas; ii) ciclacion peptidica a través de la unién de los extremos,
estabilizando asi la estructura; iii) acetilacion del extremo N-terminal, que bloquea la
actividad de las aminopeptidasas, y iv) empleo de compuestos péptidomiméticos que

conservan la disposicion espacial de las cadenas laterales por tanto mantienen su
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funcién, pero presentan modificaciones en el esqueleto de la molécula, evitando asi la

protedlisis.

En general, se considera que las terapias peptidicas tienen ventajas desde la
perspectiva de seguridad en comparacion con los farmacos de pequefio tamario, ya que
sus productos de degradacidn son aminoacidos naturales y a que, debido a su corta vida
media, no tienden a acumularse en los tejidos 2*°, Ademas, los péptidos terapéuticos,
incluso los sintéticos, son generalmente menos inmunogénicos que las proteinas y los
anticuerpos recombinantes 24°, Actualmente, un buen nimero de AMPs se encuentra

en las Ultimas fases de desarrollo clinico 201240,

6.2. Enzibioticos

Las enzimas liticas de la pared celular representan una novedosa terapia contra las
enfermedades infecciosas, y reciben el nombre de “enzibioticos” cuando se emplean
para tal fin 296:207.250_Estas lisinas pueden ser codificadas por bacteriéfagos (endolisinas)
o por las propias bacterias (autolisinas), y pueden presentar actividad amidasa (rompen
los enlaces amida entre las cadenas de glicano y las cadenas peptidicas), glicosidasa
(hidrolizan enlaces de la cadena de glicanos), o endopeptidasa (rompen enlaces

peptidicos especificos del peptidoglicano) 2%7.

Los enzibidticos se encuentran actualmente entre las diez mejores alternativas a

251

los antibidticos convencionales “>*, debido a las siguientes caracteristicas, que les

confieren grandes ventajas:

e Alta actividad, se ha comprobado que ocasionan la muerte bacteriana en un
tiempo menor que los antibidticos convencionales 203205,

e Alta especificidad, particularmente frente a bacterias Gram-positivas, aunque se
han identificado endolisinas con actividad litica de amplio espectro 2°6.

e Baja incidencia de resistencia: debido a la naturaleza de la diana (la estructura
de la pared celular) que resulta esencial para la viabilidad bacteriana, y que se
encuentra muy conservada, esta no puede modificarse facilmente sin
comprometer la aptitud de la bacteria (reduccion de la tasa de crecimiento,

mayor susceptibilidad a elevadas temperaturas, disminucion de la virulencia,
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etc.) 2°2. A pesar de esto, se han documentado mutantes de S. aureus resistentes
a lalisostafina, una endolisina que se dirige al puente de pentaglicina débilmente
conservado en el peptidoglicano de esta bacteria 2°3.

e Capacidad de actuar de manera sinérgica con otras lisinas 2°*2>> o antibidticos
256259 an combinaciones altamente letales frente a cepas resistentes 260-263,

e Efectividad en una amplia variedad de modelos animales de infeccién bacteriana
gue incluyen neumonia, sepsis y otitis. Asimismo presentan actividad inhibitoria
de la formacién de biopeliculas y ejercen un efecto de descolonizacion de las

membranas mucosas 171,203-206,250

Actualmente se encuentra en el mercado la primera serie de productos
antibacterianos basados en el empleo de una endolisina como principio activo

(Staphefekt™, Micreos Human Health BV, http://www.micreos.com/), destinado al

tratamiento tdpico de la infeccidn por S. aureus, incluso resistente a la meticilina 264,

La eficacia de las endolisinas puede mejorarse mediante su modificaciéon por
ingenieria de proteinas, ya sea mediante la construccion de lisinas quiméricas mediante
el intercambio de médulos 2°%262:265 cambio en el estado oligomérico 26¢ o modificacion
de la carga neta 26728 En el caso de organismos Gram-negativos, la presencia de una
membrana externa protectora reduce significativamente la eficacia de las lisinas, si bien
el empleo de un péptido desestabilizador de membranas fusionado a la endolisina
(quimera denominada “artilisina”) 2%%27%, o bien la coadministracion con agentes

desestabilizantes de membrana, pueden facilitar la translocacién de la enzima 2%7.

6.3. Aproximaciones nanotecnoldgicas: Dendrimeros antimicrobianos

La nanotecnologia es un campo multidisciplinar que fusiona la ciencia y la
ingenieria para la creacion de materiales o sistemas a escala hanométrica 2’*. En las
ultimas décadas, la investigacién en campos relacionados con la nanotecnologia se ha
incrementado notablemente 272, Las nanoparticulas poseen, por definicion, un rango de
tamaino de entre 10 a 1000 nm, aunque para aplicaciones biomédicas el tamano

preferido es generalmente inferior a 200 nm 273,
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La nanomedicina combina la nanotecnologia con las ciencias farmacéuticas y
biomédicas, con el objetivo de desarrollar farmacos y agentes de diagndstico mas
eficaces y con mejor perfil toxicoldgico y de seguridad 274. Entre los multiples sistemas
nanomeédicos descritos hasta la fecha, los dendrimeros constituyen unos de los mas

atractivos en cuanto a su uso potencial como antimicrobianos.

Los dendrimeros son moléculas poliméricas tridimensionales con multiples
puntos de ramificacién 27>, En su estructura se pueden diferenciar tres dominios (Figura
14):i) la superficie exterior, que presenta un nimero considerable de grupos terminales,
ii) las ramas internas, denominadas dendrones, vy iii) el nucleo central, desde donde
parten los dendrones. La cavidad interior resulta a menudo adecuada para la
encapsulacion de farmacos, mientras que la superficie presenta multiples grupos que
pueden ser funcionalizados. Cada capa de ramificacion se denomina generacién (G), por
lo que los dendrimeros de generaciones superiores son mas grandes, mas ramificados y

exponen un mayor nimero de grupos terminales en su superficie 27°,

RpSes

Figura 14. Esquema representativo de un dendrimero. Se pueden diferenciar tres dominios: el
nucleo central (negro), los dendrones (ramificaciones internas) y la superficie exterior con los
grupos terminales (R). Cada capa de ramificacion se denomina generacion (G). En la figura se
pueden observar hasta 3 generaciones.
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Su estructura bien definida y su estabilidad quimica los convierten en candidatos
atractivos como soporte de biomoléculas para su administracion in vivo, minimizando la
eliminacion prematura por parte del higado o el bazo ?’7. Ademas, la capacidad de
funcionalizacién de la superficie posibilita la unién de multiples copias de un ligando, lo
cual conlleva un aumento de la afinidad por su blanco en varios érdenes de magnitud,
por efectos de multivalencia: la unién de un primer ligando a la diana favorece la unién
del segundo, ya que ambos pertenecen a la misma particula; la afinidad se incrementa

exponencialmente con el nimero de grupos terminales conjugados 278.

Los dendrimeros representan una alternativa muy atractiva para el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos 276, Se ha observado que la disposicion multivalente de
AMPs en estas particulas tiene como resultado un incremento en su actividad
antimicrobiana, al aumentar su capacidad disruptiva de membranas 2°282, No obstante,
a pesar del importante potencial que presentan, existen muy pocos estudios sobre el

efecto multivalente en el contexto de la administracion de AMPs 282283

6.4. Nuevas estrategias especificas frente a neumococo: antimicrobianos

basados en las CBPs

En el caso concreto que nos ocupa en esta Tesis Doctoral, las CBPs de S.
pneumoniae constituyen un blanco y una herramienta atractivos para el desarrollo de
nuevos antimicrobianos. Estas proteinas, como hemos visto en apartados anteriores,
presentan diferentes funciones esenciales para la viabilidad y virulencia de la bacteria
148,284-288  son comunes a todos los serotipos 6, y juegan un papel esencial en la
formacién de biopeliculas 2. Ademas, poseen una estructura y un comportamiento
muy similar entre si en cuanto al reconocimiento de colina, por lo que una unica
molécula podria inhibir simultdneamente a todos los miembros de dicha familia,

dificultando la aparicion de resistencias.

6.4.1. CBPs como enzibidticos

El empleo de enzimas liticas de pared como terapia (enzibidticos) frente a
infecciones neumocdcicas ha sido y es en la actualidad ampliamente estudiado 2. La

union a su diana (la pared celular bacteriana) se establece comunmente por el
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reconocimiento de la colina a través del CBM, lo que explica su alta especificidad por
microorganismos que contienen colina en su envoltura. Debido a que la colina es
esencial para la viabilidad de neumococo, el desarrollo de resistencia parece muy
improbable 2%7. La excepciéon corresponde a la lisozima Cpl-7, cuya unién es

independiente de colina y muestra asimismo un espectro de accion mas amplio 17,289,290,

Se han probado con éxito enzimas liticas codificados por fagos (Pal, Cpl1, Cpl7) y
por el propio huésped (LytA), tanto en ensayos in vitro como frente a una amplia
variedad de modelos animales de infeccién bacteriana (neumonia, sepsis, otitis), asi
como en la formacidn de biopeliculas y en la descolonizacién de las membranas mucosas
207,267,231-295  Ademds se han descrito efectos sinérgicos entre diferentes endolisinas,
como Cpl1-Pal %27 y entre endolisinas y antibidticos, siendo incluso activos frente a
cepas heumocdcicas multirresistentes 2°7,258:260 263 En |3 actualidad los enzibidticos mas
efectivos frente S. pneumoniae son las proteinas quiméricas PL3 (FM de Pal fusionado
al CBM de LytA) 2°6, y Cpl711 (FM de Cpl7 fusionado con Cpl1) 261 297 PL3 a bajas dosis
presenta una alta actividad bactericida especifica frente a cepas que disponen en su

superficie residuos de colina %®.
6.4.2. Analogos de colina

Desde hace tiempo se sabe que una concentracién alta de colina en el medio de
cultivo (150 mM) inhibe la accion de las CBPs por competicion con el ligando, induciendo
la formacién de largas cadenas 2%8. Sin embargo, la alta concentracidn necesaria y los
posibles efectos secundarios derivados de su administraciéon en estas condiciones
impiden el uso de colina como agente terapéutico, si bien abre la via de la investigacién

de compuestos alternativos, funcionales a una concentracién infererior.

El requisito minimo necesario para el reconocimiento del ligando por parte de
las CBPs es el de una amina terciaria con dos sustituyentes etilo o una amina cuaternaria
con tres sustituyentes metilo 2°?, lo que ha fomentado la bisqueda de andlogos de colina
con diferentes fines biotecnoldgicos °6299-302 De entre los andlogos de colina asi
seleccionados cabe destacar los ésteres de aminas biciclicas (EBAs), con la atropina e
300

ipratropio como cabezas de serie de amina terciaria y cuaternaria respectivamente

(Figura 15). Estos compuestos, aunque se mostraron como eficaces inhibidores de las
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CBPs, muestran un comportamiento inesperado ya que, a diferencia de la colina, no
provocan la encadenacidén celular, y producen cambios morfoldgicos en la superficie de
la bacteria disminuyendo su viabilidad en mas de un 90 % 3%. Aunque estos compuestos
podrian considerarse como potenciales antimicrobianos, sus efectos secundarios
anticolinérgicos debido a las dosis requeridas, aun en el rango milimolar, constituye un
serio inconveniente. El estudio del complejo entre la proteina CbpF vy los ligandos
atropina e ipratropio mediante cristalografia de rayos-X mostré la importancia de la
fraccién aromatica de los EBAs, que estd implicada en interacciones nt-1t con los residuos
arométicos de la CBP 3%, Esta informacion permitid el disefio racional de EBAs que
mostrasen una interaccion mejorada con la proteina, prestando especial atencién a la
diversidad en el nimero de anillos aromaticos y a su disposicién espacial 3%2. Los EBAs
mas relevantes de dicha quimioteca (Figura 15) fueron capaces de inhibir in vitro la
actividad de LytA con una eficiencia 100 veces mas alta que la colina 3°2, y de detener el
crecimiento in vitro de las cepas R6 (no encapsulada) y D39 (encapsulada), con CMls del
orden de uM, concentraciones comparables a los que presentan los antibidticos B-

lactdmicos, macrdlidos y fluoroquinolonas comerciales actualmente en uso 393,

Colina Atropina Ipratropio

ch —N
H

CHs OH —N
! ( =
HsC” " OH o~ 0
m I

Derivados EBAs

~

CMI (uM)
R6 D39

18 27 0
" /O/ \O EBA18 180 180

EBA26 90 90

26 31
0-0 ° 6 EBA27 90 90
R ‘ O O EBA31 22 22

Figura 15. Estructura de la molécula de colina y de los analogos de colina, ésteres de aminas
biciclicas (EBAs). Se muestra la férmula molecular de los derivados de los EBAs y la CMI que
presenta cada uno frente a las cepas de S. pneumoniae R6 y D39. Figura tomada de De Gracia
Retamosa y col. (2015) 3°2, mostrada con permiso de los autores.
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6.4.3. Dendrimeros funcionalizados con colina y analogos de colina

Como se ha apuntado mas arriba, el uso de particulas dendriméricas constituye
un procedimiento nanotecnoldgico muy eficaz para incrementar exponencialmente la
actividad de un determinado ligando gracias a efectos de multivalencia. Este concepto
se aplicd a la construccion de dendrimeros de colina y de atropina, compuestos que,
aislados, ejercen su actividad antimicrobiana a concentracion del orden de milimolar. La
primera aproximacion consistié en la construccién de dendrimeros de polipropilénimina

(PP1) de varias generaciones funcionalizados con colina 3%4,

Los estudios mostraron que los dendrimeros de colina de varias generaciones
(gx-cho) ejercen el mismo efecto que la colina a dosis hasta 5.000 veces inferiores
(concentraciones efectivas equivalentes: 50 mM colina; 100 uM g2-cho; 10 uM g3-cho
y g5-cho) 3%, generdndose largas cadenas que son més facilmente fagocitadas por las
células de la microglia 3%. Por su parte, los dendrimeros funcionalizados con 8 moléculas
de atropina (g2-dendropina) mejoran notablemente la eficacia inhibidora de la actividad
de LytA in vitro, con una concentracion inhibitoria al 50 % (ICso) en el rango nanomolar,
es decir, se requiere una concentracidon de g2-dendropina aproximadamente 45.000
veces inferior a la de atropina 309302, |3 diferencia entre ambos dendrimeros reside en
gue, mientras que los dendrimeros de colina inducen la formacidon de largas cadenas sin
afectar la viabilidad celular, la g2-dendropina a 1 uM inhibe por completo el crecimiento
de la cepa no capsulada R6 y a 10 uM el de la cepa capsulada AR33118 (serotipo 3),

altamente patégena y resistente a la levofloxacina 32,
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Objetivos

Las enfermedades infecciosas resultan cada vez mas dificiles de atajar, debido a
la diseminacidn global de la resistencia antimicrobiana. Es por ello de gran importancia
el desarrollo de nuevas estrategias, que soslayen las complicaciones de las resistencias.
S. pneumoniae es uno de los patdégenos humanos mas relevante a nivel mundial,
causante de enfermedades con elevado impacto social, y que forma parte de la lista de

patdégenos prioritarios para la 1+D de nuevos antibidticos publicada por la OMS.

El propdsito principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos frente a S. pneumoniae, focalizando la investigacion en la familia de las
CBPs, por un lado, como un blanco de antimicrobianos apenas considerado hasta ahora
pero muy atractivo debido a que participan en funciones esenciales para la viabilidad,
colonizacidn del huésped y virulencia, mientras que por otra parte pueden constituir por

si mismas fuentes de nuevos compuestos antineumocécicos.

Los objetivos concretos que nos planteamos investigar en la presente Tesis

Doctoral son los siguientes:

e Determinacion del mecanismo de accion de los EBAs sobre S. pneumoniae que

les distingue del resto de andlogos de colina.

e Determinacion del efecto de los EBAs sobre biopeliculas simples de S.

pneumoniae o mixtas con la bacteria Gram negativa H. influenzae.

e Caracterizacion de la estructura y la afinidad por el sustrato de los CBMs: C-Cpl1,
C-LytA y C-CbpD. Ensayo como bloqueantes de las CBPs y como compuestos

antineumocadcicos no liticos.

e Caracterizacion de la estructura de péptidos sintéticos derivados de un CBR de
LytA. Ensayo como blogueantes de las CBPS y/o perturbadores de la membrana

de S. pneumoniae.

e Estudio de la potenciacion del efecto antimicrobiano de los CBMs y de los
péptidos derivados de LytA de mayor interés mediante su disposicion

multivalente en oligdmeros o dendrimeros.
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Materiales y Métodos

1. ESTIRPES BACTERIANAS Y PLASMIDOS
Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon las siguientes estirpes

bacterianas y los pldsmidos detallados en las tablas 1y 2.

Cepa Genotipo/Fenotipo Referencia
Escherichia coli
BL21 (DE3) F ompT gal [dcm] [lon] hsdSg con DE3 307
RB791 W3110 /acl 308
Streptococcus pneumoniae
R6 Cepa no capsulada derivada de D39 309
M11 Derivada de R6, lytA* 142
M22 Derivada de M11 (Nov") 89
M31 Derivada de M11, AlytA 133
M31C Derivada de M31, AlytA IytC:.ermC; Eri" 131
M32 AlytA32 310
R6B R6, ytB::ermC; Eri" 142
R6C R6, lytC::ermC; Eri" 142
R6CIB17 Cepa no floculante derivada de R6 Esta Tesis
P0O46 R6 derivative, lytA::kan lytC::ermC; Kan" Eri" 142

Transformante de M11 con DNA de 5086
P181 . 311
(serotipo 19A), cepa S19A+

P233 Transformante de R6 con DNA de M22 (Nov') 312
D39 Cepa encapsulada (NCTC 07466, serotype 2) 313
P093 Cepa derivada D39 (lytC) 314
P095 Cepa derivada D39 (lytA) 114
P096 Cepa derivada D39 (lytB) 314
P139 Cepa derivada D39 (/ytA, lytC) 315
P170 Cepa derivada D39 (lytA, IytB, lytC) 315
48 Serotipo 23F J. Yuste, ISCIII
5086 Aislado clinico serotipo 19A, ST81 311
3498 Aislado clinico serotipo 8 J. Yuste, ISCIII
ATCC 49619  Cepa tipo serotipo 19F Coleccién de Cultivos Tipo Americana

Haemophilus influenzae

54997

Aislado clinico de un nifio con otitis media
aguada

316

Pseudomonas aeruginosa

CECT 110

Coleccién Espaniola de Cultivos Tipo

Staphylococcus aureus

CECT 5190

Coleccién Espariola de Cultivos Tipo

Tabla 1. Estirpes bacterianas empleadas
ermC, eritromicina ribosoma metilasa. Nov, Novobiocina. Kan, Kanamicina. Eri, eritromicina.
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Plasmido Caracteristicas Referencia

Plasmido derivado de pET21d(+), Amp" .
pETccbpD , Esta Tesis
Sobreexpresa la proteina C-CbpD

Plasmido derivado de pET21d(+), Amp" .
pET-lzclytA Esta Tesis
Sobreexpresa LZ-C-LytA

CEL7 Pldsmido derivado de pIN-llI(lpp-5)-A3, Amp’ 116
P Sobreexpresa la proteina C-LytA

oML Plasmido derivado de pIN-Ill(IppP-5)-A3, Amp’ .
P Sobreexpresa C-Cpl1l

Tabla 2. Plasmidos empleados. Amp, ampicilina

1.2. Medios, condiciones de cultivo y de conservacién

Las cepas se conservaron congeladas a - 80 °C en los diferentes medios de cultivo
empleados a los que se afiadio glicerol al 10-15 % (v/v) (concentracidn final). Los cultivos
en medio liquido de Escherichia coli se crecieron en medio Luria-Bertani (LB): triptona 10
g L', extracto de levadura 5 g L%, NaCl 10 g L'! 3¥7, suplementado en los casos necesarios
con ampicilina (0,1 mg mL?), en agitacién orbital (200 rpm, Innova 4000) a 37 °C. Su
crecimiento se valoré por turbidimetria a 600 nm (D.O.e00) utilizando el
espectrofotémetro “Evolution 201” (Thermo Scientific). Los cultivos en medio sélido se
llevaron a cabo en placas Petri convencionales conteniendo medio LB suplementado con

1,5 % (p/v) de agar bacteriolégico (Oxoid).

Para el cultivo en medio liquido de las cepas de S. pneumoniae se utilizé
rutinariamente el medio C ajustado a pH 8,0 (CpH8) 3!8, suplementado con extracto de
levadura al 0,08 % (C+Y) (Oxoid), o el medio Cden-EA donde la colina es remplazada por
la EA 13>, El crecimiento de los cultivos se llevd a cabo a 37 °C sin agitacion, y se siguid por
turbidimetria a 550 nm (D.O.ss0). Para el cultivo en medio sélido se utilizaron placas de
agar de soja tripticaseina (Conda-Pronadisa) suplementado con 5 % de sangre
desfibrinada de oveja (Thermo Fisher). Para obtener el cultivo de S. pneumoniae en fase
exponencial sin riesgo de autolisis se realizé el indculo correspondiente de S. pneumoniae
(50 pL del cultivo procedente del glicerol a 0,4 D.O.sso en 4 mL de medio C+Y) el dia
anterior y se dejé en el bafio programable PolyScience, modelo AP15R-30-A12E, a 15 °C,
programado para calentar a 37 °C a las 6:00 am, 3 horas antes del inicio de la jornada

siguiente.
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En cuanto al cultivo de H. influenzae, se empleé el medio infusién corazén (BD
Bacto™ Brain Heart Infusion Referencia 237500) suplementado con hemina y
dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD) (15 ug mL* de cada suplemento) (sBHI), a 37
°C en presencia de COz al 5 %. Para el cultivo en medio sdélido se utilizaron placas de agar

chocolate (Conda-Pronadisa).

2. TECNICAS DE DNA

2.1. Extraccion de DNA cromosdmico

El DNA cromosémico de S. pneumoniae R6CIB17 se purificé utilizando el
procedimiento descrito previamente 3° con pequefias modificaciones. Para ello, las
células de un cultivo crecido a D.O.s550 de 0,6 (10 mL) se sedimentaron por centrifugacién
a 7.800 x g, durante 5 min a 4 °C. El precipitado obtenido se resuspendid en 0,4 mL de
tampon de Morrison (30 mM &acido etilen-diamino-tetraacético (EDTA), 0,4 % Sarkosyl,
0,1 % Triton X-100, 50 mM Tris pH 8,0) y se incubd a 37 °C hasta la lisis total del cultivo
(aproximadamente 10 min). El cultivo lisado se traté con RNasa (125 pg mL?) durante 1 h
a 37 °C y a continuacion con proteinasa K (200 pug mL?) durante 1 h a 37 °C.
Posteriormente se purificd6 en dos pasos con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), centrifugando en cada paso a 7.800 x g durante 10 min para separar la fase
acuosa de la organica e interfase (proteinas y contaminantes), y a continuacion con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), para eliminar restos de fenol. La precipitacién del
DNA se llevd a cabo en presencia de etanol absoluto frio (1 mL), manteniéndolo 30 min a
- 20 °C. A continuacién, se centrifugé durante 10 min a 7.800 x g vy, tras eliminar el
sobrenadante, el precipitado conteniendo el DNA se lavd con etanol al 70 % (1 mL) y se
centrifugd de nuevo 10 min a 7.800 x g a 4 °C. El precipitado final se dejé secar al aire
para eliminar completamente el etanol de la muestra y finalmente el DNA se resuspendid

en 0,2 mL de agua ultra pura (Millipore, 18.2 MQ cm) pH 8,0.

2.2, Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La extraccién del DNA se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa
(Pronadisa) al 0,6 % (p/v) en tampdn TAE (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM 4&cido acético,
pH 8,0, SERVA), y utilizando el sistema Wide Mini-Sub® Cell GT de Bio-Rad. Las muestras
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se cargaron con tampdn de carga (10x: 0,1 % (p/v) xilencianol, 0,1 % (p/v) azul de
bromofenol, 10 % (v/v) glicerol, 10 mM EDTA, pH 8,0). Como solucién de tincién se utilizd
RedsafeTM (Intron Biotecnology) y el campo eléctrico aplicado fue 75 V durante 60 min.

El DNA se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta.

2.3. Secuenciacion

La secuenciacion de DNA se llevd a cabo por la empresa Macrogen (Seul, Corea del
Sur) utilizando un secuenciador automatico modelo HiSeq2500 (Illumina). Para la reaccién
de secuenciacion se utilizd el kit Truseq nano DNA de Illumina, siguiendo las
recomendaciones de los suministradores. Las reacciones se llevaron a cabo mediante la
técnica de PCR con un termociclador ProFlex PCR System Applied Biosystems (Thermo

Fisher).

2.4. Preparacion y transformacion de células competentes

La preparacion de células competentes de E. coli y su trasformacién con DNA

plasmidico se llevd a cabo por el método tradicional del CaCl, 3.

3. TECNICAS DE TRABAJO CON PROTEINAS

3.1. Sintesis de péptidos

Los péptidos indicados en la Tabla 3 fueron sintetizados por Caslo Aps (Lingbym,
Denmark). En todos los casos, se siguieron los protocolos de sintesis en fase sdélida de
Fmoc (fluorenil-9 metiloxicarbonilo) y se purificaron mediante HPLC de fase inversa
usando columnas C18 hasta alcanzar un 95 % o mas de pureza. Los péptidos se prepararon
en una solucidn de partida stock conteniendo 2 mg mL* de cada compuesto disuelto en
agua ultra pura ya que la presencia de sales induce a precipitacién (Millipore, 18.2 MQ

cm).
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Péptidos sintetizados £ (Mtem?) PMt

P4A (LytA239.252)

13.980 1820,1
TGWKKIADKWYYFN
P4B

27.960 4267,92
TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFN
P4AC
TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFNEEGAMKT 41.940 6715,74
GWKKIADKWYYFN
P4C_NOME
TGWKKSADKWYYSNEEGAMKTGWKKSADKWYYSNEEGAMKT 41.940 6457,19
GWKKSADKWYYSN
P4C_NOCH
TGIKKIADKIYFNEEGAMKTGIKKIADKIIYFNEEGAMKTGIKKIAD 4.470 6127,36

KIIYFN

Tabla 3. Péptidos sintetizados. En azul seindicala  &: coeficiente de extincidn tedrico
secuencia repetida y en rojo las mutaciones

. . y PMt: peso molecular tedrico
introducidas respecto a la secuencia de P4A. P

3.2. Sintesis de dendrimeros

Los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A se sintetizaron en las instalaciones del
laboratorio del Profesor E.W. Meijer (Universidad Técnica de Eindhoven - TUE, Holanda).

La sintesis se llevd a cabo en dos etapas.

En la primera (activacidon) se generaron los dendrimeros g2-OEG4-N3 y g3-
OEG4-N3 (controles) (Figura 16). Para ello se parti6 de los dendrimeros base
aminados g2-NH, y g3-NH: con nlcleo de PPl (Figura 16), a los que se hizo
reaccionar con azido-dPEG4-NHS éster en cloroformo/trietilamina. Tras 21 h de
reaccion a temperatura ambiente, se afiadieron unas gotas de agua y se procedid
a evaporar el disolvente. El residuo se disolvido en metanol y se purificd en una
columna IRA95 equilibrada en metanol. El eluido se concentré y dializé frente a
agua conteniendo trietilamina al 0,2 % y posteriormente frente a agua pura,
procediéndose finalmente a su liofilizacién. Estos dendrimeros se utilizaron como

controles negativos (no funcionalizados con péptidos) en los experimentos.
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Caracterizacién de los productos finales: MALDI-TOF: g2-OEG4-N3: Mwcac =
2959,62 g/mol, m/zobs = 2960,14 [M+H]*; g3-OEG4-N3: MWcaic = 6059,47 g/mol, m/zobs
= 6059,3 [M+H]*. 1H RNM: g2-OEG4-N3 (400 MHz, D20); & 3,71 (t, 16H), & 3,60 (m, 96H),
6 3,43 (t, 16H), 6 3,14 (t, 16H), 6 2,66, 2,55, 2,45, 1,65, 1,49 (nucleo dendrimérico); g3-
OEG4-N3 (400 MHz, CDCls); 3,74 (t, 32H), 3,62 (m, 192H), 3,39 (t, 32H), 3,24 (t, 32H), 2,47,
2,41, 2,14, 1,60, 1,55, 1,39 (nucleo dendrimérico).

En la segunda etapa de sintesis, se llevd a cabo el acoplamiento del péptido P4A
para generar los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A, tal y como sigue de manera resumida: se
prepararon por separado soluciones de partida del péptido P4A en agua y de los
dendrimeros activados en dimetilformamida/diclorometano. Por otro lado, se afiadid
aminoguadinia a una solucidn de sulfato de cobre, y posteriormente Bim(py): y, tras un
minuto de reaccién, ascorbato sddico. A esta mezcla de reaccién se le afiadieron el
péptido y el dendrimero activado, y se dejé agitando durante dos dias a temperatura
ambiente. Finalmente, se procedid a purificar el producto usando filtros de centrifuga
Amicon con tamafios de tamiz de 10 kDa (g2-P4A) o 30 kDa (g3-P4A), lavando el filtro

exhaustivamente con agua. Finalmente, el residuo se recuperd y liofilizo.

Caracterizacion: MALDI-TOF: g2-P4A: Mwcac = 18729,36, m/zobs = 18773,2 (~8
copias de péptido), 16775,5 (~7 copias), y 14720,6 (~6 copias). g3-P4A: Mwaic = 37598,94,
m/zobs = 37796,8 (~16 copias de péptido), 35787,3 (~15 copias), 33820,1 (~14 copias),
31688,8 (~13 copias) y 29421,9 (~12 copias). En todos los casos la especie predominante
era la que contenia mayor nimero de copias, de manera que a lo largo del trabajo se
considera, para simplificar los calculos, que los dendrimeros contienen 8 y 16 copias de

péptido respectivamente (Figura 16).
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Segunda generacion : Tercera generacion N,H
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Figura 16. Estructura molecular de los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A, y sus respectivos controles
(82-OEG4-N3 y g3-OEG4-N3).

3.3. Expresion y purificacidn de proteinas

La construccién de los plasmidos conteniendo los genes que codifican para las
proteinas C-CbpD (pET-ccbpD) y LZ-C-LytA (pET-lzclytA) se llevd a cabo por la empresa
GenScript (Nueva Jersey, EE. UU.). La secuencia de nucledtidos que codifica para el
modulo de unién a colina de CbpD (C-CbpD) de la cepa R6 (aminodcidos del 353 a 448) se
insertd entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol del plasmido pET21d(+) (Novagen),
respetando la fase de lectura, dando lugar al pldsmido pET-ccbpD. Por otro lado, una
region que incluia la secuencia codificante de la cremallera de leucinas de Pseudomonas
putida KT2440 (aminoacidos de 106 a 142) se fusiond aguas arriba del gen c-lytA de la
cepa R6 (aminodcidos 187 a 318 de LytA), 116, y ambas se clonaron en el vector pET21d(+)
entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol, respetando la fase de lectura, dando lugar al
plasmido pET-lzclytA. En ambos plasmidos, se introdujeron tres codones de terminacion

justo antes de la secuencia Xhol (Figura 17 y Figura 18).
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C'C ATG G
M G W K K I N G S W Y H F K S

A I N T T v D G Y R v N S D G E

TAA TGA TGA C'TC GAG

R V - - - (Stop XhoI)

Figura 17. Secuencia nucleotidica (gris) y aminoacidica (negro) resultante tras la clonacién para la
obtencién del plasmido pET-ccbpD, que codifica para la proteina C-CbpD. Se muestran
sombreados en gris los sitios de restriccion Ncol y Xhol, y en azul los tres codones de terminacion,
justo antes de la secuencia Xhol.

C’C ATG G
M G L G v P S R N E I K A L

E ol ¢ v "Dl isumlnalraikKifiQmsl HErmuiKnidds T

v S N A F I Q S A D G T G W Y

Y L K P D G T L A D R P E F T
TGA TAA TAA C'TC GAG
v E P D G L I T v K - - — (stop XhoI)

Figura 18. Secuencia nucleotidica (gris) resultante tras la clonacion para la obtencion del plasmido
pET-lzcclytA, que codifica para la proteina LZ-C-LytA. En rojo, el segmento que corresponde a la
secuencia de la cremallera de leucinas de P. putida KT2440; en negro la secuencia de C-LytAy en
verde la region separadora de ambos dominios. Se muestran sombreados en gris los sitios de
restriccion Ncol y Xhol, y en azul los tres codones de terminacidn, justo antes de la secuencia Xhol.
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La sobreexpresién de los genes que codifican para los CBMs se llevd a cabo en
cepas de E. coli: c-cbpD y Iz-c-LytA en BL21 (DE3), mientras que c-lytA (a partir del
pldsmido pCE17) y c-cpl/l (a partir de pCM1) se expresaron en la cepa RB791 16, La
purificacién de proteinas se realizé por cromatografia de afinidad y elucién con colina, tal
y como se ha descrito previamente 11¢2%° Para ello se preparé un preindculo en medio LB
en presencia de ampicilina 0,1 mg mL? dejandose crecer toda la noche a 37 °C. Al dia
siguiente se inoculd 1 L de LB con 10 mL del preindculo anterior y se incubd a 37 °Cy 200
rpm hasta alcanzar una D.O.g00 de 0,6. La expresidn de los genes c-lytA y c-cpll se indujo
en este momento por la adicién de 0,5 mM de isopropyl-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG), dejando crecer el cultivo durante 14 h a 37 °C (200 rpm). En el caso de los genes
c-cbpD y Iz-c-LytA su expresion se indujo por la adicién de 0,5 mM de IPTG durante 3 h a
30 °C, ya que comprobamos que en estas condiciones obteniamos una cantidad superior
de proteina en relacion a la fraccidn proteica total. Las células se recogieron mediante
centrifugacién a 5.000 x g (Avanti® J-26XP, Beckman Coulter) durante 10 min a 4 °C, se
resuspendieron en 50 mL de tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0, y se lisaron por
sonicacion (Branson 250) mediante 10 ciclos de 15 s a 4 °C. El extracto resultante se
centrifugd a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C, y el sobrenadante obtenido se cargé en
una columna cromatografica (30 x 1,5 cm, Bio-Rad) que contenia 10 mL de lecho
empaquetado de di-etilaminoetanol (DEAE)-celulosa (forma fibrosa, Sigma-Aldrich)
previamente equilibrada en tampdén 20 mM fosfato sddico, pH 7,0. A continuacién la
columna se lavd exhaustivamente con tampdn 20 mM fosfato sddico, 1,5 M NacCl, pH 7,0,
seguido de un segundo lavado con tampdn 20 mM fosfato sédico, 150 mM NaCl, pH 7,0
hasta que no se detectd presencia de proteina en la fraccidon de lavado. Finalmente, la
proteina de interés se eluyd de la columna con tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0

conteniendo cloruro de colina 2 % (p/v).

Las proteinas purificadas se dializaron a 4 °C frente a tampdn 20 mM fosfato
sodico, pH 7,0 para eliminar la colina utilizada en la elucion, y se almacenaron a - 20 °C
hasta su utilizacién. En el caso de LZ-C-LytA, se observd que la proteina precipitaba casi
por completo al retirar la colina por didlisis, por lo que se llevd a cabo una dialisis gradual
en presencia de concentraciones decrecientes de colina (de 75 a 10 mM) y a una

concentracion maxima de proteina de 6-8 uM.
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3.4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La pureza de las preparaciones proteicas fue comprobada por electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 329, utilizando el
sistema Mini-Protean de Bio-Rad. El gel concentrador fue preparado a una concentracién
final de acrilamida (BioRad) del 4 % (p/v) y el separador a una concentracién de 15 % (p/v).

Los geles fueron tefiidos con EZBlue™ (Sigma-Aldrich).

3.5. Valoracidon de la concentracion de proteina pura

La concentracién de las proteinas puras se valord por espectroscopia de absorcién
a 280 nm (Evolution 201, Thermo Scientific), utilizando el coeficiente de extincién molar
(£280) tedrico calculado a partir de la secuencia primaria (Programa ProtParam del servidor

EXPASY, http://web.expasy.org/protparam). Los coeficientes de absorcién molar a 280

nm asi calculados para C-LytA, C-CbpD, C-Cpll y LZ-C-LytA son: 62.540, 58.900, 81.076 y

67.380 Mt cm respectivamente.

4. TECNICAS BIOFiSICAS

4.1. Dicroismo circular (CD)

Los espectros de dicroismo circular se registraron en un espectropolarimetro Jasco
J-815 (Tokio, Japdn), equipado con un sistema Peltier PTC-423S, empleando cubetas con
paso Optico de 0,1 cm para la region del UV lejano (250-195 nm) y de 1 cm para el UV
cercano (320-250 nm). En el caso de los dendrimeros se empled siempre la cubeta de
paso éptico de 1 cm. Todas las mediciones se llevaron a cabo en 20 mM de fosfato sédico,
pH 7,0 y a 20 °C. Dado que los péptidos y los dendrimeros tienden a precipitar en este
tampdn, una vez preparada la muestra se centrifugd durante 3 min a 9.000 x g y se
comprobd la concentracion final previa al experimento. Los espectros de longitud de onda
para estas muestras se adquirieron a una velocidad de 50 nm min, con un tiempo de
respuesta de 2 s y promediando cuatro espectros. Los datos de CD se procesaron en
primer lugar restando el espectro de la linea base obtenido con tampdn y en ausencia de
muestra, y posteriormente fueron suavizados con el método proporcionado por el

software Jasco Spectra Analysis.
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Los resultados finales obtenidos se expresan en elipticidad molar de residuos ([0]),

en unidades de grad cm? (dmol de residuos)™? (Ecuacion 1).
[0], =6,/([M]-n-d-10) (Ecuacion 1)

Donde [@]x es la elipticidad molar por residuo, 8 , es la elipticidad a una longitud
de onda determinada, [M] la concentracion molar de proteina o péptido, n el nimero

de aminoacidos menos uno, y d el paso dptico en centimetros.

Los barridos de temperatura se llevaron a cabo a una velocidad de 60 °C h'! con
un tiempo de respuesta de 2 s. Tras alcanzar la temperatura final, la muestra se enfrid a
5°Cy, tras 1 h de equilibrio, se registré de nuevo el espectro de longitud de onda para
comprobar la reversibilidad del proceso de desnaturalizaciéon. Las concentraciones
peptidicas empleadas fueron 30, 20 y 10 uM para P4A, P4B y PAC respectivamente con
objeto de mantener la misma concentracién en equivalentes de CBR4, habiéndose
descartado en todo caso efectos inespecificos en los espectros de cada péptido en este
rango de concentraciones. La muestra se estratificdé con aceite mineral para evitar la
evaporacion durante el proceso. Los barridos térmicos se ajustaron a la ecuacién de

Gibbs-Helmholtz (Ecuacién 2).
AG®(T) = AH,, (1 ~T/r ) — AC, [(Ty, — T) + TIn(T/Ty)] (Ecuacicn 2)
m

Donde AG° (T) es la energia libre de la transicién a una temperatura T, AHm es la
entalpia de van't Hoff, T, es el punto medio de desnaturalizacion (en Kelvin) y AC, es la
diferencia en la capacidad calorifica entre los estados nativos y desnaturalizados.
Utilizamos un valor estimado de AC, de 12 cal mol?* K x (himero de aminodacidos) 321,
resultando 2 kcal mol! K para la proteina C-Cpl1 (165 aminoacidos) y 1,2 kcal mol* K!

para C-CbpD (97 aminodcidos). Para los péptidos se asumioé un valor de AC, = 0.

Para determinar el nimero de CBSs de las proteinas C-Cpl1 y C-CbpD, se realizaron
barridos térmicos a concentraciones saturantes de colina. El nUmero de CBS se obtuvo a

partir de la grafica de van’t Hoff, empleando la ecuacion de van’t Hoff (Ecuacidn 3).
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In([C]) = - (AHm/nR) * 1/Tm + AS/nR (Ecuacion 3)

Donde [C] es la concentracion de colina, Trm es el punto medio de desnaturalizacién
(en Kelvin), AHm/nR es la pendiente de la linea de ajuste, AHm es la entalpia media de van't

Hoff, R es la constante de gas y n el nimero de CBSs.

Los ensayos de titulaciéon con dodecilfosfocolina (DPC, Avanti Lipids Inc.) se
llevaron a cabo registrando el espectro de longitud de onda de la muestra a
concentraciones crecientes de DPC y a una concentracion fija de compuesto (1 uM g2-
P4A; 0,2 uM g3-P4A; 30 uM P4A; 20 uM P4B; 10 uM P4C y sus mutantes) en tampon 20

mM fosfato sddico, pH 7,0.

La elipticidad a 222 nm (6,,,) esta relacionada con el contenido en hélice a (fu)
que se puede calcular a partir de la (Ecuacidn 4). La conversion de 6,5, a (fu) requiere del
conocimeinto de la linea base de elipcitdad del random coil (6.) y de la hélice a completa

(On).

fu = (0222 — 6¢)/(0y — O¢) (Ecuacidn 4)

Los valores de 6. y 8y depende de la temperatura y se calculan emplenado las
siguientes ecuaciones:
0, =2220—-53T
Oy = (—44000 + 250T )(1 — 3/N,)

Donde T es la tempetarura en °C y N es el nUmero de residuos.

4.2, Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia se obtuvieron en un
espectrofluorimetro PTI-Quanta Maser QM-62003SE (Birmingham, NJ, EE.UU) excitando
la muestra a 280 nm y registrando la emisién entre 300 y 400 nm. La velocidad de barrido
fue de 60 nm min, y la apertura de las rendijas de los monocromadores de excitacion y
emision fue de 0,75-1 mm. Se empled una cubeta de 5 x 5 mm para la medicién de los

CBMs (1 uM) y para los péptidos (7,5 UM P4A; 5 uM P4B; 2,5 uM P4C y sus mutantes). Por
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su parte, para los dendrimeros (0,5 uM g2-P4A; 0,2 uM g3-P4A) se empled una cubeta de
10 x 10 mm. Todas las muestras se estudiaron en presencia de tampdn 20 mM fosfato

sodico, pH 7,0 a 20 °C.

En los experimentos de titulacidn en presencia de diferentes concentraciones de
colina, a partir de los espectros de fluorescencia obtenidos se calculd el promedio de la

intensidad de emision (|<A>|) (Ecuacion 5).

| < A>|=X%A;1;)/ X1 1; (Ecuacion 5)

Donde |<A>| es el promedio de la longitud de onda de emisién, /i es la intensidad

de fluorescencia medida a cada longitud de onda A y n es el nUmero de puntos recogidos.

A partir de la representacién del promedio de intensidad frente a la concentracion
de ligando se calculd la constante de afinidad por la colina libre. En concreto, la afinidad
del mdédulo C-CbpD, los péptidos y los dendrimeros estudiados se estimd considerando

un solo tipo de sitio de unidn, y de acuerdo al analisis de Langmuir (Ecuacién 6).

|<A>|max [L

B ] .
|<A>]|= Kot L] (Ecuacion 6)

Donde |<A>| es el cambio en el promedio de la longitud de onda en cada punto,
(|<A>|)max es el cambio maximo extrapolado a la saturacion con el ligando (L), y K4 es la

constante de disociacion.

En el caso de la proteina C-Cpll el andlisis de la afinidad contempla tanto la
dimerizacion de la proteina inducida por la unién del ligando como la existencia de 5 sitios
de unién independientes por dimero. En este caso, el calculo de la afinidad se realizé
utilizando una version ampliada de la ecuacion publicada por Monterroso y cols. (2008)

128 13 cual contemplaba Unicamente la existencia de 4 sitios (Ecuacion 7):

| <A>]| = {[M)*r (A+ B) — p[D]o}/[C] (Ecuacion 7)
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donde:
{—1+ {1+8[Clr(1 + K, [L])5}/?}
M= Gr+ KL%
A=p 1 +Ky[L])®
B = 5h(K,[L] + 4K,*[L]? + 6K, *[L]® + 4K,*[L]* + K,°[L]%)
siendo:

[M] = concentracion proteica de forma monomeérica libre, [D]o = concentracién de forma
dimérica en ausencia de ligando, [C] = concentracién total de proteina (en unidades
monomeéricas), r = constante de dimerizacién de la proteina en ausencia de ligando, p =
cambio en |<A>| sufrido por la dimerizacion de la proteina libre en ausencia de ligando,
K» = constante de unién del ligando (inverso de la constante de disociacidn) y h = cambio
en |<A>| inducido por la unién del ligando al dimero (por mol de sitios en cada

monomero). La cosntante de disociacién (Ky) se calculé como 1/Kp,

4.3, Calculo de la concentracion micelar critica

La concentracion micelar critica (CMC) del DPC en tampdn 20 mM fosfato sédico
a pH 7,0 y 20 °C se determind por fluorescencia, de acuerdo con el procedimiento de
Chattopadhyay y London (1984) 322, usando 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) como
sonda de fluorescencia. Se empled una cubeta de 10 x 10 mm, y la apertura de las rendijas
de excitacién y emision se ajustd a 1 nm. La longitud de onda de excitacion fue de 360 nm
y la emisidn se registré entre 380 y 500 nm. Se midid el incremento de fluorescencia de
la sonda DPH tras la adicion de cantidades crecientes de DPC, observandose dos tramos
lineales de distinta pendiente. Dichos tramos se ajustaron por separado a la ecuacién de
una linea recta. La resolucién del sistema de las dos ecuaciones lineales rinde el punto de

interseccion de ambos brazos de la titulacion, obteniéndose asi la CMC.

4.4, Unidn de proteinas a superficies

Se emuld el sustrato nativo utilizando dos aproximaciones distintas: 1) mediante el
uso de nanoparticulas magnéticas (200 nm) recubiertas con DEAE y 2) mediante "chips"

derivatizados con el andlogo de colina N, N-dietil-1,3-diaminopropano (DEAPA).

60



Materiales y Métodos

4.4.1. Nanoparticulas magnéticas (NPMs) revestidas con DEAE

Para los experimentos de unién de los CBMs a las nanoparticulas magnéticas se

utilizdé una suspension de nanoparticulas de 200 nm funcionalizadas con DEAE-dextrano

(NPMs-DEAE, Chemicell, Berlin, Alemania). Las particulas se utilizaron como emuladores

de la pared bacteriana de neumococo en base a los siguientes calculos:

Calculo de densidad de moléculas de DEAE:

Conociendo que cada molécula de DEAE presenta un atomo de nitrégeno, se
calculé cudntos grupos funcionales se disponen en cada NPM. Se dispone de 2,2 x
10* NPM g7, y el andlisis elemental de las NPs, realizado por la empresa
Nanoimmunotech es de 0,04 % de nitrégeno en peso, es decir, 1,7 x 10*° moléculas
de DEAE gramo™. A partir del cociente entre 1,7 x 10'° moléculas de DEAE gramo”
1y 2,2 x 10** NPM gramo* se obtiene que se disponen 78200 moléculas de DEAE
particula®l. Finalmente, dividiendo por el drea de las NPM (125.664 nm?)
obtenemos el valor de densidad 0,6 DEAE/nm?.

Calculo de densidad de moléculas de colina en la pared celular:

Sabiendo que 108 células de neumococo pesan 91 pg (Pedro Garcia, comunicacion
personal), que la pared celular representa un 20 % del peso seco total de la célula

323

en bacterias Gram-positivas ><°, y que la colina supone el 4,8 % del peso seco de

324 se deduce que disponemos de 51 x 10° moléculas de colina por

las paredes
célula. Por otro lado, conociendo que la célula de neumococo es un esferoide
prolato de dimensiones 1320 x 920 nm 32>, se calcula el area de la célula (3,5 x 108
nm?). Finalmente, al realizar el cociente obtenemos el valor de densidad 14

colina/nm?.

Las NPMs se utilizaron a una concentracién final de 0,25 mg mL! en un volumen

final de 300 pL en tampdén 20 mM fosfato sddico, pH 7,0. previamente lavadas y

equilibradas en el citado tampdn, se incubaron frente a distintas concentraciones de

proteina (C-LytA, C-CbpD o C-Cpl1) durante 30 min a temperatura ambiente en una rueda

giratoria a velocidad suave. De esta manera, parte de la proteina queda adsorbida por

union no covalente de afinidad a las nanoparticulas. Transcurrido el tiempo, el complejo

proteina-NPMs se retiré6 mediante la ayuda de un iman (MagnetoPURE, Chemicell), y el
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sobrenadante recogido se centrifugd durante 3 min a 9.000 x g para eliminar cualquier
resto de NPMs. La cantidad de proteina retenida se calculé mediante la diferencia entre
la proteina afadida inicialmente y la proteina no retenida, cuantificada
espectrofotométricamente en el sobrenadante tras la incubacién. La afinidad de la
proteina por las NPMs se analizé6 mediante la ecuacién de Langmuir considerando un solo

tipo de sitio de unidén para los tres CBMs estudiados (Ecuacion 8).

q -C .,
%X~ (Ecuacién 8)
Kg+C

q:

Donde q es la cantidad de proteina retenida a las NPMs, gmax €s la capacidad maxima

de adsorcidn, C es la concentracién de proteina inicial y Ky es la constante de disociacién.

4.4.2. Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)

Los experimentos se realizaron en un equipo Biacore X-100 (GE) a 25 °C. Los
soportes de carboximetildextrano (CM5) empleados se funcionalizaron con el andlogo de
colina DEAPA a través de la amina primaria. Para ello, la activacion de los grupos
carboximetilados del soporte se llevd a cabo mediante inyeccion durante 7 min de una
mezcla 1:1 de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) a concentraciéon de 0,4 My 0,1 M respectivamente, y a un flujo de 10 uL min*. Una
vez activados los grupos, el ligando DEAPA se inyectd durante 100 s a un flujo de 10 pL
mint, empleando concentraciones de entre 1-100 uM, hasta alcanzar una densidad de
250 RUs. Por ultimo, los grupos reactivos de la superficie del chip que no reaccionaron
con el andlogo de colina, y que podrian dar problemas al inyectar la proteina, se

bloquearon por inyeccién de 1 M etanolamina pH 8,5 durante 7 min.

Para el estudio de la afinidad de los CBMs por el ligando se aplicaron
concentraciones crecientes de cada proteina sobre los chips funcionalizados y en
presencia de tampon 20 mM fosfato sdédico, pH 7,0, conteniendo Tween al 0,005 %. La
velocidad de flujo (V4), el tiempo de asociacidn (tss) y disociacion (tqis) para cada una de las

proteinas estudiadas y la regeneracion se indican en la Tabla 4.
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C-LytA c-Cpll LZ-C-LytA
V¢ (1L/min) 20 20 30
tas (s) 250 350 180
tais (s) 250 350 150
Regeneracion con SDS Sin regeneracion 0,5%; 605 0,5%;30s
(Tres veces)

Tabla 4. Condiciones empleadas para cada CBM en el ensayo Biacore. (Vy), velocidad de flujo;
(tas), tiempo de asociacion; (tgis,) tiempo de disociacién.

A partir de los sensogramas de SPR obtenidos, se determind la afinidad de cada
proteina al representar la respuesta (RU) frente a la concentracién de proteina. Para ello
la curva se ajusté a un modelo de unién de un sitio Unico en el caso de C-Cpll y LZ-C-LytA,
y de dos sitios de unién para C-LytA. A diferencia de lo obtenido mediante el
procedimiento por NPMs, mediante la técnica SPR la proteina C-LytA se ajustd
correctamente al modelo de dos sitios de unidén. Esta diferencia posiblemente se debe a
gue la técnica de SPR es mucho mas sensible, por lo que teniendo en cuenta que los sitios
de alta afinidad son minoria mediante la técnica de NPMs no pudo detectarse. De acuerdo

a las siguientes ecuaciones se obtuvo la constante de disociacién (Ecuacién 9y 10).

Modelo para un tipo de sitio de union:

L Rmax[P] .z
€4 = K 1ip] (Ecuacion 9)

Modelo para dos tipos de sitios de unién:

—_ Rmaxl [P] lelXZ [P] ° 7
Req = Kas tIP] + Kas £ IP] (Ecuacion 10)

Donde, Req es la respuesta en el equilibrio (medida experimental maxima para
cada punto a diferentes concentraciones), [P] es la concentracidon de proteina en el
equilibrio, Rmax €s la respuesta maxima de unién a la superficie para un tipo de sitio
(calculada por el ajuste), mientras que Rmax 1 y 2 serian para dos tipos de sitios, Ky, es la
constante de disociacién macroscdpica para un tipo de sitios, y K41 y K42 son las constantes

de disociaciéon para el modelo de dos tipos de sitios.
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4.5, Ultracentrifugacion analitica: velocidad de sedimentacién

Los ensayos de velocidad de seimientacién para las muestras de C-CbpD, C-Cplly
LZ-C-LytA (0,85 = 5,5 uM) se llavarén a como en tampdn 20 mM fosfato sddico pH 7,0,

en ausencia o en presencia de 10 mM colina.

En cada caso la muestra se cargd (320 plL) en una celda de ultracentrifugacion
analitica de Epon-carbdn de doble sector y 12 mm de paso dptico. Los experimentos se
llevaron a cabo a 48.000 rpm y 20 °C en una ultracentrifuga analitica XL-I (Beckman-
Coulter Inc.) equipada con sistemas de deteccion de absorbancia UV-VIS e interferencia
de Raleigh, utilizando un rotor An-50Ti. Los perfiles de sedimentacidn para los mddulos
C-CbpD y C-Cpl1 se registraron por absorbancia a 230 nm cada 5 min, mientras que para
la proteina LZ-C-LytA se midié a 280 nm. La distribucion de los coeficientes de
sedimentacion c(s) se calculé mediante el ajuste global de los datos experimentales por
minimos cuadrados utilizando soluciones numéricas de la ecuaciéon de Lamm (que
describe el transporte de macromoléculas bajo un campo centrifugo) implementadas en
el software SEDFIT 326, Dado que el valor del coeficiente de sedimentacion depende de los
parametros fisicos y quimicos de la soluciéon (agua, 20 °Cy dilucién infinita), estos valores

se corrigieron a las condiciones estandar (s20, w) usando el programa Sednterp 327,

5. MODELADO DE LAS PROTEINAS LZ-C-LytA y C-CbpD

Las coordenadas tridimensionales del modelo de la proteina LZ-C-LytA se
obtuvieron como sigue: las correspondientes a la secuencia conteniendo el motivo de
cremallera de leucinas (LZ) de la fasina PhaF de P. putida KT2440
(MGLGVPSRNEIKALHQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRK) se  tomaron del modelo
tridimensional previamente realizado 328, mientras que las de C-LytA (forma monomérica
o dimérica a través de la horquilla C-terminal) se tomaron de la estructura elucidada por
difraccién de rayos-X (codigo PDB: 1HCX) 1°6. Ambas se enlazaron en una Unica secuencia
"LZ-C-LytA" utilizando el programa SwissPDB Viewer 4.1 32°, Segln se enlazara a uno de
los mondmeros de C-LytA o al dimero completo de la estructura cristalografica (que
interacciona por la horquilla C-terminal), se obtuvo respectivamente la forma

monomérica de LZ-C-LytA y dimérica (dimero Ct-Ct) de la proteina de fusién. Por otro
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lado, el fichero PDB con las coordenadas del mondmero LZ-C-LytA, creado como se indica
mas arriba, se sometié a las utilidades M-ZDOCK (http://zdock.umassmed.edu/m-
zdock/;33%) para la generacién del resto de posibilidades de oligomerizacion (dimeros,
trimeros y tetrameros). En los casos en los que el servidor fue incapaz de generar el
modelo buscado, se someti6 a M-ZDOCK Unicamente la secuencia
MGLGVPSRNEIKALHQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRK, conteniendo el motivo LZ,
generandose los oligdmeros correspondientes. A continuacién, dichos modelos sirvieron
de plantilla para el alineamiento de mondmeros y dimeros Ct-Ct, segun correspondiera,
usando para ello la modalidad "lterative Fit" de SwissPDB Viewer. Una vez que los
alineamientos se habian realizado, se eliminaron las secuencias LZ utilizadas para crear la
plantilla, quedando Unicamente los oligdmeros buscados. Las propiedades
hidrodindmicas tedricas para cada uno de los modelos se estimaron con el programa
HydroPro 10 33!, empleando como pardmetros una densidad de disolvente de 1 g mL%,
una viscosidad de 0,01 poise y la temperatura de 20 °C. El volumen especifico empleado

fue de 0,722 mL g%, tomando como base el valor descrito para la propia C-LytA 7,

La estructura tridimensional del mddulo C-CbpD se modelé mediante la utilidad
Phyre2 332, usando como plantilla més aproximada la de la estructura de la

fosfocolinesterasa (Pce) de neumococo (cédigo PDB: 2BIB).

6. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

6.1. Métodos de estudio de células bacterianas crecidas en cultivo
plancténico
6.1.1. Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular se cuantific6 mediante diluciones seriadas del cultivo en el
medio de cultivo correspondiente (6 diluciones 1:10 por duplicado en cada ensayo), y
sembrando 10 pL de cada dilucidn en placas de agar de soja tripticaseina suplementadas
con 5 % de sangre de oveja desfibrinada (Thermo Fisher). Tras incubar las placas durante
16 h a 37 °C, se procedié a contar el niumero de colonias. Solo se consideraron las
diluciones donde se podian contar de 30 a 300 colonias. En los ensayos donde el efecto

bactericida fue alto, observando un nimero de UFC menor de 30, se sembraron 100 pL
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de la suspension directa (no diluida). En paralelo se llevé a cabo un control con cultivo sin
tratar.

6.1.2. Ensayo bactericida

Un cultivo de S. pneumoniae R6CIB17 se creciéo en medio C+Y o Cden-EA hasta
alcanzar una D.O.ss0 de 0,3. Tras enfriar el cultivo en hielo durante 10 min, las células se
centrifugaron a 3.800 x g durante 10 min a 4 °C, y el precipitado resultante conteniendo
las células se lavd dos veces con una solucién de 5 mM fosfato sédico, 280 mM sorbitol,
pH 7,0. Tras ajustar el cultivo a una D.O.s50 de 0,6 empleando el mismo tampdn, se
transfirid a una placa multipocillo (150 uL por pocillo) y se procedio al tratamiento con los
péptidos derivados de LytA (10 y 30 uM) y los dendrimeros (0,5 y 1 uM). El volumen de
compuesto anadido en todos los casos fue inferior al 10 % del volumen final, de esta
forma se evita la dilucidn del cultivo. Las muestras se incubaron a 37 °C y sin agitacion
durante 1, 2 o 3 horas, dependiendo del compuesto, y transcurrido ese tiempo se
determind la viabilidad celular tal y como se ha detallado en el apartado anterior. Como
control, se ejecutd el mismo experimento con tampén 5 mM fosfato sédico, 280 mM

sorbitol, pH 7,0, en ausencia de compuesto a probar.

Esta técnica, denominada “resting cells”, permite probar el efecto del agente
antibacteriano frente a una suspension celular en estado de reposo, evitando que

interfieran en la medida el crecimiento de la bacteria o su estado metabdlico 2%7.

6.1.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los ensayos de CMI se llevaron a cabo en la empresa lkan Biotech (Pamplona,
Espafia) siguiendo las indicaciones descritas en la Norma Internacional 1ISO 20776. Las
bacterias se crecieron en medio Mueller-Hinton (CAMHB), en el caso de S. pneumoniae
suplementado con 5 % de sangre. La CMI se determind utilizando los criterios del Instituto
de Estandares del Laboratorio Clinico (CLSI) mediante el sistema de microdilucién vy
empleando las cepas de neumococo D39, 3498 y ATCC 49619, asi como P. aeruginosa
CECT 110y S. aureus CECT 5190. En primer lugar, se distribuyeron 100 uL por pocillo del
medio CAMBH, seguidamente se inoculd con 5 plL de la cepa seleccionada ajustando la

concentracién final de células a 5 x 10> UFC mL?, y 25 pL de sonda INT que permite
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observar los pocillos donde hay crecimiento bacteriano (color rojizo) y donde no hay
crecimiento (color amarillo). Se incubarén a 35 + 2 °C durante 18-20 h para favorecer el
crecimiento del microorganismo, en el caso de S. pneumoniae se incubd con un 5% de
CO,. La CMI se calculé como la concentracién mas baja del agente a la cual se inhibe el
crecimiento de forma visible. En paralelo se realizaron controles de crecimiento para cada
cepa ensayada, y un control positivo y negativo para comprobar el correcto

funcionamiento de la sonda INT.

6.1.4. Ensayo de permeabilizacion de la membrana plasmatica

La evaluacién del efecto sobre la permeabilizacién de la membrana celular de S.
pneumoniae R6 por los compuestos seleccionados se llevé a cabo utilizando como sonda
Sytox Green (Invitrogen). Un aumento en la permeabilidad de la membrana conlleva un
incremento en la emisién de fluorescencia, causado por la unién del colorante a los acidos

nucleicos.

Un cultivo de S. pneumoniae R6 crecido en medio C+Y hasta una D.O.s5o de 0,6 se
centrifugd a 3.800 x g durante 10 min a 4 °C. Las células se resuspendieron en el mismo
volumen en tampdn 5 mM fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0 conteniendo 1 uM de
la sonda Sytox Green, y se dispensaron en una placa de 96 pocillos de fondo negro (100
uL por pocillo). Seguidamente, la placa se introdujo en un lector BMG POLARstar Galaxy
(Offenburg, Alemania), y una vez que se obtuvo una lectura estable en un pocillo extra
conteniendo uUnicamente 0,1 % Triton X-100 (TX-100), se agregd en los pocillos
correspondientes el compuesto a testar a una concentracién final de 10 uM para
péptidos, 0,5 uM dendrimeros y la concentracion equivalente a la CMI para los EBAs. La
emisién de fluorescencia se siguié en tiempo real (504 nm/524 nm, longitud de onda de
excitacion/emision). En paralelo, se llevé a cabo un control negativo, conteniendo células
y tampon Unicamente y uno positivo, conteniendo células mas 0,1 % TX-100 desde el
inicio del ensayo (control de maxima permeabilidad). Los resultados se expresan en
porcentaje de fluorescencia respecto al control de células completamente
permeabilizadas, obtenido mediante la adicién de TX-100 al 0,1 % al finalizar el

experimento en cada pocillo.
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La permeabilidad de la membrana de los EBAs también se analizé usando 3,5-
dipropiltiacarbocianina (diSC3-5) como sonda (Thermo Fisher). La intensidad de la
fluorescencia en este caso varia en respuesta a los cambios en el potencial de
transmembrana. El experimento se llevd a cabo de manera analoga al anterior, excepto
gue las células bacterianas se resuspendieron en un tampdn fosfato salino (PBS, 138 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,4) conteniendo 0,6 uM diSC3-5. Se dispensaron en placas de
multiples pocillos (90 pL por pocillo) a los que se agregaron 10 uL del compuesto
correspondiente. La fluorescencia se midié después de una incubaciéon de 1 h utilizando
longitudes de onda de excitacidn y emisidn de 622 y 670 nm, respectivamente. Se afiadid
DOC a una concentraciéon final de 0,1 % para registrar los valores maximos de

fluorescencia.

6.1.5. Ensayo de fagocitosis

El ensayo fue realizado por el grupo del Prof. Roland Nau de la Universidad de

Gottingen, Alemania.

Preparacion de los macréfagos peritoneales murinos

Los ratones C57/BI6N (7 ratones para los experimentos con C-Cplly 5 para los de
LzClytA, de 10-14 semanas de edad) se sacrificaron por inhalacién de CO..
Posteriormente, se realizé por duplicado un lavado peritoneal con una solucién de 5 mL
de tampdn PBS 0,01 M frio, y utilizando para ello una aguja de calibre 21. La suspensién
celular se recogid en un tubo y se centrifugd a 500 x g durante 8 min a 4 °C, realizando un
lavado de las células con PBS. El sedimento se disolvid finalmente en el medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, del inglés Dulbecco Modifies Eagle Medium, Sigma-
Aldrich) suplementado con 10 % de suero de ternera fetal (FCS, del inglés Fetal Calf Serum,
GIBCO Life technologies) inactivado por calor, mas 100 ug mL* de penicilinay 100 ug mL-
! de estreptomicina. Las células se contaron en un hemocitémetro Neubauer, se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 15 x 10* células por pocillo y se
incubaron a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO,. Pasadas 48 h desde la siembra, el
medio se cambid a condiciones libres de antibidticos en medio DMEM suplementado con

10 % de FCS.
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Incubacion de S. pneumoniae R6 con CBMs

En primer lugar, la cepa R6 de S. pneumoniae se cultivd en caldo de soja triptica
(Sigm-Aldrich) sin agitacién a 37 °Cy en presencia de 5 % CO; durante 22 h, determinando
el crecimiento bacteriano mediante ensayos de viabilidad celular. A continuacién, una
muestra de 1 mL de cultivo se traté con C-Cpll o LZ-C-LytA a una concentracion final de
1uM (30 pL de C-Cpl1 de la solucién de partida a 600 pg mL* 0 55,5 pL de LZ-C-LytA de la
solucion de partida a 360 pg mL?) bien en la fase de rezago, en cuyo caso se incubaron
durante 16 ha 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO;, o bien en la fase exponencial tardia

durante 2 h en las mismas condiciones de cultivo.

Ensayo de fagocitosis

Finalmente, una muestra de 200 pL del cultivo de S. pneumoniae R6 tratado con
una de las proteinas se centrifugd a 1.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente (25
°C). El sedimento se resuspendié en el mismo volumen de medio DMEM suplementado
con 10 % de FCS, y posteriormente se afadiod a los cultivos de macréfagos en una relacién
de aproximadamente 100 bacterias por fagocito (1,5 x 10° UFC/pocillo). La incubacidn de
bacterias y macréfagos se prolongé durante 1 h a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO..
Posteriormente, y con objeto de eliminar las bacterias extracelulares, las células se
lavaron dos veces con NaCl al 0,9 % y se incubaron durante 1 h a 37 °C en una atmosfera
con 5 % de CO, con DMEM suplementado con 10 % FCS y 100 mg mL? de antibidtico
gentamicina (Sigma-Aldrich). A continuacion, los macréfagos se lavaron dos veces con
NaCl al 0,9 % y se lisaron con 100 pL de agua destilada. Las bacterias intracelulares se
cuantificaron mediante la realizacién de ensayos de viabilidad en placas de agar de soja
tripticaseina (Conda-Pronadisa) suplementado con 5 % de sangre desfibrinada de oveja

(Thermo Fisher).

6.1.6. Actividad leishmanicida

Leishmania donovani se cultivd a 28 °C en el medio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI) suplementado con 10% de SFBIC (suero fetal bobino inactivado por

calor) (Thermo Fisher). Los parasitos se recolectaron en la fase exponencial tardia de
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crecimiento, se lavaron y se resuspendieron a una concentracion final de 2 x 10° células
mL? en el medio RPMI sin rojo fenol (Thermo Fisher) en presencia del compuesto a tratar

(EBAs 18, 26, 27 y 31) durante 72 h a 26 °C.

La proliferacion de los parasitos se midid por reduccion de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que se afiadié a una concentracion final de
0,5 mg mL'y se incubd durante 1 h. Al reducirse, el MTT se convierte en un compuesto
de la familia formazanos, de color violeta e insoluble en agua. Seguidamente el formazan
obtenido se solubilizé en SDS (2 % [p/v], concentracion final) y se determind la
absorbancia midiendo a 595 nm (D.O.s90) en un lector de placas tras esperar 2 horas
(Microplate-reader Model 680, Bio-Ra). El valor registrado fue la ICso. Las muestras se

analizaron por triplicado y los experimentos se repitieron al menos dos veces.
6.1.7. Visualizacion de muestras de neumococo en cultivos plancténicos

6.1.7.1. Microscopia de barrido laser confocal (CLSM)

Las células se tifieron con el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD Baclight
(Molecular Probes). Para ello a 1 mL del cultivo se le adicionaron 3 pL de una solucidn
conteniendo SYTO9:yoduro de propidio en proporciéon 1:1, y se mantuvo la mezcla a
temperatura ambiente durante 15 min en oscuridad. La observacion de las células se llevo
a cabo con un CLSM Leica TCS-SP2-AOBS-UV, utilizando un aumento de 63 Xy 100 X. La
longitud de onda de excitacion/emisién para SYTO9 y para yoduro de propidio fue

488/500-550 nm y 543/600-670 nm, respectivamente.

6.1.7.2. Microscopia electronica de transmision (TEM) y de barrido de emision de

campo (FESEM)

El protocolo de preparacién de las muestras es similar para ambas técnicas de
microscopia. Se tomd 1 mL de cultivo (D.0.s50 0,3-0,6) se centrifugd a 3.800 x g durante
10 min a 4 °C, y la muestra de células recolectadas se lavé dos veces con 2 mL PBS. A
continuacion, las células se resuspendieron en 0,5 mL de 2 % glutaraldehido (v/v) (grado
I, Sigma-Aldrich) en 0,1 M cacodilato sédico (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron durante 1

h a 4 °C para su fijacion. Tras realizar dos lavados post-fijacién con 2 mL de tampdn 0,1 M
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cacodilato sddico, la muestra se resuspendid en 0,5 mL de 1 % tetroxido de osmio (v/v)
(Sigma-Aldrich) y se mantuvo durante 1 h a temperatura ambiente y protegido de la luz.
Tras este tiempo, las células se lavaron dos veces con 2 mL de tampdn 0,1 M cacodilato
sddico y se deshidrataron mediante series graduales de 10 min cada una de 30 %, 60 %,

dos rondas de 90 %, y dos rondas de 100 % de acetona (0,5 mL).

Las muestras para ser visualizadas en el TEM se centrifugaron a 3.800 x g durante
10 min a 4 °C y se incluyeron en un volumen final de 150 pL de resina comercial Epoxy
(Embedding Medium kit, Sigma-Aldrich), siguiendo el protocolo descrito por la casa
comercial. A partir de la muestra incluida en la resina se prepararon secciones de 60 nm
empleando el microtomo Leica ultracut UCT, y dichas secciones se incluyeron en rejillas
de cobre (G200). Una vez incorporada la muestra en las rejillas se tifieron con acetato de
uranilo 2 % (p/v) y citrato de plomo 0,4 % (p/v) durante 15 y 5 min respectivamente.
Finalmente, las muestras se visualizaron en un TEM de 120 kV, marca JEOL modelo JEM-
1400 Plus equipado con una camara de adquisicion de imagenes modelo GATAN marca

ORIUS.

En el caso de la preparacion de las muestras para FESEM, las células se
concentraron en la segunda ronda de acetona 90 % al resuspenderlas en un volumen final
de 150 pL. Para su visualizacion se dejo secar una gota de la muestra sobre el portaobjetos
perteneciente al microscopio. Debido a la rugosidad de la superficie, para observar la
muestra adecuadamente fue necesario cubrir el soporte previamente con un
cubreobjetos de 6 mm de didmetro. Las muestras se visualizaron en un FESEM marca
ZEISS modelo Merlin VP Compact, equipado con un sistema de microanalisis por EDX

marca BRUKER modelo Quantax 400.

6.2. Métodos relativos al estudio de células bacterianas crecidas en
biopelicula
6.2.1. Formacidn de la biopelicula

Para la formacion de una biopelicula se utilizaron placas de 96 pocillos de
poliestireno con fondo plano (Costar 3595; Corning) y se utilizd el protocolo descrito en
estudios anteriores %2, Las células de S. pneumoniae (cepas R6 y P181) se crecieron en

medio C+Y a 37 °C hasta una D.O.ss50 de 0,6. A continuacion, se llevé a cabo una dilucidn
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1/10 del cultivo R6, y una dilucion 1/100 del cultivo P181 en el mismo medio.
Seguidamente, se inocularon 200 pL de la suspensidn celular por pocillo y se incubaron
durante 5 h a 34 °Cen el caso de los cultivos de R6, y 6 h a 37 °C en una atmdsfera de CO;
al 5 % para el cultivo de P181. Tras este periodo, el crecimiento bacteriano se valoré por
turbidimetria a D.O.s95s en un lector de placas (Microplate Absorbance Reader 2020;
Anthos Labtec Instruments GmbH). A continuacion, y con el propdsito de determinar la
formacidn de la biopelicula, las células se tifieron durante 15 min a temperatura ambiente
con una solucién de 50 pL de cristal violeta (CV) al 1 % (sin retirar los 200 pL de cultivo).
Transcurrido el tiempo, se eliminé el cultivo plancténico y la biopelicula se lavd 3 veces
con 200 uL de agua destilada. Finalmente, se resuspendieron las células tefidas en 200

uL de etanol al 96 % y se midié la D.O. s5gs.

Para la formacion de biopeliculas mixtas, las cepas empleadas fueron H. influenzae
54997 no tipificable y S. pneumoniae P233. El cultivo de H. influenzae 54997 se creci6 en
el medio sBHI hasta alcanzar una D.O.ssp de 0,5. El sedimento obtenido tras centrifugar
el cultivo se resuspendié en medio C + Y suplementado con hemina y NAD (15 pg mL?
cada uno) (dilucion 1/100). Por su parte, el cultivo de S pneumoniae P233 se crecid en
medio CpH8 a 37 °C hasta alcanzar una D.O.s50 de 0,5 y, de igual forma, el sedimento
obtenido tras centrifugar el cultivo se resuspendié en medio C + Y (diluciéon 1/100). Las
suspensiones de H. influenzae y S. pneumoniae se mezclaron en proporcién 1:1, y se
dispensaron en alicuotas de 200 pL en las placas de 96 de poliestireno (Costar 3595
Corning). La formacion de la biopelicula se desarrollé durante 6 h a 37 °C en una atmodsfera

al 5% de CO,, tras lo cual se proceso segun el método de tincion descrito anteriormente.

6.2.2. Ensayos de inhibicidn y disgregacion de biopeliculas

En los ensayos de inhibicién de la formacidn de la biopelicula, el andlogo de colina
correspondiente y disuelto en tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0, se afiadid junto con
el inoculo bacteriano desde el inicio del crecimiento en los pocillos. En todos los casos el
volumen empleado de compuesto no superé el 10 % del volumen final del inéculo (200
uL) evitando asi la dilucién. Transcurrido el tiempo de crecimiento, la biopelicula se tifid
con CV como se describe en el apartado anterior, y en ocasiones también se determind la

viabilidad celular de la biopelicula formada, segun el protocolo detallado a continuacion.
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Los ensayos de disgregacion de biopeliculas generadas por S. pneumoniae R6 se
realizaron en placas de 96 pocillos de poliestireno (Costar 3595 Corning) si bien, en el caso
de las biopeliculas de la cepa P181 y las biopeliculas mixtas, no se observd un efecto
disgregador claro en este soporte, por lo que en estos casos se emplearon placas con
fondo de vidrio (placa WillCo, WillCo Wells B.V., Holanda). Estas placas tienen un tamafio
de pocillo mayor, por lo que se inocularon 2 mL de cultivo. Una vez generada la
biopelicula, el cultivo plancténico se retird con ayuda de una pipeta sin tocar la base (para
evitar la rotura de la biopelicula). A continuacion, se afiadié un volumen de 100 o 1000 uL
(en funcion de la placa utilizada, tal y como se ha explicado) del analogo de colina que se
desea probar su efecto disgregante, disuelto en 20 mM fosfato sédico, pH 7,0 a la
concentracion requerida, y se incubd durante 1 h a 37 °C bajo 5 % de CO,. Para analizar la
disgregacion, se llevé a cabo el ensayo de viabilidad de las células que conforman la

biopelicula siguiendo el protocolo detallada a continuacién.

Para llevar a cabo el ensayo de viabilidad de las células formadoras de la
biopelicula se realizé el siguiente protocolo. Una vez finalizado el ensayo, el sobrenadante
se retird y se afiadieron 100 o 1000 pL de tampdn PSB (en funcion de la placa empleada).
Seguidamente con ayuda de la punta de la pipeta se raspd la biopelicula, con el propdsito
de disgregar las células, y se determiné la viabilidad de esa suspensién celular mediante
el método detallado en el apartado “Materiales y Métodos 6.1.1. Viabilidad celular”. Para
la determinacién del nimero de UFC, se emplearon placas de agar sangre en el caso de
biopeliculas simples de las cepas R6 y P181 de S. pneumoniae, mientras que en el caso de
biopeliculas mixtas se utilizaron placas de agar sangre con 10 ug mL* de novobiocina para
la cepa P233 de S. pneumoniae y placas de agar chocolate con 0,16 ug mL* de ampicilina
para H. influenzae; en todos los casos las placas se incubaron a 37 °Cy 5 % de CO, durante

24 horas.

6.2.3. Visualizacion de biopeliculas por CLSM

La visualizacién de las biopeliculas se llevé a cabo mediante microscopia laser
confocal. Para ello, se realizd un experimento en paralelo en placas con fondo de vidrio
(placa WillCo, WillCo Wells B.V., Holanda) siguiendo el mismo protocolo de crecimiento

de biopeliculas detallado en el apartado “Materiales y Métodos 6.2.1. Formacion de la
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biopelicula”: 2 mL de cultivo bacteriano por cada pocillo se dejaron crecer junto con el
analogo a colina correspondiente durante el tiempo requerido y a la temperatura
correspondiente en cada ensayo, segln fuera un ensayo de inhibicién o disgregacién. A
continuacion, se elimind la solucién y la biopelicula se enjuagd con agua estéril para
eliminar las bacterias no adheridas. Finalmente, la biopelicula se traté con el fluorocromo
correspondiente: Alexa Fluor 488 (Molecular Probes Invitrogen) conjugado con la lectina
aglutinina de Helix pomatia (HPA), que es capaz de unirse fuertemente a la superficie de
las células de S. pneumoniae 3%, SYTO59 (Molecular Probes Invitrogen) que tifie todas las
células o el kit BacLight LIVE/DEAD. Los fluorocromos (1 puL de SYTO59; 7,5 pL de HPA-
Alexa 488; 1 uL Baclight) disueltos en 0,3 mL de tampdén 10 mM Tris-HCI, pH 8,8 se
anadieron directamente sobre la biopelicula. Todos los procesos de tincién requirieron
un tiempo de incubacién de 20 min a temperatura ambiente en oscuridad. Tras ese
tiempo, la solucién de tincidn se retird con ayuda de la pipeta, la biopelicula se lavé con
0,5 mL de tampdn PBS, y finalmente se anadieron 0,3 mL del mismo tampdn. La
observacion de la muestra tefiida se realizé con un aumento de 63 X en un CLSM Leica
TCS-SP2-AOBS-UV equipado con un laser de iones de argdn. La longitud de onda de
excitacion/emision para SYTO9 y para yoduro de propidio fue 488/500-550 nmy 543/600-
670 nm, respectivamente. Finalmente, las imagenes fueron analizadas con el software

LCS de Leica.

7. ENSAYOS CON PEZ CEBRA COMO MODELO ANIMAL

7.1. Ensayos de toxicidad aguda

Los ensayos de toxicidad aguda en embriones de pez cebra se llevaron a cabo en
la empresa lkan Biotech (Pamplona, Espaina). El test se inicié inmediatamente después de
la fecundacién de los huevos y se continud hasta las 72 h post-fertilizacion (hpf). Los
embriones de pez cebra se pusieron en contacto de forma individual (en placas de 96) con
el dendrimero g3-P4A a concentraciones de 0,05, 0,1 y 0,2 ug por pocillo. Se emplearon
un total de 20 embriones por cada condicién testada. Finalmente, transcurridas 24, 48 y
72 hpf, se evaluaron los efectos de toxicidad aguda descritos por cuatro puntos apicales:

(1) embriones coagulados, (2) retraso en el desarrollo de somitas, (3) desprendimiento de
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la cola, y (4) falta de latido de corazén. Los embriones que presentan alguna de estas

caracteristicas se contabilizan como muertos. Cada estudio se realizé por triplicado.

7.2. Ensayo de eficacia frente a una infeccion en adultos de pez cebra

Se empled una poblacién de 30 peces adultos, que se dividieron de forma aleatoria
en seis grupos (n =5 por grupo). Tras anestesiar a los peces por inmersidén en una solucién
de 0,04 mg mL? de tricaina (MS-222 Sigma-Aldrich) durante 10 min, se inyectaron
intraperitonealmente (empleando una jeringa Hamilton de 10 pL) con aguja del calibre
31G x 13 mm (BD Microlance), 10 pL de una solucidon conteniendo: i) 10® UFC de la cepa
3469 de S. pneumoniae (4 grupos); ii) 10° UFC de la cepa altamente patégena 23F de S.
pneumoniae (1 grupo, control positivo); jii) solucién salina 0,9 % estéril (1 grupo, control
negativo). A las 29 h post-infeccion (hpi), tres de los cuatro grupos infectados con la cepa
3469 se trataron con el dendrimero funcionalizado con P4A (g3-P4A) a concentraciones
de 0,05, 0,1, 0,2 mg Kg*. Finalmente, a las 29, 48 y 72 hpi se procedid a la extraccién de
sangre de cada espécimen para realizar el recuento de bacterias en sangre. El estudio se

realizo por triplicado.
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Resultados

1. ESTUDIO DE ESTERES DE AMINAS BICICLICAS (EBAs) COMO AGENTES
ANTIMICROBIANOS FRENTE A S. pneumoniae
1.1. Desestabilizacidon de la membrana plasmatica por efecto de la adicion

de EBAs

Como se ha descrito mas arriba, los EBAs no se comportan como meros analogos
de colina, sino que presentan una actividad bactericida no esperada en principio, con

una CMI del orden de mM 3% o uM 302 (Tabla 5).

Con objeto de determinar si las CBPs con actividad hidrolasa de pared celular
estan involucradas en este proceso, el compuesto EBA 31 (el EBA mas eficiente probado
hasta ahora) se afiadié a una concentracion de 100 uM a cultivos de S. pneumoniae R6
o D39 deficientes en al menos una de las siguientes peptidoglicdnhidrolasas del
huésped: LytA, LytB y LytC. Como puede observarse en la Tabla 6 el crecimiento celular
disminuyé en menor medida en aquellos mutantes deficientes del gen IytA, lo que
sugiere una participacion importante de esta autolisina. Ademas, la presencia
simultanea de cloruro de colina (150 mM) en los cultivos de R6 y D39 condujo a una
reduccion sustancial de la lisis bacteriana inducida por el EBA 31 junto con una
recuperacion significativa de la viabilidad (Tabla 7), compatible con la inhibicion parcial

de la actividad LytA 2%8,

Para verificar si los EBAs podrian inducir la liberacion de la proteina LytA
citoplasmatica, al promover su translocacién a través de la membrana, se analizé la
permeabilidad celular en un cultivo de neumococo tratado con el EBA correspondiente,
y utilizando la entrada del fluorocromo vital Sytox Green como sonda. Como se puede
ver en la Figura 19.A, todos los EBAs probados (Tabla 5), empleados a concentracién
equivalente a la CMI sobre cultivos plancténicos 3°% desestabilizaron la membrana de S.
pneumoniae a niveles cercanos a los causados por el detergente Triton X-100, utilizado
como control positivo, siendo EBA 31 el compuesto que presento la cinética mas rapida

y a la menor concentracion.

79



Resultados

Compuesto Estructura quimica CcMm/I? log P®
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Colina HO N+\ - -4,24
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Tabla 5. Estructura y caracteristicas de los EBAs empleados. 2 CMIs previamente publicadas
300302 b | oearitmo de la estimacidn del coeficiente de particiéon en octanol:agua, calculada

utilizando los

servicios web de Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-

bin/properties) (Molinspiration Cheminformatics, Nova Ulica, Slovak Republic).
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Descenso en

Cepa Caracteristicas
D.O.s50 (%)
R6 Cepa no encapsulada derivada de D39 (Hex", lytA*) 89
M31 Derivada de M11 (Hex™; AlytA) 25
R6B Derivada de R6 (Hex"; IytB) 78
R6C Derivada de R6 (Hex"; IytC) 82
P0O46 Derivada de R6 (/ytA lytC) 2
D39 Cepa encapsulada (serotipo 2) (lytA*) 82
P095 Derivada D39 (lytA) 20
P096 Derivada D39 (lytB) 65
P093 Derivada D39 (lytC) 85
P139 Derivada D39 (lytA IytC) 14
P170 Derivada D39 (lytA IytB IlytC) 28

Tabla 6. Efecto del EBA31 (concentracidn final 100 uM) sobre el crecimiento de cada una de las
cepas mutantes de S. pneumoniae indicadas. El compuesto se afiadié al comienzo de la fase
exponencial. Se muestra la disminucién de la D.O.sso en porcentaje, en comparacidon con un
control no tratado de la misma cepa después de 4 h de incubacion a 37 °C. Ensayos realizados
por triplicado.

Descenso en D.O.s50 con Viabilidad celular con respecto al
respecto al control (%) control (%)
R6 D39 R6 D39
EBA 31 89 82 < 0,001 <0,001
EBA 31y Colina 27 37 2,4 0,1

Tabla 7. Efecto del cloruro de colina sobre la actividad antimicrobiana de EBA 31. A los cultivos
en crecimiento exponencial se le administré el compuesto EBA 31 a una concentracion final de
100 uM. La mitad del cultivo tratado también recibié cloruro de colina (a una concentracion final
de 150 mM). Las bacterias se incubaron durante 4 h a 37 °C. Los valores son el promedio de tres
experimentos independientes.
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Para confirmar el efecto desestabilizante de los EBAs sobre la membrana, se
llevd a cabo un experimento de permeabilidad utilizando el compuesto fluorescente
diSC3-5, una sonda cuya intensidad varia en respuesta a los cambios en el potencial de
membrana 333, La Figura 19.B muestra que la adicién de los EBAs causa un cambio
significativo en la fluorescencia de la sonda, lo que indica un alto grado de
despolarizacion de la membrana (alrededor del 50 %) con respecto a la adicién de DOC
0,1 %. Estos resultados indican que los EBAs, ademas de ser capaces de unirse a las CBPs
e inhibir su actividad, muestran una actividad adicional de desestabilizacion de la
membrana; este hecho podria entonces inducir la liberacidon masiva de LytA, la cual seria

la responsable final de la autolisis.

Las caracteristicas quimicas de los EBAs son clave para explicar este efecto, ya
gue estas moléculas contienen un resto polar (amina terciaria biciclica) esterificado a
una estructura altamente hidrofdbica, policiclica y aromdtica (Tabla 5), propensa a la
insercion en membranas bioldgicas. De hecho, la Figura 20 muestra la correlacion entre
las caracteristicas fisicoquimicas de los EBAs probados y su efecto antimicrobiano sobre
neumococo: cuanto mayor es la hidrofobicidad del resto aromatico (reflejado por el
pardmetro log P, Tabla 5), menor es la CMI mostrada y mas rapida es la induccién de la
permeabilidad de la membrana, siendo el EBA 31 el mas apolar y el que presenta un
mayor efecto antimicrobiano. Esta correlacién observada entre la apolaridad del
compuesto y el rendimiento antibacteriano también explicaria por qué los EBAs de
amonio cuaternario (como los derivados de ipratropio), que tienen carga positiva

permanente, son mucho menos eficientes que las aminas terciarias 3%2

que presentan
menor polaridad. De hecho, y como se puede observar en el recuadro adjunto a la Figura
19.A, la adicion de ipratropio (con un log P estimado de -1,4) a una concentracién de
200 uM apenas induce cambios en la permeabilidad de la membrana, incluso después

de una incubacion de 40 min.
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Figura 19. A. Evaluacién de la permeabilidad de S. pneumoniae R6 tratado con los diferentes
EBAs. Un cultivo de R6 se incubé con cada uno de los EBAs en tampdn 5 mM fosfato sddico, 280
mM sorbitol, pH 7,0. Control positivo: células tratadas con 0,1 % Triton X-100; control negativo:
células tratadas con tampdn. Cada EBA se analizé a la concentracién equivalente a su CMI
correspondiente en cultivo plancténico (Tabla 5). En el recuadro de arriba a la derecha se
muestra el experimento de incubacidn de las células en presencia de 200 uM de bromuro de
ipratropio, en el mismo tampdn fosfato. Las flechas indican el momento de la adicién de 0,1 %
de Triton X-100 a todas las muestras. B. Evaluacion de la despolarizacién de la membrana
seguida mediante ensayos de fluorescencia usando la sonda diSC3-5. Control: se aifiadié DOC a
una concentracion final de 0,1 % para registrar los valores maximos de fluorescencia.
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Figura 20. Correlacién entre las caracteristicas bioquimicas y microbiolégicas de los EBAs.
Grafico tridimensional que representa el parametro log P, CMI en cultivos neumocdcicos
planctdnicos *°

2 y tiempo necesario para alcanzar el 50 % de la permeabilidad total de la
membrana (véase la Figura 19).

1.2, Efecto de los EBAs sobre biopeliculas neumocdécicas

Las biopeliculas constituyen una forma de vida microbiana que representa un
desafio médico global debido a su inherente resistencia a antibidticos, y que exige el uso
de dosis altas de antibiético durante un periodo prolongado 33433, Por otro lado, se ha
descrito previamente que la adicién de colina sobre cultivos neumocécicos inhibe en
cierta medida la formacién de biopeliculas, bloqueando y/o liberando las CBPs de la
pared celular, pero sin afectar a la viabilidad de las células residuales **2. Sin embargo,

la existencia de un segundo mecanismo de desestabilizacion de la membrana por los
EBAs, que parece ser biolégicamente mas relevante que la actividad puramente
inhibidora de las CBPs, nos llevd a evaluar su capacidad antimicrobiana tanto en
biopeliculas neumocécicas simples como en biopeliculas mixtas, formadas por S.
pneumoniae no encapsulado y H. influenzae no tipificable (NTHi), ya que estos dos
patégenos son comensales nasofaringeos asociados a muchas infecciones comunes del
tracto respiratorio, y que frecuentemente forman juntos una biopelicula autoproducida
312 | os siguientes experimentos se llevaron a cabo en colaboracién con los Drs. Mirian

Domenech y Ernesto Garcia en el Centro de Investigaciones Biolégicas (CSIC, Madrid).
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En primer lugar, se estudié la capacidad de cada uno de los compuestos de inhibir
la formacidn de la biopelicula de la cepa de S. pneumoniae R6. Para ello, se incubaron
las células en presencia de cada uno de los EBAs de manera independiente, a una
concentracion equivalente a la CMI o al doble de la CMI durante 5 h a 37 °C, y
seguidamente se cuantificd la formacién de la biopelicula resultante mediante la técnica
de CV descrita en el apartado “Materiales y Métodos 6.2.1. Formacion de la biopelicula”.
En la Figura 21 se muestra el crecimiento total del cultivo (células adheridas y
plancténicas, bandas negras) y el crecimiento de las células en forma de biopelicula
(bandas grises) tras llevar a cabo el tratamiento. Los compuestos EBA 18 y 31 redujeron
significativamente la formacién de la biopelicula a una concentracién equivalente a la
CMI de cada compuesto, mientras que en el caso de los EBAs 26 y 27 fue necesaria una
concentracién del doble de la CMI. De forma similar a los cultivos plancténicos, el

compuesto EBA 31 resulto ser el mas eficaz a la menor concentracion.
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Figura 21. Estudio de la inhibicidn de la formacién de una biopelicula de S. pneumoniae R6 por
accion de los EBAs. Cada compuesto se afiadio al cultivo desde el inicio, y se incubd durante 5 h
a 34 °C. Las barras negras indican el crecimiento bacteriano total (medido como la D.O.sgs del
total de células, adheridas y planctdnicas), mientras que las grises muestran el crecimiento
bacteriano en forma de biopelicula (medido como D.O.sss de las células adheridas, tefiidas con
CV). Los resultados representan la media de 3 experimentos independientes, cada uno a su vez
realizado por triplicado. Los asteriscos muestran los datos estadisticamente significativos (*, P
<0,05; **, P <0,001) en comparacion con el control.
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Seguidamente, se evalud la capacidad de los EBAs de disgregar una biopelicula
previamente formada. Para ello, a una biopelicula ya crecida se afiadié de manera
independiente cada uno de los EBAs a las concentraciones indicadas en la Figura 22
durante 1 h a 37 °C. La capacidad de disgregacién se analizé mediante el recuento de las
UFC mL? de las células remanentes no disgregadas, y de manera paralela a través de la
visualizacion de la biopelicula por CLSM. En todos los casos se observé una disminucién
de las UFCs respecto al control, siendo de nuevo el EBA 31 el compuesto mas eficaz,
seguido de los EBAs 26, 27 y 18 (Figura 22.A). La concentracidn necesaria para ello fue,
en todo caso, superior a las de la CMI para cultivos plancténicos, si bien es sabido que la
necesidad de incrementar la concentracion de antimicrobianos frente a biopeliculas es
habitual 336337, por otro lado, la tincidn de la biopelicula remanente (conteniendo las
células no disgregadas) mediante el sistema Baclight, y su posterior visualizaciéon
empleando CLSM, confirmd, en aquellos casos en los que se observa la presencia de
células, que estas presentan la membrana comprometida (Figura 22.B), en consonancia
con el efecto de permeabilizacién observado in vitro para estos compuestos (Figura 19).
Estos datos indican que los EBAs actuan negativamente frente a biopeliculas

neumocdcicas, ya sea disgregandolas o impidiendo su formacion.

A continuacién, y una vez seleccionado el compuesto EBA 31 como el mas
eficiente, se evalud el efecto de este sobre la formacién y la disgregacién de una
biopelicula de una cepa de S. pneumoniae encapsulada. Para este experimento se utilizé
la estirpe de S. pneumoniae P181, un transformante de R6 isogénico que expresa el
polisacarido capsular 19A (Tabla 1). Se eligié este serotipo porque, a pesar de estar
incluido en las vacunas actuales, sigue apareciendo de manera frecuente en aislados
clinicos 33 y ademas, se caracteriza por ser un buen formador de biopeliculas in vitro 31,
En primer lugar, el ensayo de inhibicién de la formacidon de la biopelicula se llevé a cabo
mediante la incubacién de un cultivo de S. pneumoniae P181 junto con el compuesto
EBA 31 durante 6 h a 37 °Cy 5 % de CO,. En la Figura 23.A se puede observar que el
compuesto EBA 31 es capaz de inhibir significativamente la formacién de la biopelicula
a una concentracién de 15 uM, inferior a la CMI del compuesto en la cepa P181 en
cultivo plancténico (32 puM), determinada previamente en nuestro laboratorio. En

segundo lugar, se llevé a cabo un ensayo de disgregacion sobre una biopelicula ya
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crecida, la cual se incubd en presencia de EBA 31 durante 1ha37°Cy 5 % de CO,. Como
se observa en la Figura 23.B, el compuesto EBA 31 es capaz de disgregar las células de la
biopelicula (menor cantidad de UFCs), aunque con una eficacia menor en comparacién
con la cepa R6 (no capsulada): a una concentracién de 220 uM la viabilidad celular se
reduce en 1,5 unidades logaritmicas en el caso de P181 (Figura 23.B), mientras que en
R6 la misma concentracion causa una caida de 7 unidades logaritmicas (Figura 22.A), lo
que indica que la capsula representa un impedimento para la accién de estos
compuestos. En cualquier caso, el efecto sobre la estructura de la biopelicula es similar
en ambas cepas, con signos de dafios en la membrana segun se detecta por CLSM (Figura

23.0).

A I Control

I EBA 18
I EBA 26
I EBA 27
8 - N EBA 31

Log,, UFC/mL
(2]

Control 360 900 180 450 450 110 220

EBA concentracion (uM)

Control EBA 27 - 450 uM 'EBA18-360 1M J EBA 26 - 180 uM

EBA31 - 119 Ve EBA 31 -220 uM EBA 18 - 900 pM EBA 26 - 450 uM

Figura 22. Evaluacidn de la disgregacion de una biopelicula de S. pneumoniae R6 mediada por
cada EBA. En cada caso, la biopelicula previamente crecida se incubé en presencia del
compuesto en tampoén 20 mM fosfato sédico, pH 6,9 durante 1 h a 37 °C. El control negativo fue
una biopelicula incubada en tampdén 20 mM fosfato sédico, pH 6,9 durante 1 h a 37 °C. A.
Determinacién de las células no disgregadas tras el tratamiento, medidas como Logio UFC mL™.
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Los resultados representan la media de tres experimentos independientes, cada uno a su vez
realizado por triplicado. Se muestran las barras que representan la desviacién estandar. Los
asteriscos muestran los datos estadisticamente significativos (*, P <0,05) en comparacién con el
control. B. Imagenes tomadas de CLSM de una muestra de S. pneumoniae R6 crecida en
biopelicula y tratada posteriormente con cada uno de los EBAs a las concentraciones indicadas
durante 1 h a 37 °C. La biopelicula se tifié en cada caso con el sistema BacLight. Las células
tefiidas de rojo indican que tienen su membrana celular comprometida. Barra de escala, 25 pm.
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Figura 23. Efecto del compuesto EBA 31 sobre la formacidn y disgregacién de una biopelicula de
S. pneumoniae P181. A. Estudio de inhibicién de la formacidn de biopeliculas. Las barras negras
indican el crecimiento bacteriano total (medido como D.O.ses del total de células, adheridas y
planctdnicas), mientras que las barras grises muestran el crecimiento bacteriano en forma de
biopelicula (medido como D.O.sqs de las células adheridas, tefiidas con cristal violeta). B. Estudio
de disgregacion de biopeliculas. Determinacidn de las células no disgregadas tras el tratamiento,
medidas como Logio UFC mL?. Los resultados representan la media de 3 experimentos
independientes, cada uno a su vez realizado por triplicado. Se muestran las barras que
representan la desviacion estandar. Los asteriscos muestran los datos estadisticamente
significativos (*, P <0,05; **, P <0,001) en comparacién con el control. C. Imdgenes tomadas de
CLSM de una muestra de S. pneumoniae P181 crecido en biopelicula y tratado posteriormente
con EBA 31 a la concentracion indicada, durante 1 h a 37 °Cy 5 % de CO,. La biopelicula se tifié
en cada caso con el sistema BacLight. Barra de escala, 25 um.
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1.3. Efecto de EBA 31 en biopeliculas mixtas de S. pneumoniae-NTHi

Una vez demostrada la efectividad de los EBAs para prevenir o eliminar la
formacién de una biopelicula de cepas neumocécicas (capsuladas y no capsuladas),
desedbamos explorar si esta actividad antimicrobiana podria expandirse a organismos
Gram-negativos tales como H. influenzae NTHi, un patégeno oportunista que coloniza la
nasofaringe de cerca del 80 % de los humanos 338 y en ocasiones formando biopeliculas
mixtas con S. pneumoniae. Ambos patégenos son los principales agentes bacterianos
causantes de otitis media a nivel mundial. En concreto H. influenzae predomina en
pacientes con otitis media crdnica con derrame, otitis media aguda recurrente, y esta

asociada a la otitis media aguda resistente a tratamientos antibidticos 3%.

El efecto del compuesto EBA 31 se examind sobre una biopelicula mixta formada
por la cepa P233 de S. pneumoniae y la cepa 54997 de H. influenzae (S. pneumoniae
P233-NTHi 54997); se seleccionaron estas cepas ya que son las empleadas en el
protocolo previamente establecido para el cultivo de biopeliculas mixtas 32, La
efectividad sobre ambas bacterias se habia demostrado previamente en nuestro
laboratorio al obtener la CMI del EBA 31 sobre un cultivo plancténico de las cepas P233
y NTHi 54997 (16 y 63 uM respectivamente). Ademas, el compuesto EBA 31 indujo un
aumento en la permeabilidad de la membrana interna de NTHi similar al provocado en

S. pneumoniae R6 (Figura 19), aunque con un efecto menos marcado (Figura 24).

Figura 24. Evaluacién de la

100 permeabilidad de las células de
NTHi 54997 tratado con EBA 31.

801 Un cultivo de NTHi 54997 se
S — Control positivo incubo en presencia de EBA 31
§ 60 — Eg’:;‘i' 26395:\'/"’0 en tampén 5 mM fosfato sédico,
% —— EBA31 126 uM 280 mM sorbitol, pH 7,0 a las
o 40 4 concentraciones de 63 uM (CMI)
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Siguiendo el mismo procedimiento descrito en apartados anteriores, se incubé
un cultivo mixto 1:1 en presencia del compuesto EBA 31 durante 6 ha 37 °Cy 5 % de
CO,, y se observd una reduccion significativa en la formacién de la biopelicula mixta a
concentracion alrededor de la MIC (Figura 25.A). Sin embargo, el estudio de viabilidad
de las células remanentes mostré que a 55 uM de EBA 31 se inhibe completamente el
crecimiento de S. pneumoniae P233 en la biopelicula, mientras que en el caso de NTHj

54997 queda remanente algo menos de un 10 % de las células en la misma (Figura 25.B).

3,5
A . ' B mmmm S pneumoniae P233
301 ° NTHi 54997
2,5 1 81
£ *% = 4 *
s 2,0 1 E
% O
) *% L:'S 61
8 1,5 A T B
o 5 1
o
1,0 A —
o 41
0’5 - ok 3 *%
0,0 —l—j ] ol 5 .
Control 22 55 110 165 Control 55
[EBA 31] (uM) [EBA 31] (uM)

Figura 25. Estudio de la inhibicién de la formacion de una biopelicula de mixta S. pneumoniae-
NTHi por accidn de los EBA 31. El compuesto se afadio al cultivo mixto 1:1 desde el inicio, y se
incubd durante 6 ha 37 °Cy 5 % de CO,. A. Las barras negras indican el crecimiento bacteriano
total (medido como la D.O.ses del total de células, adheridas y planctdnicas), mientras que las
grises muestran el crecimiento bacteriano en forma de biopelicula (medido como D.O.sgs de las
células adheridas, tefiidas con cristal violeta). B. Viabilidad celular de la biopelicula mixta en
presencia de EBA 31 (55 uM). Los resultados representan la media de 3 experimentos
independientes, cada uno a su vez realizado por triplicado. Las barras de error representan el
error estandar. Los asteriscos muestran los datos estadisticamente significativos (*, P <0,05; **,
P <0,001) en comparacion con el control.

Por otro lado, la incubacién de una biopelicula mixta preformada de S.
pneumoniae P233 y NTHi 54997 junto con EBA 31 a 220 uM durante 1ha37°Cy5 % de
CO; causé la reduccién en la viabilidad celular de la biopelicula de 2 y 3 unidades
logaritmicas para NTHi 54997 y S. pneumoniae P233 respectivamente, aumentando
hasta 5 y 6,5 unidades en presencia de 550 uM de compuesto, erradicando
practicamente la poblacién bacteriana (Figura 26). Este resultado confirma el efecto
bactericida del compuesto EBA 31 sobre bacterias Gram-positivas y negativas inhibiendo

la formacién de biopeliculas, y muestra un efecto disgregante de las mismas.
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Figura 26. Evaluacion de la disgregacion de una biopelicula mixta formada por S. pneumoniae-
NTHi 54997. La biopelicula previamente crecida se incubd en presencia del compuesto en
tampdn 20 mM fosfato sédico, pH 6,9 durante 1 ha 37 °Cy 5 % CO,. El control negativo fue una
biopelicula incubada en tampdn 20 mM fosfato sédico, pH 6,9 durante 1 h a 37 °C. Se muestran
las células no disgregadas tras el tratamiento, medidas como Logio UFC mL™. Los resultados
representan la media de tres experimentos independientes, cada uno a su vez realizado por
triplicado. Se muestran las barras que representan la desviacidon estandar. Los asteriscos
muestran los datos estadisticamente significativos (*, P <0,05; **, P <0,001) en comparacion con
el control.

La Figura 27 muestra la distribucién de las poblaciones que forman la biopelicula
mixta P233-NTHi 54997, utilizando SYTO 59, que tifie ambas especies (verde) junto con
la aglutinina HPA de Helix pomatia (morado), que reconoce especificamente los residuos
de GlcNAc de los cidos teicoico y lipoteicoico de la pared celular de S. pneumoniae 3'%
340 En el ensayo de inhibicién de la formacidn de biopelicula (Figura 27, segunda fila), se
observa que el empleo de EBA 31 a 55 uM causé la inhibicidn selectiva de S. pneumoniae,
como puede observarse por la ausencia de coloracién morada en la superposicién,
mientras que en el ensayo de disgregacion (Figura 27, tercera fila) se observa que el
compuesto ejerce a 220 uM un claro efecto bactericida en ambas especies, ya que se

observa una disminucion en la coloracién verde y morada.
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P233/NTHi

Control

Figura 27. Imagenes tomadas de CLSM de una muestra de la biopelicula mixta S. pneumoniae-
NTHi. La biopelicula formada por las cepas NTHi 54997 y S. pneumoniae P233, tratada o sin
tratar, se tifid con una combinacidn de lectina SYTO 59 (verde) y HPA conjugada con Alexa Fluor
488 (morado). Primera fila: control no tratado. Segunda fila: biopelicula tratada con EBA 31 (55
KUM); el compuesto se afiadié al cultivo desde el comienzo de la formacion de la biopelicula y se
incubo durante 6 h a 37 °C en 5 % de CO,. Tercera fila: biopelicula tratada con EBA 31 (220 uM);
el compuesto se afiadio tras la formacion de la biopelicula y se incubd durante 1ha37°Cy5 %
de CO,. Barra de escala 25 pum.

1.4. Actividad leishmanicida de los EBAs

Las especies de Leishmania son parasitos protozoarios causantes de una amplia
gama de enfermedades humanas y animales conocidas colectivamente como
leishmaniosis. La OMS considera la leishmaniosis como una de las causas mas
importantes de muerte por enfermedad infecciosa a nivel mundial; se calcula que cada
afio se producen entre 700.000 y 1 millén de casos nuevos, y entre 20.000 y 30.000
muertes, la gran mayoria en Brasil, Africa Oriental y sudeste de Asia 3*1. Los lipidos de
membrana, como la fosfatidilcolina, constituyen una posible diana para el desarrollo de

compuestos contra la leishmaniosis, ya que tienen un importante papel biolégico 3*2. De
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hecho, la miltefosina (hexadecilfosfocolina) es un medicamento en uso para el
tratamiento de esta parasitosis, y produce entre otros la inhibicién de la sintesis de
fosfatidilcolina 343. Por lo tanto, resultaba interesante estudiar el efecto de nuestros
andlogos de colina sobre Leishmania, ya que podrian interferir en la biosintesis de este
lipido (por su similitud estructural con la colina) y/o provocar un efecto desestabilizador

de membrana como se ha comprobado en S. pneumoniae.

En el marco de una colaboracién con el grupo del Dr. Luis Ignacio Rivas del Centro
de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), recientemente iniciada, evaluamos el efecto de los
EBAs frente a promastigotes (forma flagelada e infectiva) de L. donovani. Para ello se
incubaron diferentes concentraciones de los EBAs frente a un cultivo de L. donovani en
medio RPMI sin rojo fenol (Thermo Fisher) durante 72 h a 26 °C, obteniendo una ICspen

torno a 3 UM para todos los compuestos probados (Tabla 8).

Compuesto 1Cs0 (LM)
EBAs 18 4,0+0,3
EBAs 26 2,5+0,4
EBAs 27 3,0+£0,7
EBAs 31 3,3+1,3

Tabla 8. Actividad leishmanicida de los EBAs. Se muestra la ICso obtenida tras incubar diferentes
concentraciones de los EBAs 18, 26, 27 y 31 frente a promastigotes de L. donovani (2 x 108 células
mL?) en medio RPMI durante 72 h a 26 °C.

Como resumen de este apartado de esta Tesis, cabe decir que los resultados
apuntan a los EBAs como una prometedora alternativa para el desarrollo de nuevos
farmacos antimicrobianos de amplio espectro, debido posiblemente a su capacidad
desestabilizadora de la membrana celular, siendo efectivo frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas, asi como frente a patégenos eucariotas.
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2. ESTUDIO DE LOS MODULOS DE UNION A COLINA (CBMs) COMO AGENTES
ANTIMICROBIANOS NO LITICOS FRENTE A S. pneumoniae

El hecho de que todas las CBPs deban unirse a la colina presente en la pared
celular a través de sus respectivos CBMs para ejercer su accion, lleva a la hipétesis de
que la adicidn exdgena de un CBM provocaria la inhibicion de la unién CBP-bacteria por
competicidn por los residuos de colina de los acidos teicoicos de la pared. Tal hipdtesis
estd sustentada por experimentos previos de inhibicién enzimatica in vitro de la amidasa
LytA vy la lisozima Cpll tras la adicién de los CBMs aislados de ambas enzimas !,
Asimismo, seria de prever que aquellos CBMs con mayor afinidad por la colina
resultasen ser mejores inhibidores de las CBPs. En este sentido, y a pesar de la alta
conservacién de los CBSs, la afinidad por esta molécula entre las diferentes CBPs es muy
diversa 123126-128130  Algunos estudios sugieren que el nimero de CBRs o CBSs no estd
directamente relacionado con la afinidad del ligando. Por ejemplo, a pesar de que LytC
contiene 7 CBSs por mondmero, su afinidad por colina (K4 = 2,7 mM) es similar a la
descrita para Cpll (K4 = 3,6 mM), que contiene 2 sitios por mondmero %7, y LytA (Kq =

4,5 mM) que posee 4 sitios por mondmero 26130,

Con el fin de llevar a cabo un estudio sistematico sobre la afinidad por colina libre
de los diferentes CBMs, analizamos los moddulos C-CbpD, C-LytA y C-Cpll,
correspondientes a las proteinas CbpD (aminoacidos 353-448), LytA (aminoacidos 187-
318) y Cpll (aminodacidos 183-339) y que contienen 4, 5 y 6 CBRs respectivamente
(Figura 28). En cuanto al numero de sitios de unién a colina, C-LytA posee 4 por
mondmero (dos de alta y dos de baja afinidad) 129130167 y C-Cpl1 dispone de 2 sitios de
unién por mondmero segun la estructura cristalina de la proteina parental Cpl1 %7, si
bien se ha descrito la posibilidad de un sitio adicional que se ubicaria en la interfase de
dimerizacién de la proteina ’3. Actualmente no se conoce el nimero de CBSs que
presenta C-CbpD al no estar resuelta su estructura tridimensional ni conocerse su estado

de agregacion.
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10 20 30 40
A MKGGIVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRK
50 60 70 80
C-LytA HTDGNWYWFDNSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWV
208+ 5 68 90 100 110 120
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130
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Figura 28. A. Secuencias de aminoacidos de los mddulos C-LytA, C-CbpD y C-Cpll. Se indica el
numero de las CBRs y la horquilla B terminal empleando un cddigo de colores. En la parte
derecha se representa la estructura secundaria de los CBMs mostrando la colina o los analogos
de colina en los sitios de unién. B. Representacion tridimensional de la superficie de los CBM.
Cédigo de colores: el rojo indica polaridad negativa, el azul indica polaridad positiva, el blanco
indica polaridad cero. C-LytA y C-Cpl1 estdn representados por sus estructuras cristalograficas
(cédigos PDB 1HCX y 10BA, respectivamente), mientras que C-CbpD estd representado por un
modelo de homologia. Las figuras se representaron con UCSF Chimera 1.10 344,

En primer lugar, se procedié a la sobreexpresion de los genes que
codifican para los CBMs, se llevd a cabo en cepas de E. coli BL21 (DE3) y RB791
empleando los plasmidos indicados en Tabla 2. La purificacién de las proteinas
se realizd por cromatografia de afinidad y elucion con colina “Materiales y
Métodos 3.3. Expresion y purificacion de proteinas”. Aunque tras todos los
procesos de purificacién se llevd a cabo la electroforesis de las fracciones eluidas,
los geles incluidos en la memoria corresponden a las proteinas C-CbpD y LZ-C-

LytA, expresadas por primera vez en esta Tesis (Figura 29).
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C-CbpD LZ-C-LytA
kba 1 2 3 4 5 6 7 8 kba 3 2 3 4 5 6 7
97,0- 97,0-[

66,0- 66,0-| -

45,0- 45,0- W %

30,0 W 30,0-| -

20,1- 20,1-| = e o -
14,4 — 144

Figura 29. Anadlisis mediante SDS-PAGE de la expresion y purificacion de C-CbpD y LZ-C-LytA.

C-CbpD LZ-C-LytA

1. Marcador de peso molecular 1. Marcador de peso molecular

2. Sonicado de E. coli BL21 (pETccbpD) 2. Sonicado de E. coli BL21 (pET-lzclytA)

3. Fraccidn soluble E. coli BL21 (pETccbpD) 3. Fraccién soluble E. coli BL21 (pET-lzclytA)
4. Fraccion Insoluble E. coli BL21 (pETccbpD) 4. Fraccidn no retenida

5. Fraccién no retenida 5. Fraccién obtenida tras 1°" lavado

6. Fraccion obtenida tras 1° lavado 6. Fraccion obtenida tras 2° lavado

7. Fraccién obtenida tras 2° lavado 7. Fraccién pura de LZ-C-LytA

8. Fraccién pura de C-CbpD

2.1. Caracterizacidn estructural de los médulos C-CbpD y C-Cpl1

Antes de proceder a determinar la afinidad por colina de los CBM, es necesario
confirmar el estado de oligomerizacién de los mddulos estudiados en ausencia y en
presencia de concentraciones saturantes de colina. Mientras que el médulo C-LytA ha
sido ampliamente estudiado a este respecto y se sabe que la unidn de colina contribuye
a la dimerizacioén de la proteina a través de la horquilla C-terminal por encima de colina
a 10 mM, 123, del mddulo C-Cpl1 Unicamente se conocia su estado dimérico en presencia
de concentraciones de colina relativamente altas (40 mM) 128173 pero no se tenia
informacién de su estado a menores concentraciones de ligando como las que se
mostraran a continuacién dentro de este apartado. En cuanto al estado de agregacién
de C-CbpD, éste se desconocia por completo. Para determinar el estado oligomérico de
C-Cpll y C-CbpD se realizaron experimentos de velocidad de sedimentacién a
concentracion final en torno a 1 uM, en ausencia y en presencia de 10 mM colina,
concentracion a la cual los sitios de unién se encontrarian saturados como se puede
observar en los experimentos de titulacion (ver resultados mas abajo, Figura 33). Los
resultados se muestran en la Figura 30 y en la Tabla 9. En ausencia de ligando la especie
mayoritaria de C-Cpll es el mondmero (20,7 kDa; >99 %) con un coeficiente de
sedimentacion de 1,96 Sy un coeficiente de friccion (f/f,) de 1,33. En presencia de colina

10 mM, C-Cpl1 se encuentra fundamentalmente en forma dimérica (35,1 kDa; 83,1 %;
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2,55 S) con un coeficiente de friccion (f/f,) de 1,6, mientras que se detectd un porcentaje

minoritario en estado monomérico (18,8 kDa; 11,5 %; 1,66 S). Por otro lado, los perfiles

de C-CbpD en ausencia de colina mostraron que se encuentra mayoritariamente en

forma monomérica (14,2 kDa; 93,1 %; 1,44 S) con un coeficiente de friccion (f/f.) de

1,27, mientras que se mantiene en estado monomérico en presencia de colina (13,1 kDa;

89,0 %), a diferencia de C-LytA y C-Cpl1 (Figura 30).

1.0 0.6
A C-CbpD - 0 mM colina C-CbpD - 10 mM colina
0.5 A
0.8 A
12,4 kDa %83;)10"5?
06 4 (93,1 %) 0.4 1 v
—_ ~ 0.3 1
L 4l K2
@) O 4o
0.2
0.1 A
0.0 1 0.0 1
2 4 6 0 2 4 6
Coeficiente de sedimentacion [S] Coeficiente de sedimentacion [S]
8 - 1.2 .
B C-Cpl1- 0mM colina C-Cpl1- 10 mM colina
1.0 q
6 4
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O (@]
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Coeficiente de sedimentacion [S]

Figura 30. Perfiles de velocidad de sedimentacién obtenido mediante ultracentrifugacion
analitica de A. C-CbpD y B. C-Cpl1, en ausencia y presencia de 10 mM colina.
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K. (uM
Estado oligomérico d (kM)
N2 CBRs? N2 CBSs*?
NPMs- CHIPS SPR
No colina 10mM Colina DEAE DEAPA
colina
C-Cpi Mondmero Dimero 12 (6+6) 1 | 5(2+2+1) 670 +50 16+4 9+1
- b
C-CbpD Mondémero | Mondmero 4 284 3 300+10 236 N.D.
0,19 + 0,01
100y (25 % sefial)
. , 549
116 156 c 130
C-LytA Mondmero Dimero 10 (5+5) 8 (4+4) 5300 1447
(75 % sefial)®
LZ-C-LytA N.D Trimero 15/10 12/8 N.D.P N.D.P 1,8+0,3
" /dimero ([5]+5+5) ([4]+4+4)°

Tabla 9. Caracteristicas estructurales, y constantes de afinidad por colina libre y por sustratos
insolubles de los médulos C-LytA, C-Cpll y C-CbpD.
2 Numero de CBRs o CBSs de las especies unidas a colina en su estado oligomérico
correspondiente. Los paréntesis hacen referencia a cada uno de los monémeros.
® N.D.: No determinado
¢Sitios con alta y baja afinidad, respectivamente
d Estimacion tedrica

El siguiente paso fue tratar de determinar el niumero de moléculas de colina
unidas a cada CBM. Actualmente, el Unico mdédulo cuya estructura ha sido resuelta por
cristalografia de forma aislada es C-LytA, que dispone de 4 moléculas unidas °6. En
cuanto a la estructura de Cpll solo ha sido dilucitada en su forma completa, revelando
dos moléculas de ligando. Sin embargo, dicha estructura fue resuelta tras introducir los
cristales de la proteina libre en una solucién con colina, de modo que el proceso de
dimerizacidon concomitante a la unién podria estar dificultado o no haber ocurrido en
tales circunstancias. Es necesario recordar en este punto que Buey y cols. (2007) 73
sugirieron la posible existencia de un sitio adicional en la interfase de dimerizacién y que
estaria constituido por los residuos W210, F218 y Y238 de cada mondmero. Ademas, es
necesario tener en cuenta que la capacidad de unién de C-Cpl1 desprovisto del mdédulo

catalitico podria variar con respecto a la proteina completa, dada las fuertes

interacciones que hay entre modulos.
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El nimero de moléculas de colina unidas al dimero de C-Cpl1 se determind por
andlisis de van't Hoff 34346 mediante experimentos de desnaturalizaciéon térmica
siguiendo la sefial de CD en la regién del UV lejano a diferentes concentraciones de
colina a 60 °C hl. Mediante el ajuste de las curvas a la ecuacion de Gibbs-Helmholz
(Ecuacion 2) se obtuvo la temperatura media de desnaturalizacién (Tm), observandose
gue el ligando confiere estabilidad a la proteina al inducir un aumento de la T, (Figura
31). A pesar de que la desnaturalizaciéon térmica no resultd ser completamente
reversible tras enfriar la muestra a 5 °C, las transiciones térmicas de C-Cpll pudieron
ajustarse a ecuaciones de termodinamica en equlibrio puesto que mediante
experimentos de desnaturalizacién en los que se empled una velocidad de barrido
inferior (30 °C h) se obtuvo un valor similar de la T, (datos no mostrados). Este
resultado indica que el evento que hace que el proceso de desnaturalizacién sea
irreversible es mas lento que la desnaturalizacién en si misma, y debe producirse a
temperaturas superiores, teniendo lugar una vez desplegada la proteina en equlibrio,
por lo que podemos decir que la desnaturalizacién esta bajo control termodinamico.
Finalmente, el nUmero de sitios de unién a colina se dedujo mediante el andlisis de van’t
Hoff (Ecuacion 3), empleando la pendiente -23000 + 4000 K, obtenida al representar la
variacion del inverso de la Tm en funcién de la concentracion de colina (Figura 31). El
resultado obtenido muestra la existencia de 5,0 sitios de unién a colina en el médulo C-
Cpll (Francisco Garcia, comunicacion personal). Teniendo en cuenta que a las
concentraciones de colina ensayadas la unidad cooperativa de C-Cpl1 es un dimero, los
datos confirman la presencia de un sitio de unién adicional que podria ubicarse en la
interfase de dimerizacidon entre ambas moléculas, tal y como se habia postulado

anteriormente 173,

A continuacién, se realizd de forma analoga el analisis de van’t Hoff para el
modulo C-CbpD. Esta proteina tras realizar un barrido de temperatura desde 5a 90 °C a
60 °C h* mostrd, al igual que C-Cpll, una desnaturalizacién irreversible en la que las
transiciones térmicas son también independientes de la velocidad del barrido, por lo
que el proceso irreversible tiene lugar después de la desnaturalizacién, permitiendo asi
el andlisis de van’t Hoff. El numero de sitios obtenido a partir de dicho andlisis y

empleando la pendiente -22000 + 5000 K, fue de 3,1 (Figura 31). Teniendo en cuenta
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gue C-CbpD se mantiene en estado monomeérico, los resultados sugieren que la proteina
presenta 3 sitios de unién a colina, en consonancia con la presencia de tres CBSs

canodnicos predichos.
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Figura 31. Estimacidn del niumero de sitios de unidn a colina en C-Cpll y C-CbpD. A. Estabilidad
térmica de C-Cpl1l monitorizada por CD en el UV lejano en ausencia (circulos negros) y presencia
de colina 10 mM (circulos rojos) y colina 15 mM (tridngulos verdes). B. Estabilidad térmica de C-
CbpD monitorizada por CD en el UV lejano en ausencia (circulos negros) y presencia de colina 12
mM (circulos rojos) y colina 20 mM (triangulos verdes). C. Representacion de van't Hoff para C-
Cpl1; la pendiente de la recta es -23000 * 4000 K y la entalpia media es 230 + 20 kcal mol?,
obteniéndose n = 5,0 sitios por unidad de desnaturalizacion (dimero). D. Representacion de van't
Hoff para C-CbpD; la pendiente de la recta es -22000 £ 5000 K y la entalpia media es 135 £ 40
kcal mol?, obteniéndose n = 3,1 sitios por unidad de desnaturalizacién (mondmero). La
pendiente de la recta obtenida se corresponde con el término (AH/nR) de la Ecuacion 3, donde
AH es la media de las entalpias, R es la constante de los gases ideales y n es el nUmero de sitios
de unién por ligando. Los datos que se muestran en los paneles C y D son el promedio de al
menos 2 barridos.
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2.1.1. Afinidad por colina libre

Los datos de afinidad por colina de C-LytA han sido calculados previamente 3

(Tabla 9), revelando la existencia de sitios de alta y baja afinidad. Por su parte, y con el
fin de obtener los datos de afinidad de las proteinas C-CbpD y C-Cpl1, se llevaron a cabo
titulaciones en el equilibrio mediante fluorescencia, registrando los espectros a
concentraciones crecientes de ligando. A medida que la concentracién de colina
aumenta, se observd un descenso en la sefial de fluorescencia, acompafiado de un
desplazamiento hacia una longitud de onda menor (Figura 32), indicando que la
interaccion con el ligando implica que los triptdfanos se encuentren en un ambiente mas
apolar, posiblemente debido a un mayor empaquetamiento de las horquillas. Por su
parte, la adicién de 20 mM de NaCl no indujo cambios significativos en el espectro de C-
Cplly solo muy someros en caso de C-CbpD, sin afectar en cualquier caso a la longitud
de onda del maximo de intensidad, por lo que se deduce que el efecto observado con

colina no se debe a interacciones puramente electrostaticas, sino que es mas especifico

(Figura 32).
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Figura 32. Espectro de fluorescencia de C-Cpll y C-CbpD en ausencia (negro) y en presencia de
20 mM de colina (rojo) y 20 mM de NaCl (verde), excitando a 280 nm.

Para soslayar los problemas derivados de la pérdida de intensidad de
fluorescencia debida a efectos sallinos inespecificos en el caso de C-CbpD, decidimos
seguir la variacion del promedio de intensidad de fluorescencia (|<Aem>|) frente a la
concentracion de colina. La representacidn muestra en ambos casos una curva
hiperbdlica para las dos proteinas (Figura 33), cuyo ajuste permite calcular la constante
de disociacién (Ky) asumiendo que todos los sitios de unién tienen una afinidad similar,
tal y como se describié previamente para Cpll %8, En el caso de la proteina C-Cpl1, la
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Ecuacion 7 empleada contempla la existencia de 5 sitios independientes junto con la
dimerizacion de la proteina y la presencia despreciable de dimeros en ausencia de
colina. Por su parte, para el caso del mdédulo C-CbpD la constante de disociacion se
calculd ajustando la curva a la Ecuacidon 6, considerando la unidn de tres moléculas de

colina equivalentes por mondémero.

Los resultados de los ajustes se muestran en la Tabla 9. Las constantes calculadas
(K4 =0,67 mM para C-Cplly 0,3 mM for C-CbpD) son intermedias entre los datos de los
sitios de alta y de baja afinidad de C-LytA (0,1 y 5,3 mM respectivamente) 30, e indican
gue C-CbpD presenta una mayor afinidad por el ligando que C-Cpl1. Cabe sefialar que la
K4 de C-Cpl1 (0,67 mM) es menor que la mostrada para la proteina parental completa
Cpl1 determinada mediante experimentos de CD (3,6 mM) y calorimetria isotérmica (1,9
mM) 128, Estas discrepancias pueden provenir de la consideracién previa (basada en la
estructura cristalina) de la existencia de 4, en vez de 5, sitios de unién como hemos
probado en esta Tesis, y también de la fuerte interaccion existente en Cpll entre los

127 que tal vez podria impedir de algin modo la

maodulos catalitico y de unidn a colina
unién del ligando y, consecuentemente, la dimerizacién de la proteina. De hecho,
estudios previos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) llevados a cabo con Cplly
C-Cpl1 mostraron que, en presencia de 10 mM de colina, las diferencias entre la entalpia
de desnaturalizacién de van’t Hoff y la calorimétrica dan cuenta de que el médulo C-
Cpl1 estaria en conformacién dimérica en estas condiciones (corroborado por nuestros
experimentos de ultracentrifugacién analitica, Figura 31) cuando la proteina parental

tan solo ha adquirido esta conformacidn en aproximadamente un 30 % de su poblacién

en iguales condiciones 34,

En cualquier caso, las constantes de disociacion estimadas son altas (en el rango
de milimolar), lo que indica que la afinidad de los CBMs por colina libre es muy baja en

términos generales.
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Figura 33. Variacion del promedio de intensidad de fluorescencia (| <Aem>|) de C-Cpl1 y C-CbpD
en presencia de concentraciones crecientes de colina. La linea corresponde al ajuste de la
Ecuacién 7 para C-Cplly de la Ecuacion 6 para C-CbpD. Se muestra un ensayo representativo en
cada caso.

2.1.2. Afinidad por sustratos insolubles

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados y de la utilidad de los mismos
para caracterizar molecularmente la interaccidn proteina-ligando, la cuantificacién de la
afinidad por colina libre por parte de CBPs y CBMs no debe desviarnos de la situacién
bioldgica real, en la cual la colina se encuentra formando parte de un sustrato insoluble
y multidentado como es la pared celular *’. Por ello, nos propusimos evaluar la afinidad
de la unién de los CBMs en condiciones similares a las que se encuentran en la
naturaleza. Para evitar diferencias experimentales derivadas de la heterogeneidad y
variabilidad de las preparaciones de paredes celulares de neumococo 3*%3%°, se emul? el
sustrato nativo utilizando dos aproximaciones distintas con sustratos mas definidos: 1)
mediante el uso de NPMs (200 nm) recubiertas con DEAE y 2) mediante "chips"
derivatizados con el analogo de colina DEAPA empleados en la técnica SPR (Figura 34).

Figura 34. Representacion

esquematica de los

sustratos insolubles

empleados como

DEAPA simuladores de la pared

., celular de neumococo.
‘A NPMs funcionalizadas con
dextrano conteniendo

DEAE (izquierda) y “chips”

cM5 de CM5 derivatizados con
DEAPA (derecha).
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Con respecto al primero de los sustratos, las estimaciones mostradas en el
apartado “Materiales y Métodos 4.4.1. NPMs revestidas con DEAE” indican una densidad
de grupos razonablemente similar entre la pared celular y las NPMs-DEAE (14 vs 0,6
grupos funcionales por nm?, respectivamente). Por otro lado, en nuestro laboratorio, se
habia demostrado anteriormente la capacidad de NPMs-DEAE de 200 nm de didmetro
para unir selectivamente CBPs tales como CbpF 3%, por lo que en primer lugar
estudiamos la union de los CBMs a estas particulas. Para ello, se incubd una solucidn de
NPMs-DEAE a una concentracion final de 0,25 mg mL™ en presencia de concentraciones
crecientes de C-LytA, C-CbpD o C-Cpll en tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0. La
cantidad de proteina retenida a las NPMs-DEAE se calculé como la diferencia entre la
proteina afadida inicialmente y la proteina no retenida cuantificada
espectrofotométricamente. Al representar la cantidad de proteina unida frente a la
concentracion inicial de proteina anadida inicialmente se obtuvo en los tres casos un
perfil hiperbdlico, en la que la saturacidon observada al final de la curva indica la
especificidad de unién de las proteinas por el soporte (Figura 35). Mediante el ajuste de
la curva a la ecuacion de Langmuir (Ecuacidn 8) se obtuvieron los valores de Ky para estos
soportes, que se muestran en la Tabla 9. En todos los casos los datos se ajustaron
correctamente a un modelo de un solo tipo de sitios de unién con la misma afinidad.
Ademas, la Kq obtenida resulté del mismo orden de magnitud para C-Cplly C-CbpD (16
y 23 uM respectivamente, Tabla 9), indicando que presentan una afinidad similar por el
sustrato, independientemente del nimero de CBSs. En el caso de la proteina C-LytA, y
contrariamente a lo observado en los estudios de afinidad por colina libre 139, |a curva
de saturacién no pudo ajustarse a dos tipos de sitios, estimandose en cambio una Unica
constante de disociacion global (54 mM, Tabla 9), y resultando una menor afinidad por
los sustratos insolubles que para C-Cpll y C-CbpD a pesar de que estos presentan un

menor numero de sitios de union a colina.

Por otro lado, se observd que la capacidad de unién maxima de C-CbpD a la
superficie estudiada es aproximadamente cinco veces mayor que para C-LytA y C-Cpl1
(Figura 35). Esta mayor capacidad de unidn probablemente sea debido a que C-CbpD
presenta un menor tamano. Cada mondmero de C-LytA se ubicaria dentro de un

paralelepipedo virtual de 0,5 x 0,3 x 7 nm °¢, de manera que su forma mas extendida
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ocuparia 3,5 nm?, mientras que el monémero de C-CbpD, segln el modelo realizado
“Materiales y Métodos 5. Modelado de las proteinas LZ-C-LytA y C-CbpD”, poseeria unas
dimensiones de 5 x 0,3 x 2,6 nm y ocuparia una superficie mas compacta de tan solo 1,3

nm?, posibilitdndose la unidon de mas moléculas.
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Figura 35. Isotermas de unién de Langmuir de los CBMs a NPMs-DEAE. Las graficas se ajustaron
a un modelo de unién simple para las tres proteinas estudiadas (Ecuacién 8). Los datos
corresponden a un experimento representativo.
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El andlisis de la afinidad y la cinética de unidn a un sustrato polimérico emulador
de la pared celular se determind adicionalmente mediante SPR utilizando soportes
recubiertos con DEAPA. En cuanto a la proteina C-CbpD, los ensayos de SPR no pudieron
realizarse ya que la proteina no presentd un comportamiento homogéneo,
probablemente por agregacién de la proteina en la superficie (datos no mostrados). Los
sensogramas de C-Cpl1 y C-LytA se representan en la Figura 36.A, y mostraron cinéticas
de asociacién y disociacion mucho mds rapidas en el caso de C-LytA. La curva de unién
de C-Cpl1 se ajustd a un modelo de afinidad de un solo tipo de sitios de unién (Ecuacién
9), obteniéndose una K4 de 9 UM, mientras que la unién de C-LytA se ajustd mejor a un
modelo de afinidad de dos tipos de sitios (Ecuacién 10), donde aproximadamente el 75
% de las moléculas presenta sitios de baja afinidad (Kq = 14 uM), y el 25 % se corresponde
con los sitios de alta afinidad (Kq = 0,19 uM) (Figura 36.B, Tabla 9). Al igual que se
observé con colina libre, los sitios de unién de C-Cpll presentan un comportamiento

intermedio entre los sitios de alta y de baja afinidad de C-LytA (Tabla 9).
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Figura 36. A. Sensogramas SPR con los “chips” de carboximetildextrano funcionalizados con
DEAPA a concentracion creciente de C-LytA (panel superior), C-Cpl1 (panel inferior) en tampodn
20 mM fosfato sédico, 0,1 % Tween pH 7,0 a 25 °C. B. Curvas de unién de C-LytA (panel superior),
C-Cpl1 (panel inferior). Los datos se ajustaron a un modelo de un Unico tipo de sitios para C-Cpl1
y de dos sitios de unién para C-LytA (Ecuaciones 9 y 10).
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En resumen, las constantes de disociacidon obtenidas de los dos experimentos
gue emplean un sustrato sdlido polidentado representan afinidades de unién de 20 a
500 veces mas altas que las del ligando libre (Tabla 9), poniendo de manifiesto los

efectos de multivalencia en este sistema.

2.2, Efecto de los CBMs exdgenos en cultivos liquidos de S. pneumoniae

Sobre la base de la elevada afinidad que presentan los CBMs por los sustratos
insolubles con multiples copias de andlogos de colina, nos propusimos a continuacion
analizar el efecto de la adicion de los diferentes CBMs a cultivos planctonicos de S.
pneumoniae. Los CBMs podrian dar lugar a la inhibicién competitiva de diferentes CBPs,
de modo que cabria esperar fendmenos tales como la inhibicidon de la autolisis o de la
separacion de las células hijas, que tendrian como consecuencia la formacién de largas
cadenas celulares, tal y como ocurre tras la adicidon de un exceso de colina al medio 2°8.
En apoyo de esta hipdtesis, debe recordarse que se habia descrito previamente que los
modulos C-Cpll o C-LytA inhiben la actividad de las hidrolasas Cpl1 y LytA parentales en
experimentos de hidrdlisis de la pared celular in vitro 6. Con objeto de facilitar la
deteccion del efecto de los CBMs, y dado que la estirpe R6 tiende espontaneamente a
flocular, empleamos la cepa R6CIB17 (Tabla 1), un derivado de R6 con fenotipo no
floculante aislado espontdneamente en nuestro laboratorio. El genoma de la cepa
R6CIB17 fue secuenciado (GenBank accesion number: CP038808), y se localizaron una
serie de mutaciones, entre las cuales se destaca la existencia de dos cambios en el gen
pspC (una insercién de 4 bases y un cambio C-T) que dan lugar a la expresion de esta

CBP de manera truncada, lo que podria ser la causa del fenotipo no floculante.

En primer lugar, se agregd a un cultivo bacteriano la proteina hibrida GFP-C-LytA,
una quimera donde la proteina verde fluorescente (GFP) se fusiona con el médulo C-
LytA 30, La proteina se afiadio en la fase exponencial temprana (D.O.sso = 0.1) y las
muestras tomadas en diferentes momentos se observaron por microscopia de
fluorescencia confocal. Como se muestra en la Figura 37, tan solo 5 minutos después de
la adicién, la proteina GFP-C-LytA se distribuyé uniformemente por la superficie
bacteriana. A medida que avanzaba el cultivo aparecieron cadenas largas y, al comienzo

de la fase estacionaria, se detectaron aglomeraciones celulares. En esta etapa, la mayor
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parte de la fluorescencia se detectd en el septo bacteriano (Figura 37), descrito como el
destino de la autolisina LytA expresada intracelularmente %7, confirmando la

preferencia del mdédulo C-LytA por la regién ecuatorial en la célula.

Fase exponencial temprana (5 min)

Fase exponencial media (80 min)

Fase estacionaria temprana (180 min)

Figura 37. Imagenes de microscopia de fluorescencia de S. pneumoniae R6CIB17 cultivadas en

presencia de GFP-C-LytA (1 uM). Se indica el tiempo tras la adicién de proteinas a una D.O.sso
de 0.1.
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Una vez comprobado que, al menos el mdédulo C-LytA se adsorbia a la pared
bacteriana, se ensayé la adicion de los CBMs al inicio de la fase exponencial (D.0.s50 de
0,1), tomandose medidas de la D.O.s50 en tiempos regulares, pero sin voltear el tubo. En
ningun caso se observo efecto en la curva de crecimiento al incubar con cualquiera de
las proteinas a 0,04 uM (datos no mostrados). Sin embargo, tras la adicién de C-Cpl1 a
0,4 uM, a los pocos minutos se observaron agregados facilmente visibles, y el cultivo
alcanzo una D.0.s550 maxima de 0,6, por debajo del control (D.0O.ssp aprox. 1,0), momento
tras el cual comenzd a disminuir debido a que las células se depositaban en el fondo del
tubo (Figura 38.A). En el caso del mddulo C-CbpD el efecto final que se observé a 0,4 uM
fue similar, aunque la agregacién aparece mas tarde, alcanzando el cultivo la fase
estacionaria y la D.O.s5p maxima de 1,0, momento en que se observd una caida de la
D.O. mucho mas brusca. Por su parte, el efecto producido por C-LytA a esta
concentracion fue minimo (Figura 38.A). La actividad floculante fue mucho mas
pronunciada cuando la concentracion de CBMs se incrementd hasta 1 uM, alcanzando
en todos los casos una D.0.s50 maxima de 0,6, momento a partir del cual se observé una
caida de la D.O. similar para las muestras tratadas con C-Cpl1 y C-CbpD, mientras que el

empleo de C-LytA condujo a un descenso en la misma mds lento (Figura 38.B).

Estos resultados apuntan a C-Cpl1l como el CBM con mayor actividad observada
sobre células neumocdcicas y a C-LytA como el menos efectivo, en consonancia con los
datos de afinidad in vitro sobre sustratos emuladores de la pared (Tabla 9). Como
control, la adicion de colina al cultivo, si bien indujo la formacién de cadenas, no condujo
a la agregacioén celular (Figura 38 y Figura 39.B), lo que sugiere mecanismos de accion

adicionales ejercidos por los polipéptidos CBM en comparacién con el aminoalcohol.

109



Resultados

Control

C-LytA 0,4 uM
C-CbpD 0,4 pM
C-Cpl1 0,4 uM
Colina 2 %

D.O. 550 nm

0 100 200 300 400 500

Control
C-LytA 1 uM
C-CbpD 1 uM
C-Cpl11uM
Colina 2%

D.O. 550 nm

0 100 200 300 400 500
t (min)

Figura 38. Crecimiento de la cepa S. pneumoniae R6CIB17 en medio C+Y en presencia de C-LytA,
C-CbpD, C-Cpll. Las concentraciones ensayadas fueron 0,4 y 1 uM en el panel A y B
respectivamente. La flecha indica el tiempo al cual se adicionaron las proteinas.

Se recogié una muestra de los cultivos conteniendo las proteinas a 1 uM. Una
alicuota se empled para llevar a cabo el recuento de células viables, mientras que otra
se tifid con el sistema LIVE/DEAD Baclight, que permite diferenciar las células con la
membrana intacta (verdes) de aquellas que la presentan comprometida (rojas), y se
visualizaron por CLSM. En los tres casos se detectaron agrupaciones de células tefiidas
de verde ya en fase exponencial, encontrando un mayor efecto de agregacion en
presencia de C-Cpll (datos no mostrados). En fase estacionaria este fendmeno se
incrementd, observandose grandes acumulaciones celulares, que finalmente dieron
lugar a la formacién de un sedimento . Los resultados obtenidos con los CBMs contrastan
con el control realizado en presencia de colina al 2 %, donde se generan largas cadenas
de varias decenas de células (Figura 39.B) como consecuencia de la inhibicién de las

CBMs 2%8, pero no se forman agrupaciones celulares, ni conlleva la formacién de floculos.
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Por ultimo, en consonancia con los resultados de la tincidn BacLight el recuento de
células viables confirmo que la incubacion del cultivo con los CBMs no induce la muerte

celular (datos no mostrados).

Estos resultados sugieren que la agregacién bacteriana podria deberse a la
formacién de cadenas celulares como consecuencia de la inhibicion de las CBPs del
huésped, junto con la existencia de interacciones entre CBMs unidos a diferentes
células. En este caso, los CBMs actuarian como enlazadores no covalentes que conducen
finalmente a la agregacion bacteriana, constituyendo aquellos con mayor afinidad por
sustratos macromoleculares conteniendo DEAE (C-Cpll y C-CbpD, Tabla 9) los mejores

enlazadores, y por tanto los que conducen a una mayor agregacion celular.

Figura 39. Imagenes de CLSM de muestras de S. pneumoniae R6CIB17. A. Sin tratar. B. En
presencia de 2 % colina. C, D, E. Cultivos tratados con 1 uM de C-LytA, C-CbpD, C-Cpll
respectivamente (muestras tomadas de sedimento). Las muestras se recolectaron en la fase
estacionaria del crecimiento y se tifieron con el sistema LIVE/DEAD Baclight. Barra: 10 um.
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2.3. Incremento de la eficacia de un CBM frente a S. pneumoniae por

presentacion multivalente de la proteina

Los resultados mostrados en la Tabla 9 reflejan claramente los efectos de
multivalencia resultantes al analizar la interaccién entre dos moléculas polidentadas,
esto es, un CBM con multiples sitios de unién a colina y un sustrato macromolecular con
multiples copias del ligando, reflejandose en un aumento sustancial de la afinidad con
respecto al ligando libre. Ademas, como hemos visto en el apartado anterior, la
gradacion de afinidades sobre sustratos artificiales se traslada a los ensayos con cultivos
celulares. Aunque no parece haber una relacion directa entre el nimero de sitios de
unién a colina y la afinidad por el sustrato (Tabla 9), decidimos estudiar el efecto al
aumentar el nimero de sitios de unién a ligando por molécula, pero en una disposicién
ramificada. De esta manera multiplicariamos el nimero de sitios de unién a colina
contenidos en una unica molécula y en una disposicidn no lineal, inspirandonos en una
arquitectura dendrimérica que, en nuestro laboratorio, han mostrado previamente
intensos efectos de multivalencia y de efectividad como agentes antineumocdcicos
302,305 para ello, y con objeto de estudiar al maximo la capacidad de este sistema para
mejorar las propiedades de un CBM, seleccionamos C-LytA, por ser el CBM que en
nuestro estudio presenta menor afinidad por los sustratos emuladores de la pared y

menor efectividad sobre los cultivos de neumococo.

Para la disposicion del CBM de manera multivalente, utilizamos un motivo de
oligomerizacion de proteinas, en concreto la cremallera de leucinas (LZ) de la proteina
PhaF de P. putida KT2440 328, La secuencia LZ interviene en la tetramerizacion de la
proteina PhaF 3%, aunque ciertos programas como LOGICOIL (Vincent TL, Green PJ,
Woolfson DN. 2013. LOGICOIL—multi-state prediction of coiled-coil oligomeric state.
Bioinformatics  29:69-76;  http://coiledcoils.chm.bris.ac.uk/LOGICOIL/) predicen

también su propensién a formar trimeros 3°1. Con el fin de evitar posibles impedimentos
estéricos en la regidn de oligomerizacién de la proteina quimérica, se introdujo una
secuencia separadora perteneciente a la misma PhaF (Figura 40). El gen hibrido, IzclytA,
se clond en el vector de expresion pET21d(+), y tras la expresién de la correspondiente

proteina de fusidn, LZ-C-LytA (Figura 40), en E. coli, se purificé por cromatografia de
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afinidad en DEAE-celulosa (Figura 29), tal y como se indica en “Materiales y métodos

3.3.Expresion y purificacion de proteinas”.

Figura 40. Modelo
estructural y secuencia de
aminodcidos de la proteina
de fusién LZ-C-LytA. En azul

1z I cytA. se representa la parte de la
10 0 30 20 secuencia ,correspondlente
MGLGVPSRNETKALHQQVDSLTKQIEKLTGASVTPISSRK a la proteina PhaF de P.
50 60 70 80 putida KT2440, y en rojo la
GGIVHSDGSYPKDKFEKINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHT del modulo C-LytA. Los
90 100 110 120 residuos que conforman la
DGNWYWEFDNSGEMATGWKK IADKWYYFNEEGAMKTGWVKY .
130 140 150 160 cremallera de leucinas de
KDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQSADGTGWYYLKPDGTLADR PhaF se encuentran
170 subrayados.
PEFTVEPDGLITVK

Para confirmar el estado de oligomerizacién de la proteina LZ-C-LytA se
realizaron experimentos de velocidad de sedimentacidn a una concentracion de 5 uM 'y
en presencia de 10 mM colina. El experimento no pudo realizarse en ausencia de colina
debido a problemas de agregacion de la muestra en las condiciones de la ultracentrifuga.
Los resultados (Figura 41 y Tabla 10) mostraron que en presencia de colina la proteina
se presenta como una mezcla de especies: una mayoritaria de 2,69 S (64 %), una
adicional de 2,20 S (27 %) y dos especies minoritarias de 1,09 S (3 %) y 3,36 S (6 %). La
presencia de colina complica el analisis para determinar la naturaleza de los complejos
LZ-C-LytA, ya que, en estas condiciones, la proteina podria oligomerizar por dos
mecanismos distintos: a través de la horquilla C-terminal, como estd publicado para C-
LytA 123, y/o haciendo uso de la cremallera de leucinas a través de la secuencia LZ. En un
intento de asignar cada pico de sedimentacidn a los distintos tipos posibles de complejos
oligoméricos de LZ-C-LytA, se obtuvieron modelos tridimensionales de los mismos,
basados en la estructura tridimensional resuelta de C-LytA 23y la estructura modelada
de la region de cremallera de leucinas de PhaF 3%, Seguidamente se generd un modelo
monomérico de partida uniendo la secuencia LZ 328 a C-LytA. A partir del mondémero
modelado, se generaron in silico distintas estructuras utilizando técnicas de

acoplamiento proteina-proteina, mediante el servidor ZDOCK para las interacciones LZ-
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LZ (variante LZ2), y mediante modelado por homologia utilizando el programa Swiss-
PDB para los oligdmeros derivados de interacciones C-LytA-C-LytA (variante CT2)
“Materiales y métodos 5. Modelado de las proteinas LZ-C-LytA y C-CbpD”. Cabe destacar
que, entre la variedad de posibles oligdmeros de orden superior (trimeros y tetrameros)
decidimos descartar aquellos modelos que contienen interacciones mixtas LZ-LZ y C-
LytA-C-LytA. La razon es que esos modelos conducirian a motivos de oligomerizacion no
apareados que deberian conducir a una mayor polimerizacién, en contraste con los
resultados de ultracentrifugacion analitica (Tabla 10). Como consecuencia, solo se
consideraron los trimeros y tetrdmeros formados exclusivamente por la interaccién de

LZ (LZ3 y LZ4, Figura 42).

A continuacién, se estimaron las propiedades hidrodindmicas de las estructuras
obtenidas utilizando el programa HydroPro 33!, La Tabla 10 muestra la comparacion
entre los datos experimentales y predichos de los valores del coeficiente de
sedimentacion. La especie mayoritaria es compatible con un trimero de la proteina (2,69
S), mientras que la especie de 2,20 S corresponderia al dimero, y las minoritarias podrian
corresponder al monémero y tetrdmero. Las predicciones tedricas hidrodinamicas de
los modelos in silico (Tabla 10) son, dentro de los limites de este enfoque,
razonablemente compatibles con los resultados experimentales de sedimentacién, lo
gue nos lleva a predecir la presencia predominante de las especies diméricas y triméricas

a través del motivo LZ representadas en la Figura 42.

1,0

?ngkoij Figura 41. Experimento de

08 1 velocidad de sedimentacidn
mediante ultracentrifugacion

06 - analitica de LZ-C-LytA en
49,6 kDa presencia de 10 mM colina.
@ (27,6 %)
o 0,4 4
17,3 kDa
0,2 A (3,5 %) 93,9 kDa
(6,4 %)
0,0 4
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CT2dimero LZ2 dimero oligomerizacién a través de
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LZ3 trimero LZ4 tetrdmero
Coeficiente de | Porcentaje -
. . . ‘. . Coeficiente de
sedimentacion de Estado oligomérico del | Mecanismo de . ..
. . . . sedimentacion
experimental poblacion modelo oligomerizacion® . b
estimado (S)
(S) (%)
1,09 3 Mondmero (19899 Da) - 1,60
r CT2 2,31
2,20 27 Dimero (39781 Da) 72 227
2,69 64 Trimero (59662 Da) LZ3 2,81
3,36 6 Tetramero (79543 Da) LZ4 3,53

Tabla 10. Coeficientes de sedimentacion experimentales y estimados de diferentes modelos
oligoméricos de la proteina LZ-C-LytA.

2 Especies CT: dimerizacion a través de la horquilla C-terminal de C-LytA; Especie LZ,
oligomerizacién a través de la secuencia de cremallera de leucina. (Ver Figura 42)

® Estimado utilizando el programa HydroPro (ver Materiales y métodos)

A continuacidn, determinamos la afinidad de LZ-C-LytA por sustratos insolubles
multivalentes. La unidon a NPM-DEAE no se pudo determinarse debido a problemas de
agregacion de la proteina a las concentraciones requeridas. En cambio, si se pudo
evaluar la afinidad empleando la técnica de SPR debido a que se emplearon
concentraciones menores, obteniendo el sensograma que se muestra en la Figura 43.A.
La curva de afinidad (Figura 43.B) se ajusta adecuadamente a un Unico tipo de sitios de
union (Kq: 1,8 uM), a diferencia de lo observado previamente con C-LytA, cuya curva se
ajusta a dos tipos de sitios (Figura 36, Tabla 9). Aunque la afinidad de la proteina LZ-C-

LytA por el sustrato multivalente es inferior a la de los sitios de unién de alta afinidad de
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C-LytA, se debe tener en cuenta que solo una minoria de la poblacién (25 %) presenta
tales sitios. En comparacion con los sitios mayoritarios de C-LytA (75 % de las moléculas),
la introduccién del motivo LZ induce un incremento en la afinidad de casi 8 veces,
resultando también en una mayor afinidad al compararlo con el médulo C-Cpl1 (5 veces).
Por lo tanto, estos experimentos indican que la oligomerizacion de la proteina inducida
por la secuencia LZ conduce a un incremento significativo de la afinidad de los CBMs por

su sustrato.

A - 50 nM B
30004 100 nM 3000 e
5 250 S e
E 300 nM E & - *
© 2000+ 2 2
g — 500nM 7
) 750 nM g
2 o
8 1000 1000 nM 8 10004
& = 2000 nM [
4000 nM
. s 0 T T v »
ot 5000,nM 0  250% 50x0% 7.5<10% 1.0x10°%
= 10000 nM
© [LzCLytA] (M)

Figura 43. A. Sensograma SPR con un “chip” de carboximetildextrano funcionalizado con DEAPA
a concentraciones crecientes de LZ-C-LytA en tampdn 20 mM fosfato sédico, 0,1 % Tween, pH
7,0 a 25 °C. B. Curva de unidn de LZ-C-LytA. Los datos se ajustaron a un modelo de un tipo de
sitios de union (Ecuacién 9).

La proteina LZ-C-LytA representa el CBM con mayor afinidad in vitro por sustratos
emuladores de la pared, por lo que a continuacidon nos propusimos estudiar su efecto
sobre cultivos liquidos de neumococo. Como se puede ver en la Figura 44.A, a bajas
concentraciones de la proteina LZ-C-LytA (40 nM), donde no se observa efecto con los 3
CBMs naturales, se aprecia aqui en cambio un ligero pero medible descenso de la
D.0.s550, de manera semejante a lo encontrado para la proteina C-LytA a 400 nM (Figura
38), acomparfiado de aglomerados celulares que se podian percibir a simple vista, y que
terminaban sedimentando. Asimismo, a una concentracién de 0,1 uM de LZ-C-LytA se
obtuvieron resultados comparables a los obtenidos con 1 uM de C-LytA y 400 nM C-Cpl1
(Figura 38), y en consonancia con el aumento de unas 8 veces en la afinidad de LZ-C-LytA
por sustratos polidentados comparada con el CBM parental (Tabla 9). Ademas, en las
imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de las muestras tomadas del
sedimento del cultivo en la fase estacionaria del crecimiento en presencia de LZ-C-LytA
a 0,1 uM se observo la formacién de cadenas y de amplias agrupaciones celulares

tefiidas de verde (Figura 44.B). En ambos casos (0,04 y 0,1 uM) el nimero de células
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viables determinado por micro-siembra de diluciones seriadas permanecid sin cambios
(datos no mostrados). Estos datos indican que la disposicion multivalente de C-LytA

potencia exponencialmente el efecto de aglomeracién de células neumocdcicas.

Control
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—e— Lz-C-LytA 0,04 uM
v— LZ-C-LytA 0,1 uM
A C-LytA1puM
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550 nm

D.O.
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Figura 44. A. Curva de crecimiento de la cepa S. pneumoniae R6CIB17 en medio C+Y y en
presencia de la proteina LZ-C-LytA a las concentraciones indicadas. B. Imagenes de CLSM de
muestras de S. pneumoniae R6CIB17, sin tratar y en presencia de LZ-C-LytA a 0,1 pM. Las
muestras se recolectaron a los 300 min de la adicidn del correspondiente CBM, y se tifieron con
el sistema LIVE/DEAD BaclLight. Barra: 10um.

2.4. Efecto de los diferentes CBMs estudiados sobre la fagocitosis de S.
pneumoniae por macrofagos peritoneales

Estudios previos realizados en el laboratorio, y en colaboracién con el grupo del
Prof. Roland Nau de la Universidad de Gottingen (Alemania) demostraron que el
tratamiento de cultivos de S. pneumoniae con un dendrimero de colina tiene como
resultado la inhibicién de la actividad de las CBPs y la formacién de largas cadenas 3%
que son facilmente reconocidas por macréfagos de células glia 3°. A diferencia de la
adicion de colina, en nuestro estudio la incubacion con CBMs no induce tanto a la
formacion de largas cadenas como a la formacion de aglomerados celulares que podrian
ser mas facilmente reconocidos por los macréfagos. Por esta razén, comprobamos in
vitro la respuesta mediada por macroéfagos peritoneales de ratdn sobre un cultivo de S.
pneumoniae R6 tratado con los CBMs mas efectivos de nuestro estudio, C-Cpl1 y LZ-C-
LytA. El porcentaje de UFC intracelulares se determind después de tratar el cultivo
durante 2 0 16 h con C-Cpl1 o LZ-C-LytA a una concentracion de 1 uM. Con objeto de
corregir las posibles variaciones en un mismo experimento, el nimero de UFC se

presenta como porcentaje en relacién al nUmero obtenido en el control sin tratar. Como
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puede observarse en la Figura 45, la incubacion del cultivo en presencia de los mdédulos
influye significativamente en la capacidad fagocitica de los macréfagos peritoneales,
mostrando el mismo nivel de fagocitosis (UFC intracelulares) transcurridas las 2y 16 h
de tratamiento. Es importante sefialar que el nimero de UFC intracelular obtenido al
tratar el cultivo con LZ-C-LytA es dos veces el obtenido con C-Cpll (Figura 45), en
consonancia con su mayor afinidad por sustratos sdlidos (Tabla 9) y su mayor poder de

agregacion de células en cultivos plancténicos (Figura 44).
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Figura 45. Fagocitosis de S. pneumoniae R6 por macréfagos peritoneales de ratén. El
pretratamiento de neumococos con CBM aumenta su fagocitosis por los macréfagos. Comparacién
de UFC después de 2 y 16 h de pretratamiento de un cultivo de neumococo R6 con C-Cpll 1 uM
(izquierda; células de 7 animales; 20-21 valores/grupo) o 1 uM LZ-C-LytA (derecha; células de 5
animales; 19-20 valores/grupo). El nimero de bacterias fagocitadas tras el pretratamiento con CBM
se expreso en % del numero de bacterias no tratadas fagocitadas en el mismo intervalo de tiempo.
Los datos se expresan como medianas (percentil 25/percentil 75). La prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de comparacion multiple de Dunn se utilizé para comparar datos (****, p
<0,0001).

En conjunto, los resultados muestran que la adicién exégena de CBMs induce la
aglutinacién celular, un efecto que es proporcional a su afinidad por colina o un andlogo
de la misma en un soporte multidentado emulador de la pared celular. Ademas, estos
agregados bacterianos favorecen la fagocitosis mediada por los macréfagos del
huésped. Por tanto, los CBMs se presentan como una novedosa estrategia de

tratamiento para las infecciones neumocécicas.
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3. ESTUDIO DE PEPTIDOS DERIVADOS DE LA AUTOLISINA LytA COMO POSIBLES
ANTIMICROBIANOS liticos FRENTE A S. pneumoniae

Una vez comprobada la capacidad de agregacion de los CBMs sobre las células
de neumococo en cultivo liquido, nos planteamos estudiar versiones simplificadas de los
mismos con el propdsito de encontrar el minimo requerimiento estructural necesario
para obtener un efecto similar. La razén de investigar esta alternativa se basa en las
distintas propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas que puede presentar un
péptido pequeno frente a una proteina. Los péptidos disponen de una mayor capacidad
de penetrar en membranas, son menos inmunogénicos y ademas generalmente
presentan una alta actividad y estabilidad. Un beneficio adicional del uso de péptidos es
gue no se acumulan en érganos especificos, lo que puede ayudar a minimizar sus efectos
secundarios 3°2. Estudios previos del laboratorio habian demostrado que la secuencia de
un CBR aislado de la autolisina LytA dispone de toda la informacién necesaria para
adquirir en solucidon acuosa una estructura similar a la nativa, en conformacién de
horquilla B, siendo, ademas, capaz de reconocer especificamente la colina, aunque con

afinidad residual comparado con el CBM completo 124122,

De entre las secuencias estudiadas, LytAz3q-252 (de ahora en adelante péptido
P4A, Tabla 11), correspondiente a la repeticion CBR4 (aminoacidos 239-258), presenta
una horquilla B de tipo 2:2 con un giro de tipo I’, una configuracién particularmente

estable 123

gue contribuye a la adquisicion en solucidon de su conformacidén nativa
practicamente en un 100 % 122, Por todo ello, en el presente trabajo nos centramos en
el estudio del péptido P4A, y construcciones derivadas de éste por duplicacion y
triplicacién de la misma secuencia en tdndem (péptidos P4B y P4C) (Tabla 11). La razén
de estudiar repeticiones de secuencias idénticas fue doble: aprovechar la particular
estabilidad de la horquilla P4A para generar péptidos de estructura probablemente mas
robusta que las correspondientes secuencias naturales, y tratar de encontrar de manera
inequivoca y simple una relacion entre los efectos encontrados y el niumero de

repeticiones. Para separar las horquillas se introdujo la secuencia correspondiente al

bucle de la repeticién CBR4.
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P4A - Horquilla B de CBR4  TGWKKIADKWYYFN

P4B - Duplicacion de P4A TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFN

PAC - Triplicaciéon de P4A TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFN

Tabla 11. Secuencia de aminoacidos del péptido P4A y sus derivados. Se indica el nombre comun
por el que nos referiremos a ellos en este trabajo. En azul se muestra la secuencia
correspondiente a la horquilla B de CBR4 (LytA3s-2s2) y en rojo el bucle (LytA;ss-ss) que conecta
las horquillas CBR4 y CBR5.

3.1. Caracterizacion estructural de los péptidos derivados de CBR4 de LytA

En primer lugar, llevamos a cabo una caracterizacién estructural del péptido P4A
y sus derivados mediante CD en la regién del UV lejano, a pH fisioldgico (7,0), y se
compard con el espectro del mismo péptido previamente caracterizado en el laboratorio
a pH 3,0 22, La unica diferencia apreciable encontrada fue que el péptido P4A a pH 7,0
presenta una cierta mayor estructuracién a 20 °C con respecto a pH acido (Figura 46). El
espectro de P4A y sus derivados muestran similitudes con el del médulo completo C-
LytA, con un méaximo centrado a 227 nm que provendria de la contribucidn de residuos
aromaéticos en un entorno rigido (Figura 47) 116129130 por su parte, la presencia de las
secuencias del bucle conector entre horquillas de la proteina C-LytA y los péptidos P4B
y P4C provoca que la contribucion relativa de los triptéfanos a 227 nm sea inferior en
estos dos casos comparado con P4A (que no posee aminodcidos en ordenacién
aperiddica), lo cual se detecta también en una menor contribucién en los picos negativos
en torno a 200 y 215 nm. En todo caso, los resultados sugieren que los péptidos P4A,
P4B y P4C presentan una estructura ordenada a pH 7,0, similar a la del péptido P4A a pH
3,0 (Figura 46) 22,

20 20
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10 10
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g E
[gV]
g 09 e 0y
[} o
o4 S
RABTE Z 10
S —— P4ApPH 7.0 S
< —— P4B pH 7.0 <
-20 A PAC pH 7.0 -20 A
s —— P4ApH 3.0 =
30 -— ; ; ; ; ; ; 30 — ; ; ; ; ; ;
200 210 220 230 240 250 260 200 210 220 230 240 250 260
A (nm) A (nm)

Figura 46. Espectro de CD en la regidn del UV lejano de los péptidos P4A (negro), P4B (rojo) y
PAC (verde) en tampdn 20 mM fosfato sédico, pH 7,0, y del péptido P4A en tampdn 20 mM
glicina a pH 3,0 (azul) registrados a 20 °C (izquierda) y a 5°C (derecha).
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Figura 47. Espectro de CD en la region del UV lejano de C-LytA en tampdn 20 mM fosfato sédico,
pH 7,0 a 20 °C.

3.1.1. Reconocimiento de colina

La capacidad de los diferentes péptidos para unir colina se analizdé en primer
lugar siguiendo la variacién en el espectro de CD en el UV lejano en presencia de 500
mM de colina, observandose un incremento en la intensidad del pico maximo en el caso
de los péptidos P4B y P4C (Figura 48) y un desplazamiento a una longitud de onda
inferior, siendo mds acusado en el caso de P4C. Por otro lado, y al igual que se habia
descrito previamente a pH 3,0 122, la unidn de colina en el péptido P4A no afecta al
espectro de CD en el UV lejano, mientras que si resulta modificado el espectro en el UV
cercano (Figura 48), observandose un aumento de las bandas centradas a 293 nm
(cadenas laterales de los triptéfanos) y 286 nm (tirosinas y triptofanos) como ya se
describié anteriormente 116122, L3 ausencia de cambio en el espectro de P4A en el UV
lejano (Figura 48) podria deberse al hecho de que P4A adquiere en solucién y en

ausencia de colina una estructura de ldmina B proxima al 100 % %2

, por lo que la
totalidad de la poblacién dispone los aromaticos en un entorno rigido que apenas se ve
modificado por la unién de colina, mientras que la presencia de secuencias conectoras
flexibles en los péptidos P4B y P4C facilitarian un cambio conformacional (que lleve a un

mayor plegamiento) mas evidente inducido por el ligando.
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Figura 48. Espectro de CD en el UV cercano y lejano de P4A, y en el UV lejano de P4B y PAC, en
ausencia (negro) y en presencia de colina 500 mM (rojo) a 20 °C en tampdn 20 mM fosfato
sodico, pH 7,0.

3.1.2. Estudios de estabilidad térmica

El estudio de la estabilidad térmica de los diferentes péptidos en ausencia y en
presencia de colina a 500 mM se realizé siguiendo por CD el cambio en la elipticidad
molar en el UV lejano en funcién de la temperatura (Figura 49). En todos los casos se
produce una pérdida de senal de CD en la regién de contribucién de los residuos
aromaticos a medida que aumenta la temperatura, indicativo de una pérdida de
estructura apreciable, y rindiendo a 95 °C un espectro con un minimo centrado a 200
nm aproximadamente, correspondiente a una estructura mayoritariamente
desordenada 3*°. Esta ultima caracteristica no se observa con claridad en los espectros
de las muestras con colina ya que la combinacién de temperatura y fuerza idnica genera
demasiado ruido en esta region del espectro 343°3:3% Tras finalizar cada barrido de
temperatura (entre 5y 95 °C), y con objeto de comprobar si la transicion era reversible,

las muestras se enfriaron hasta la temperatura original y se registré de nuevo el espectro
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de longitud de onda tras 1 h de espera (Figura 49). En el caso de los péptidos P4B y PAC
se observd que en ausencia de colina la transicién no era reversible al 100 %. Sin
embargo, cuando el calentamiento se detuvo a 60 °C, con la transicion completada en
su mayor parte, los espectros revirtieron al valor inicial en mayor medida (Figura 50).
Por este motivo, y al igual que se ha descrito mas arriba con los CBMs, se considerd que
los procesos causantes de la irreversibilidad presentan una cinética relativamente lenta,
y teniendo lugar después de la transicién de desnaturalizacién, por lo que se procedio a
aplicar la termodinamica de procesos reversibles al analisis estructural del
desplegamiento térmico, y en consecuencia a ajustar las curvas de desnaturalizacién con
la ecuacion de Gibbs-Helmholtz (Ecuacidn 2). Las curvas de desnaturalizacion muestran
escasa cooperatividad (Figura 51), lo que sugiere la falta de nucleos hidrofdbicos de
apreciable tamaio, por lo que, como aproximacién, se asumié como nula la contribucién
de AG,, tal y como se habia descrito para el péptido P4A a pH 3,0 122y para otros péptidos
en conformacién de horquilla B 3°°-3%7, Los parametros termodinamicos obtenidos de

esta manera se muestran en la Tabla 12.

La interaccidén con la colina induce un modesto incremento en la estabilidad de
los péptidos, que se traduce en un aumento de la T, que es mas evidente en el caso de
P4A y P4C (Tabla 12). Ademas, la Figura 49 muestra que la elipticidad de cada péptido
en presencia y ausencia de colina solo converge a temperatura superior a 75 °C, a partir
de la cual las transiciones se solapan, indicando que los péptidos mantienen su unién al
ligando incluso a temperaturas tan altas. En todo caso, tanto en ausencia como en
presencia de colina la estabilidad termodindamica de los péptidos a temperatura
ambiente es solo marginal, observandose incluso un cierto descenso al incrementarse
el nimero de repeticiones, que proviene sobre todo de una apreciable reduccién de la
Tm de hasta 10 °C en el caso de P4AC (Tabla 12); de hecho, el péptido P4A es el que
presenta un espectro mas cooperativo en ausencia de colina, tal y como se observa
también en la comparativa de la Figura 51. Finalmente, los bajos valores de la entalpia
de desnaturalizacién (AHm) tanto en presencia como en ausencia de colina para los tres
péptidos hace que los valores finales de la energia libre de estabilizacion sean muy
similares en los dos casos (Tabla 12), lo que sugiere que la union del ligando esta poco

favorecida.
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Figura 49. Caracterizacion espectroscopica de los péptidos en tampdn fosfato 20 mM pH 7,0
monitorizado por CD. A la izquierda se muestra el barrido de temperatura en ausencia (negro) y
en presencia (rojo) de colina 500 mM; la linea continua es la derivada del ajuste a la ecuacion de
Gibbs-Helmholtz (Ecuacidn 2). A la derecha se muestran los espectros por CD en el UV lejano de
cada péptido en ausencia (negro) y en presencia (rojo) de colina 500 mM a 5 °C (linea continua),
90 °C (linea punteada), y la muestra enfriada tras el barrido de temperatura a 5 °C (linea
discontinua).
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Figura 50. Espectros de CD en el UV lejano de los péptidos P4B (izquierda) y P4C (derecha) en
tampon fosfato 20 mM pH 7,0 sin colina. En cada panel se representa la muestra a 5 °C (linea
continua), calentada a 60 °C (lineas punteadas), y enfriadas a 5 °C tras el barrido de temperatura
hasta 60 °C (linea discontinua).
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Figura 51. Comparacion del desplegamiento térmico monitorizado por CD de los péptidos P4A
(negro), P4B (rojo) y PAC (verde) en tampdn fosfato 20 mM pH 7,0 en ausencia de colina.

P4A P4B P4C
[Colina] (mM) 0 500 0 500 0 500
AH, (kI-mol™) 51+1 56+1 57+3 48 +1 41+2 60+3
Tm (K) 322,4+0,2 327,8+0,2 314,2+0,6 315,8+0,4 311,8+1,1 318,5+£0,5
AGys - (kI-mol™?) 40+0,1 51+0,8 3,0+£0,2 2,7+1,1 1,7+0,3 3,7+0,3
Ky (mM) 1979 280+ 10 1183

Tabla 12. Parametros termodindmicos y constantes de afinidad calculadas para P4A, P4B y PAC
en tampon fosfato 20 mM pH 7,0.

3.1.3. Afinidad por colina libre

Con objeto de evaluar la afinidad de los péptidos por colina a 20 °C, nos
propusimos realizar en primer lugar una titulacién de la seial de CD tras la adicién del
ligando. Sin embargo, como se muestra en la Figura 52, la adicion de 500 mM de NacCl
como control del efecto de la fuerza idnica desveld que, en estas condiciones, el
espectro de P4C sufre un cierto incremento de intensidad a 227 nm, aunque en menor
grado y sin experimentar un desplazamiento de longitud de onda como ocurre en
presencia de colina a la misma concentracién. Es decir, el cambio en el espectro de CD
producido por la colina podria ser el resultado de una componente especifica y otra
inespecifica por puro incremento de la fuerza idnica.
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Figura 52. Espectro de CD en el UV lejano de P4C (negro), en presencia de 500 mM NacCl (azul),
colina 500 mM (rojo) a 20 °C en tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0.

Para minimizar estos inconvenientes, decidimos estudiar alternativamente la
unién del ligando mediante espectroscopia de fluorescencia intrinseca de la proteina.
Los espectros de P4A, PAB y PAC se registraron tras excitaciar la muestra a 280 nm, en
tampdn fosfato 20 mM pH 7,0 a concentraciones crecientes de colina (Figura 53.A). Los
espectros de emisidn muestran un maximo centrado a 340 nm, correspondiente a
residuos de triptéfano situados en un entorno expuesto al disolvente 38, En los tres
casos la adicion de colina provoca un desplazamiento de los espectros de emisidn hacia
el azul, sugiriendo la aparicion de un entorno mds apolar alrededor de los residuos
aromaticos, como era de esperar por el modo tipico de unién a colina por medio de CBRs
66, Mientras que, en consonancia con los resultados de CD en el UV lejano (Figura 48),
los cambios conformacionales de P4A son de pequefia magnitud, en el caso de P4B y
PAC el desplazamiento espectral se ve acompafiado de un fuerte incremento en la
intensidad de fluorescencia, indicando una mayor proteccién de las cadenas laterales

aromaticas del apagamiento ("quenching") de las moléculas de disolvente.

La Figura 53.B muestra la titulaciéon con colina siguiendo la variacién en valor
absoluto de la longitud de onda promedio de emisién de fluorescencia (|<Aem>|),
indicando saturacién a altas concentraciones de ligando (Ecuacion 5). Es necesario
sefialar que la adicion de NaCl provoca una pequefia variacion de la intensidad de

fluorescencia en el caso de P4By PAC (Figura 54), pero no afecta al valor de <Aem> (Figura
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53.B) lo que indica que el seguimiento de este parametro es especifico para la unién del

colina.

Los resultados de las titulaciones se ajustaron a una funcién hiperbdlica simple
suponiendo un unico tipo de sitios de unidn “Materiales y Métodos 4.2 Espectroscopia
de fluorescencia” (Figura 53.B). Otros intentos de ajuste a modelos mas complejos que
contemplaran dos o mas tipos distintos de sitios no rindieron resultados satisfactorios
(datos no mostrados). Las constantes de disociacion calculadas (Kq, Tabla 12) indican
que el péptido P4B muestra una afinidad algo inferior a P4A, mientras que la unidn se
encuentra mas favorecida en el caso de P4C. En todo caso se trata de afinidades
marginales, del orden de centenas de milimolar, lo que explica el discreto efecto ejercido
por la colina sobre la estabilidad térmica de los péptidos, y en todo caso indica que la
mera repeticion de CBRs idénticas no asegura una interaccién horquilla-horquilla de tipo
nativo para la configuracién de un sitio candnico de unién a colina, cuya constante de

afinidad es dos érdenes de magnitud inferior (Tabla 9).

A continuacion, y tal y como se habia realizado anteriormente con los CBMs
(Resultados 2.1.2. Afinidad por sustratos insolubles), pretendimos evaluar la unién de los
péptidos P4A, PAB y P4AC a superficies multidentadas emuladoras de la pared celular
(NPM-DEAE vy "chips" de SPR), donde podrian mostrar una afinidad aumentada. Sin
embargo, en ninguno de los dos casos pudieron obtenerse resultados reproducibles, ya
que se produjeron fendmenos de adsorcion inespecifica y/o precipitacion (datos no
mostrados). Se procedié a la obtencién de los péptidos P4D y P4E, cuya secuencia
corresponde a la cuadruplicacién y quintuplicacion de P4A en tdndem. Debido al mayor
numero de residuos que componen su secuencia esta vez no se pudo llevar a cabo la
sintesis peptidica, por lo que se procedié a la sobreexpresién de los genes, a partir del
pldsmido pET21d(+) en cepas de E. coli BL21 (DE3), y a su purificacidon por cromatografia
de afinidad y elucidn con colina 112%_ Aunque se observé que los péptidos P4D y P4E ya
eran capaces de unirse a la resina de DEAE-celulosa, y obtenerse en cantidades suficientes
de manera pura, los problemas de insolubilidad peptidica en ausencia de colina hicieron

imposible el progreso del estudio en este sentido.
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Figura 53. A. Espectros de fluorescencia de P4A, P4B y PAC en tampdn 20 mM fosfato sédico pH
7,0, en ausencia (negro) y en presencia de 500 mM colina (rojo) B. Representacion del valor
absoluto de la variacién de la longitud de onda promedio de emision (|<Aem>|) en funcién de
colina anadida a los péptidos: P4A, P4B, y PAC. Las gréficas se ajustaron a una hipérbola,
asumiendo un modelo de unién simple (Ecuacidn 6). El punto azul que se muestra corresponde
al |<Aem>| en presencia de 500 mM de NaCl. Los datos corresponden a un experimento
representativo.
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Figura 54. Espectros de fluorescencia de P4A, P4B y PAC en tampdn fosfato 20 mM pH 7,0, en
ausencia (negro) y en presencia de 500 mM NaCl (rojo).

3.1.4. Evaluacidn de los péptidos derivados de LytA como "interruptores

moleculares"

La carencia de una estructura compacta (baja cooperatividad, Figura 51), su
estabilidad marginal (Tabla 12), y su afinidad residual frente a colina libre (Tabla 12,
Figura 53) nos llevé a pensar que los péptidos P4A, P4B y P4C no se comportan como
CBMs minimizados y que, por lo tanto, seria improbable que presentaran un efecto de
agregacion celular frente a cultivos plancténicos de neumococo (Figura 39). Sin
embargo, decidimos evaluar una via alternativa que pudiera desvelar un efecto
antimicrobiano diferente a los CBMs. Dicha via se basa en estudios previos del
laboratorio que habian demostrado que el péptido P4A sufre, a pH acido, un cambio
conformacional reversible desde su estructura nativa en horquilla B hacia una hélice a
anfipdtica en presencia de micelas de detergente y de vesiculas lipidicas, entrando en la
clasificacion de "péptido camalednico" o "interruptor molecular" 22158, La transicién
— a puede observarse también con el CBM completo C-LytA, aunque en este caso es

necesario desestabilizar adicionalmente la proteina por temperatura o pH,
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presumiblemente debido a su estructura mas compacta '?2. Por este motivo nos
propusimos constatar si los péptidos P4B y PA4C presentan, igualmente, un
comportamiento camalednico inducido por micelas, pero que pudiera estar favorecido
con respecto a los CBMs completos gracias precisamente a su flexibilidad estructural
citada, y que por este motivo pudieran actuar como péptidos antimicrobianos, teniendo

como blanco la membrana celular 209224240,

Con este propdsito registramos en primer lugar los espectros de CD de cada
péptido en el UV lejano en presencia del detergente DPC a 10 mM. En todos los casos se
muestra un cambio notable en el espectro de CD, con la reduccién drastica del maximo
de 227 nm, proveniente del entorno asimétrico de los triptéfanos en la horquilla B, y la
aparicién de un minimo a 209 nm, un hombro a 222 nm y un maximo a 195 nm (Figura

55), todos estos rasgos caracteristicos de una estructura en hélice a 3*°.
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Figura 55. Espectros de CD en el UV lejano de P4A, P4B y PAC en ausencia (lineas negras) y
presencia (lineas rojas) de DPC 10 mM. Todos los espectros se adquirieron a 20 °C en tampdn
20 mM fosfato sddico a pH 7,0. Los datos corresponden a un experimento representativo.
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A partir de estos espectros se realizd una estimacién del contenido en hélice a
del total de cada péptido en presencia de las micelas de DPC (Figura 55, Ecuacion 4),
utilizando el procedimiento indicado en el apartado “Materiales y Métodos 4.1.
Dicroismo circular”. Los porcentajes calculados para P4A, P4B y PAC fueron del 18, 24,y
28 % respectivamente. Sin embargo, es necesario sefalar que, en el caso de P4A, el
contenido en hélice a encontrado por RMN (67 %) era muy superior al estimado en base
a los datos de CD 22, Esto se debe probablemente a una subestimacion en el calculo
utilizando la técnica de CD debido a la cancelacién parcial de la elipticidad negativa del
espectro de hélice a por los intensos valores positivos de la banda de 227 nm
proveniente de la poblaciéon remanente de horquilla B nativa (Figura 55). Una vez
comprobado que las secuencias conectoras no influyen negativamente en el
comportamiento camalednico de las secuencias correspondientes a las horquillas, se
realizd a continuacién una titulacién de los tres péptidos con concentraciones crecientes
de DPC. Como se puede ver en la Figura 56, la transicion de horquilla B a hélice a es en
todos los casos cooperativa, y se encuentra altamente favorecida en el caso de P4B y

PAC (Tabla 13).
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Péptido Concentracion de DPC (mM)?

P4A 4,13
P4B 1,42
P4C 1,43

Tabla 13. Concentracidn de DPC (mM) a la cual la transicion B—a estd completa en un 90 %.
2 Los datos se calculan a partir del ajuste a una ecuacién sigmoidal estandar sin significado fisico.
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Fluorescencia 430 nm (unidades arbitrarias)

Con el propdsito de comprobar si la transicién estructural estd inducida por la
formacidén de micelas de DPC en el disolvente, como se habia descrito para P4A a pH 3,0
122 se determind en primer lugar la CMC del detergente en tampdn 20 mM fosfato
sédico pH 7,0, obteniéndose un valor de 1,2 mM (Figura 57). Por tanto, tal y como se
muestra en la Figura 56, el umbral de la transicién estructural en el caso de P4A coincide
con la CMC, confirmando que la conversion estructural esta inducida por las micelas del
detergente para este péptido también a pH neutro. En cambio, las transiciones de P4B
y P4C, ademas de conducir a un mayor contenido en hélice a (ver mas arriba), son mucho
mas cooperativas y tienen lugar a concentraciones de DPC claramente por debajo de la
CMC, lo que implica una interaccidn favorecida con el detergente con respecto a P4A.
Este resultado podria explicarse por la acumulacién preferente de detergentge sobre los
péptidos P4B y P4C y la formacién concomitante de semi-micelas en su superficie 369361,
al igual que se ha descrito para explicar la interaccién del médulo completo C-LytA con
SDS submicelar 362, Al contrario que P4A, estos péptidos ya tendrian un tamafio
suficiente para albergarlas. Para comprobar la formacién de dichas semi-micelas se llevd
a cabo el ensayo descrito con anterioridad 3¢, segun el cual la insercién de pireno en
ambientes hidrofébicos como las micelas o semi-micelas de detergente se detecta por
el incremento del cociente de las bandas de fluorescencia 13/11 del pireno. Sin embargo,
en nuestro caso no se pudieron obtener resultados concluyentes, ya que en presencia
de los péptidos se observd un drastico apagamiento de la fluorescencia del pireno,
posiblemente como consecuencia de algun tipo de interaccién inespecifica con el

péptido (datos no mostrados).
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3.2. Efecto de los péptidos derivados de CBR4 de LytA en cultivos
planctonicos de S. pneumoniae

Los resultados mostrados en los apartados anteriores sugieren un
comportamiento dual de los péptidos P4A, P4B y P4C tanto por su reconocimiento de
colina (si bien con muy baja afinidad) en su conformacién de horquillas 3 nativas, como
por su comportamiento camalednico al transformarse en hélices anfipaticas capaces de
interaccionar con estructuras micelares. En cualquiera de los dos casos, podria preverse
un efecto de estos péptidos sobre el crecimiento y viabilidad de neumococo, ya fuera
como emuladores de los CBMs (provocando encadenamiento celular), a pesar de su baja

afinidad aparente por colina, o afectando a la membrana celular.

Para llevar a cabo estos estudios se utilizé de nuevo la cepa no floculante
R6CIB17. Un cultivo de esta cepa se crecio sin agitacién, y al llegar al inicio de la fase
exponencial (D.O.sso = 0,1), se anadieron los péptidos P4A, PAB o PAC a una
concentracion final de 10 o 30 uM, tomandose medidas de D.O.ssp sin voltear la muestra
para comprobar la posible presencia de agregados celulares (Figura 58). En presencia de
P4A, no se observd variacién en el crecimiento del cultivo a ninguna de las
concentraciones probadas con respecto al control sin péptido (Figura 58). En cambio, en
presencia de P4B y PAC se observd la formacidn de floculos a simple vista que finalmente
sedimentaban dando lugar a la caida de la D.O., siendo el efecto dependiente de la
concentracion. En el caso de P4C, este efecto sobre la densidad éptica resultdé mas
evidente, y vino precedido de un aumento transitorio de la turbidez tras su adicién a 30
UM que presumiblemente se debe a la precipitacion momentanea del péptido en medio

C+Y.
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Figura 58. Curva de crecimiento de la cepa S. pneumoniae R6CIB17 en medio C+Y en presencia
de P4A (rojo), P4B (azul) y PAC (verde). Las concentraciones testadas de cada péptido son 10 uM
(color claro) y 30 uM (color oscuro). La flecha roja indica el momento en el cual se adicionan los
péptidos al cultivo, y la flecha negra indica el tiempo al cual se tomé la muestra para realizar la
visualizacidn por CLSM.

Con objeto de analizar el efecto de los péptidos sobre la morfologia celular de S.
pneumoniae R6CIB17, se recogid una muestra en cada caso al final de la fase
exponencial; todas ellas fueron tefiidas con el “kit” BacLight LIVE/DEAD v, tras ser
mantenidas a 4 °C durante la noche, se visualizaron mediante CLSM (Figura 59). En
presencia de P4A, los cultivos mostraron el mismo fenotipo que la muestra control,
fundamentalmente diplos y cadenas cortas de células tefiidas de verde (indicativo de
una membrana celular intacta). Por el contrario, en las muestras procedentes de los
cultivos incubados con P4B y PAC se observaron mayoritariamente restos celulares sin
una estructura definida y tefiidos de rojo, presumiblemente debido a dafios producidos

en la membrana.
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Figura 59. Imagenes tomadas con CLSM de la muestra de cada cultivo de S. pneumoniae R6CIB17
tratado con los péptidos P4A, P4B o P4C. En cada caso el péptido se afadio al cultivo a D.O.sso
de 0,1 a una concentracion final de 30 uM. A. R6CIB17 control, no tratado; B. Tratado con P4A
a 30 uM; C. Tratado con P4B a 30 uM (sedimento); D. Tratado con P4C a 30 uM (sedimento). Las
muestras se tomaron en el minuto 200, y se tifieron con el “kit” BacLight LIVE/DEAD para
diferenciar bacterias con la membrana intacta (fluorescencia verde) de aquellas con la
membrana dafiada (fluorescencia roja). Barra 5 um.

3.2.1. Efecto bactericida de los péptidos derivados de CBR4 de LytA en cultivos

de S. pneumoniae

Los resultados mostrados en la Figura 59 sugieren que los péptidos P4B y P4C
presentan un mecanismo antibacteriano litico y no basado en la agregacién celular como
se ha observado previamen para los CBMs completos “Resultados 2.2. Efecto de los
CBMs exdgenos en cultivos liquidos de S. pneumonia”. Para comprobar esta hipdtesis
nos propusimos evaluar el efecto bactericida de dichos péptidos frente a S. pneumoniae
R6CIB17 mediante ensayos de viabilidad en células en reposo (resting cells) a las cuales
se les restringe de un medio nutritivo por lo que se mantienen en un estado metabdlico

fijo sin crecimiento.
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Tras incubar el cultivo de S. pneumoniae R6CIB17 hasta una D.O.sso de 0,3, este
se centrifugd y se resuspendio en la mitad del volumen original empleando un tampén
de baja fuerza idnica (5 mM fosfato sdédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0), con objeto de
concentrar las bacterias y minimizar los problemas de solubilidad de los péptidos. A
continuacion, se anadié el correspondiente péptido P4A, P4B o P4AC, y se mantuvo a 37
°Cdurante 1, 2y 3 h, para realizar a continuacién el recuento de células viables. La Figura
60.A muestra que, mientras que el péptido P4A a 30 uM no produjo un efecto detectable
transcurridas las 3 h de incubacién, los péptidos con mayor nimero de repeticiones si
gue presentaron una apreciable actividad antimicrobiana, que se incrementaba con el
tiempo de incubacion. El péptido P4B a 30 uM muestra una bajada significativa de la
viabilidad tras 3 h de incubacion (Figura 60.A). Por su parte, PAC resulté ser el péptido
mas efectivo, presentando actividad tanto a 10 como a 30 uM (Figura 60.Ay B), llegando

en este Ultimo caso a valores de descenso superiores al 90 %.
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Figura 60. Actividad bactericida de los péptidos P4A, PAB y PAC frente a S. pneumoniae R6CIB17.
En cada caso el cultivo en fase exponencial se concentrd 2X en tampdn 20 mM fosfato sédico,
280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd durante 1, 2 o 3 h a 37 °C en presencia de diferentes
concentraciones de P4A, P4B o PAC. A. Viabilidad celular de las muestras tras su incubacién en
presencia de 30 uM de compuesto durante 1, 2 y 3 h. B. Viabilidad celular de cultivos tratados 3
h con 10 uM de P4B o P4C. Las barras de error indican la desviacion estandar. Los asteriscos
muestran los datos estadisticamente significativos (*, P <0,05; **, P<0,001).

Una vez confirmado el potencial antimicrobiano de los péptidos P4B y P4C nos
propusimos comprobar su capacidad frente a dos cepas capsuladas de neumococo: S.
pneumoniae D39 (serotipo 2), cepa parental de R6, y S. pneumoniae 3498 (serotipo 8),
resistente a eritromicina y tetraciclina 363, La CMI resulté de 80 uM para los dos péptidos

y en ambas cepas, lo que sugiere que la presencia de la capsula no impide la accion
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bactericida de estas moléculas. Por lo tanto, estos resultados confirman que la presencia
de un numero de secuencias repetidas basadas en CBRs dentro de una misma cadena
peptidica produce un efecto antimicrobiano que se incrementa con el nimero de
repeticiones, siendo 2 el nimero minimo de las mismas necesarias para detectar dicho

efecto.

3.2.2. Ensayos de permeabilidad en cultivos de S. pneumoniae

El descenso en viabilidad producido por los péptidos P4B y P4C (Figura 60), junto
con los dafios observados en la membrana celular (Figura 59) y los resultados de
interaccidon con micelas de detergentes medidos por CD (Figura 55 y 56) apuntan a un
efecto desestabilizante sobre la membrana celular como posible mecanismo de su
accién bactericida. Para comprobar esta hipdtesis se realizaron ensayos in vitro
destinados a analizar los cambios en la permeabilidad de la membrana “Materiales y
Métodos 6.1.4. Ensayo de permeabilizacion de la membrana plasmdtica”. En primer
lugar, nos propusimos analizar la entrada del colorante Sytox Green en respuesta a la
adicion de los péptidos. El experimento se realizé en presencia de un tampon de baja
fuerza idnica (5 mM de fosfato sédico, pH 7,0) para evitar problemas de insolubilidad de
los péptidos al que se le afiadié 280 mM de sorbitol para mantener el equilibrio osmético
con las células. Tras la adicion de los péptidos a una concentracion final de 10 uM no se
detectéd una mayor infiltracion de la sonda en presencia de P4A, mientras que los
péptidos P4B y P4C produjeron una permeabilizacién hasta del 40 % y 70 %
respectivamente con respecto a la obtenida por la adicion de Triton X-100 (control
positivo de permeabilizacidn) (Figura 61). Este ensayo indica que los péptidos P4B y PAC
son capaces de permeabilizar la membrana, y que dicho efecto se ve incrementado
conforme aumentamos la cantidad de secuencias repetidas, siendo de nuevo 2 el
nimero minimo de repeticiones necesarias para observar un efecto. Este fendmeno
podria ser la causa desencadenante de la salida prematura de enzimas liticas, dando
lugar a la lisis celular prematura al igual que se habia observado previamente con los
EBAs “Resultados 1.1. Desestabilizacion de la membrana plasmdtica por efecto de la

adicion de EBAs”.
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Figura 61. Permeabilidad de la membrana frente a la sonda Sytox Green de un cultivo de S.
pneumoniae R6 tras la adicion de péptido a 10 uM. La permeabilidad se expresa en porcentaje
relativo a la misma muestra tratada con TX-100 al finalizar el ensayo. Ensayo realizado en
tampdn 5 mM fosfato sddico, 280 mM, sorbitol, pH 7,0. En azul se muestra el control negativo
(no tratado), en purpura el control positivo (tratado con 0,1 % TX-100), y en negro, rojo y verde
el cultivo tratado con P4A, P4B y P4C a 10 uM respectivamente. La flecha indica el momento en
el cual se afladen 10 pL de TX- 100 al 1 % para obtener el valor maximo de permeabilidad para
cada muestra.

3.3. Determinantes moleculares de la funcidon antimicrobiana de P4C

De los resultados llevados a cabo se puede concluir que P4C, el péptido con
mayor capacidad antimicrobiana, presenta una afinidad por colina significativamente
aumentada en comparacion con los péptidos P4A y P4B, aunque aun residual (Figura 53,
Tabla 12). Ademas mantiene el comportamiento camalednico dilucidado anteriormente
en P4A 22, pudiéndose transformar de horquilla B a hélice a pero inducido a
concentraciones menores del detergente DPC en comparacion con el péptido P4A
(Figura 56, Tabla 13), y presumiblemente responsable de su interaccion con membranas
lipidicas 22, Con objeto de determinar la influencia relativa tanto del reconocimiento
por colina como de la transicion B—a sobre su mecanismo de accidn, nos centramos en
el péptido P4C, disefiandose variantes con el objetivo de discernir la importancia relativa
de ambas propiedades biofisicas (reconocimiento de colina y perturbacién de la
membrana) en su actividad bactericida (Tabla 14). En el disefio de las variantes
peptidicas se tuvo en cuenta tanto los tres residuos aromaticos constituyentes de la capa

interna del sitio de unidn a colina, como los residuos hidrofdbicos localizados en una de
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las caras de la hélice a anfipatica que son esenciales para llevar a cabo la interaccién

péptido-membrana 22 (Figura 62 y Tabla 14).

% hélice Efecto
Nombre Secuencia <H>? | <uH>® ST esperado con
respecto a P4C
TGWKKIADKWYYFNEEGAMK
P4C TGWKKIADKWYYFNEEGAMK | 0,446 | 0,515 67 -
TGWKKIADKWYYFN

Reconocimiento
de colina: $
Desestabilizacion
de membrana: =
Reconocimiento

TGIKKIADKIIYFNEEGAMK
P4C_NOCH | TGIKKIADKIIYFNEEGAMK 0,441 | 0,439 66
TGIKKIADKIIYEN

TGWKKSADKWYYSNEEGAMK de colina: =
PA4C_NOME | TGWKKSADKWYYSNEEGAMK | 0,184 | 0,369 38 Desestabilizé;ic')n
TGWKKSADKWYYSN

de membrana:

Tabla 14. Secuencia de aminoacidos del péptido P4C y sus derivados. En azul se representa la
secuencia correspondiente a la horquilla B de CBR4 (LytAz3s-252), residuos mutados en rojo y en
negro la region correspondiente al bucle (LytAzss-zsg).

2 Calculo de la hidrofobicidad media de cada secuencia correspondiente a la horquilla B de la
CBR mediante el servidor Heliquest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).

® Calculo del momento hidrofébico medio de la hélice a tedrica inducida por la membrana
celulary formada por cada secuencia correspondiente a la horquilla de la CBR. Medida mediante
el servidor Heliquest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).

¢ Porcentaje de hélice a formada en presencia de micelas de DPC y predicho en funcién de la
ecuacion empirica: % Hélice = 22,5 + 226 x <H> x <uH> 18,

Por un lado, se disefié el péptido PAC_NOCH, cuyos residuos aromaticos
implicados en la uniéon a colina (W3, W10 y Y11) se sustituyeron en cada caso por el
aminodcido apolar isoleucina (l) (Figura 62), por lo que tedricamente este péptido no
reconoceria el ligando al no poder establecer las pertinentes interacciones catién-m 6.
En cambio, conservaria gran parte de la anfipaticidad (estimada por su momento
hidrofdbico) e hidrofobicidad de la hélice a formada tras la interaccion con micelas de
detergentes y, probablemente, con membranas bioldgicas. El maximo contenido en
hélice a del péptido PAC_NOCH, estimado segtin Zamora-Carreras y col. (2018) **8 (Tabla
14) es de un 66 %, muy proximo al del péptido nativo (67 %). Por lo tanto, podria
predecirse que el péptido P4C_NOCH deberia conservar en su mayor parte la capacidad
de desestabilizar la membrana celular. En lo que respecta al segundo péptido,
P4C_NOMIE, se persiguié obtener una hélice a con un menor grado de hidrofobicidad y

anfipaticidad, y por lo tanto con menor grado de interaccidon con micelas o membranas,
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aunque manteniendo la conformacion horquilla B con capacidad de unién al ligando en
solucion acuosa. De esta manera se introdujo un aminoacido polar (serina, S) en la cara
hidrofébica de la hélice, concretamente sustituyendo a los aminodcidos 16 y F13, pero
sin modificar el resto de aminoacidos hidrofdébicos ya que son importantes tanto para el
reconocimiento de colina (W3, W10 y Y11) (Figura 62), como para mantener la
conformacion del giro central de la horquilla B (A7). Como consecuencia, el porcentaje

predicho de hélice a para este péptido resulté menor (38 %) (Tabla 14).

P4C K9 G2 |F13
16
TI G2 W3 K4 K5 16 KS
ooy -
D8 w3
N14 'F13 Y12 Y11 W10 K9 D8
A7
Ka |ydl
P4C_NOCH K9 G2 | F13
16
T1 G2 13 K& K5 |16 i
(T N i
D8 13
N14 F13 Y12 111 110 K9 D8 v
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P4C_NOME K9 G2 513
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Figura 62. Esquema de horquilla B y representacién de ruedas helicoidales a para las secuencias
contenidas en los péptidos P4C, PAC_NOCH y P4AC_NOME. Solo se representa una repeticion
peptidica. Los enlaces de hidrégeno estdn indicados mediante lineas verticales; los residuos
implicados en el reconocimiento de la colina estan subrayados; los residuos de giro se muestran
en negrita; los residuos hidrofébicos estan sombreados en gris y los residuos mutados estan
coloreados en rojo. La numeracion del 1 al 14 se usa para simplificar los datos, siendo la
correspondencia con la numeracion de aminoacidos en LytA3q.252. Se considerd que T1y N14 no
forman parte de la rueda helicoidal porque no pertenecen a la hélice en el péptido P4A.
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3.3.1. Caracterizacion estructural de las variantes peptidicas de P4C

En primer lugar, analizamos los espectros de CD en el UV lejano en tampdn 20
mM fosfato sddico, pH 7,0 (Figura 63). El espectro encontrado para el péptido
PAC_NOME presenta un pico positivo a 227 nm, aunque de menor intensidad que el
encontrado para P4C, lo cual indica que los cambios introducidos en la secuencia afectan
al entorno de los anillos aromaticos, y sugiere que la conformaciéon en horquilla B
original se mantiene, pero con un porcentaje de poblacién menor. Por su parte, el
espectro del péptido PAC_NOCH presenta una importante pérdida de la estructura en
horquilla B original, mostrando un espectro tipico de conformacién al azar, sin valores
positivos de elipticidad y con un minimo en torno a 200 nm. Esto podria ser debido a
gue, aunque la isoleucina sea un aminodcido con alta propensién a formar lamina B, las
sustituciones romperian las interacciones estabilizantes m-m (W4/Y12) y catién-nt

(K5/W10) entre hebras que han demostrado ser esenciales para la estabilidad de la

horquilla %8,
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Figura 63. Espectros de CD en el UV lejano de P4C, PAC_NOCH y PAC_NOME registrados a 20 °C
en tampon 20 mM fosfato sédico, pH 7,0.

3.3.1.1. Reconocimiento de colina por parte de las variantes de P4C

Para valorar si los péptidos mutantes P4AC_NOME y P4AC_NOCH eran capaces de
reconocer colina libre se empleé la técnica de espectroscopia de fluorescencia, ya que

mediante CD no se observé variacidon del espectro en presencia del ligando en ninguno
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de los dos casos (datos no mostrados). En el caso del péptido P4C_NOCH, y dado que no
presenta triptéfanos en su secuencia, sino tan solo tirosinas, se empled 265 nm como
longitud de onda de excitacidn 38, La adicion de una alta concentracidn de colina (500
mM) provocd un cierto aumento en la intensidad del espectro que, no obstante, debe
ser achacado a un efecto inespecifico de la fuerza idnica, ya que se registré exactamente
el mismo espectro en presencia de 500 mM NaCl (Figura 64), lo cual sugiere la
incapacidad de reconocer el ligando por parte del péptido. Por el contrario, al excitar el
péptido PAC-NOME a 280 nm (tirosinas y triptéfanos) en presencia de colina se observa
un incremento en la intensidad de fluorescencia que es especifico, ya que en 500 mM

NaCl solo se ve ligeramente disminuida (Figura 64).
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Figura 64. Espectro de fluorescencia de los péptidos PAC_NOCH y PAC_NOME registrado a 20 °C
en tampodn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0 (negro), en presencia de 500 mM colina (verde) o en
presencia de 500 mM NaCl (rojo). PAC_NOCH, excitando a 265 nm (izquierda) y PAC_NOME,
excitando a 280 nm (derecha).

A continuacion, calculamos la afinidad de PAC_NOME por colina libre mediante
titulacion por espectroscopia de fluorescencia (Figura 65). La K4 se calculd ajustando la
curva a la ecuacién de una hipérbola (Figura 65, Ecuacién 6), asumiendo un Unico tipo
de sitios de unién, obteniéndose un valor de 360 + 20 mM. Estos datos indican que el
péptido PAC_NOME muestra una afinidad por el ligando disminuida en casi dos veces
respecto al péptido P4C parental (197 + 9 mM, Tabla 12). En cualquier caso, se trata de

afinidades muy bajas, aunque medibles.
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3.3.1.2. Efecto del detergente DPC sobre la estructura de los péptidos
P4C_NOME y P4C_NOCH

Los espectros de CD en el UV lejano de los péptidos P4AC_NOME y PAC_NOCH se
registraron en presencia de concentraciones saturantes (10 mM) de DPC, y presentaron
dos bandas negativas, a 208 y 222 nm, tipicas de una estructura hélice a (Figura 66). Esto
sugiere que ambas variantes peptidicas sufren un cambio conformacional, como
previamente se encontrd para el péptido P4C nativo. Es de destacar que, aunque la
variante PAC_NOCH se encuentra desestructurada en soluciéon acuosa, mantiene el
cambio conformacional a hélice a en presencia de DPC. Por otro lado, decidimos no
llevar a cabo una estimacién de la composicién de estructura secundaria de estos
péptidos en base a la sefial de CD ya que, como se ha mencionado anteriormente en el
apartado de “Resultados 3.1.3. Evaluacion de los péptidos derivados de LytA como
interruptores moleculares", con esta técnica se subestima el contenido en hélice con
respecto a lo observado por RMN %8, La comparacidn de los tres espectros muestra que
la elipticidad a 222 nm, tipica de hélice a, es similar en los tres casos (Figura 66). No
obstante, también puede observarse que los espectros de P4C y PAC_NOCH presentan
el pico a 208 nm, caracteristico de la estructura hélice a, mucho mas pronunciado en
comparacion con el espectro de P4AC_NOME, el cual muestra a su vez una elipticidad
mayor en la regidn alrededor de los 235 nm, tal vez procedente de contribuciones
positivas de aromaticos en conformacién remanente de horquilla B. Estas pequefias

diferencias podrian explicarse debido a la posible menor tendencia de PAC_NOME a
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formar hélice a, como se predice en funcién de sus pardmetros de hidrofobicidad y

momento hidrofdbico (Tabla 14).
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A continuacién, se realizd una titulacion de los péptidos derivados de P4C
empleando concentraciones crecientes de DPC y midiendo la sefial de CD (Figura 67). La
transicion a hélice a es en ambos casos cooperativa y ocurre a concentraciones
inferiores a la CMC (1,2 mM). Sin embargo, y en comparacién con P4C, los péptidos
PAC_NOCH y PAC_NOME precisan una mayor concentracién de DPC para completar la
transicion (Tabla 15), lo que sugiere que la interaccién con las micelas esta mas

impedida, sobre todo en este ultimo caso.
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Figura 67. Evolucion de la elipticidad molar a 222 nm de los péptidos PAC (negro), PAC_NOCH
(rojo) y PAC_NOMIE (azul) en presencia de concentraciones crecientes de DPC. La flecha negra
indica la CMC de DPC (1,2 mM).
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Péptido Concentracion de DPC (mM) @

P4C 1,43
P4C_NOCH 2,13
P4C_NOME 2,57

Tabla 15. Concentracién de DPC (mM) a la cual la transicién —a esta completa en un 90 % en
los péptidos P4C, PAC_NOCH y PAC_NOME. ? Los datos se calculan a partir del ajuste a una
ecuacion sigmoidal estdndar sin significado fisico.

3.3.2. Ensayos de permeabilidad de las variantes de P4C en cultivos de S.

pneumoniae

La capacidad de permeabilizacion de la membrana celular de los péptidos
PAC_NOCH y PAC_NOME se evalud, al igual que el péptido parental P4C, en tampdn 5
mM fosfato sédico, pH 7,0 mas sorbitol 280 mM. El cultivo se incubd junto con los
péptidos PAC, PAC_NOME y PAC_NOCH a una concentracion final de 10 uM en presencia
de la sonda Sytox Green. Los resultados se representaron en forma de porcentaje
respecto al 100 % de permeabilidad, obtenido al incubar las células con 0,1 % de Triton
X-100 (Figura 68). Como se puede observar, el péptido P4AC_NOME presenta una
capacidad de permeabilizacion disminuida con respecto al péptido parental P4C (50 %
frente al 70 %, respectivamente), en consonancia con su menor propension a formar
hélice a (Tabla 14), siendo capaz de interaccionar y permeabilizar la membrana, aunque
en menor medida. En cuanto a P4AC_NOCH, cuya propensién a formar hélice es similar a
la de P4C (Tabla 14), induce asimismo significativos valores de permeabilidad, aunque la
cinética es mucho mas lenta (Figura 68). Esto podria explicarse por el hecho de que
P4C_NOCH ha perdido completamente la capacidad de interaccionar con la colina
(Figura 64), y por lo tanto de reconocer y anclarse especificamente la pared, por lo que
su insercién en membrana ha de producirse por simple difusién; en cambio, PAC_NOME,
con una cinética similar a PAC, mantiene una afinidad residual por el ligando que podria
ser necesaria para una adsorcién efectiva sobre la pared previa a la interaccion con la

membrana.
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Figura 68. Permeabilidad de la membrana frente a la sonda Sytox Green de un cultivo de S.
pneumoniae R6. La permeabilidad se expresa en porcentaje relativo a la misma muestra tratada
con 0,1 % TX-100 al finalizar el ensayo. Ensayo realizado en tampdn 5 mM fosfato sddico, 280
mM, sorbitol, pH 7,0. En purpura se muestra el control negativo (no tratado); en azul el control
positivo (tratado con 0,1 % TX-100); y en negro, rojo y verde el cultivo tratado con 10 uM del
péptido PAC, PAC_NOCH y PAC_NOME respectivamente.

3.3.3. Efecto de las variantes peptidicas de P4C en cultivos de S. pneumoniae

Los experimentos biofisicos realizados con los péptidos mutantes indican que
P4C_NOCH no es capaz de reconocer la colina, mientras que P4C_NOME si lo hace,
aunque con menor afinidad en comparacién con el péptido P4C nativo. Por su parte, se
ha demostrado que ambos péptidos derivados son capaces de interaccionan con micelas
de DPC, asi como que inducen la permeabilidad de la membrana de S. pneumoniae. Sin
embargo, PAC_NOME, debido a que presenta alterada la anfipaticidad de la hélice a,

posee una capacidad de insercidén y permeabilidad disminuida.

Teniendo en cuenta esta informacién, procedimos a evaluar la capacidad
bactericida sobre neumococo de los péptidos mutantes. Tras incubar el cultivo de S.
pneumoniae R6CIB17 hasta una D.O.ss50 final de 0,3 y ajustar el cultivo a una D.O.s50 de
0,6 con tampdn 5 mM fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, se realizaron los ensayos
bactericidas en presencia de los péptidos P4C, PAC_NOME y P4AC_NOCH a 30 uM durante

3 h a 37 °C. Como se puede observar en la Figura 69, en estas condiciones el péptido
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parental P4C induce una disminucién de aproximadamente una unidad logaritmica (90
%) en viabilidad celular, mientras que P4C_NOCH provoca una pequefia reduccion,
aunque no estadisticamente significativa, y PAC_NOME no produce ningun efecto
medible. Por lo tanto, se puede concluir que los cambios introducidos en la secuencia
del péptido P4C, aunque no impiden el cambio de conformacién a hélice a in vitro,
tienen como consecuencia una disminucidn en la permeabilizacién de la membrana que
se ve traducida en un descenso del efecto antimicrobiano frente a cultivos de S.
pneumoniae, observandose una completa ausencia de actividad bactericida en el caso
de PAC_NOMIE. Estos resultados muestran la importancia de los residuos implicados en
el mantenimiento del caracter anfipatico de la hélice a y, en menor medida, en el

reconocimiento de colina para la actividad bactericida del péptido P4C.
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Figura 69. Actividad bactericida de los péptidos derivados de P4C frente a S. pneumoniae
R6CIB17. El cultivo en fase exponencial de crecimiento se concentrdé 2X en tampdén 20 mM
fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd 3 h a 37 °C en presencia de 30 uM de P4C,
PAC_NOME o PAC_NOCH. Las barras de error representan la desviacién estandar, y los asteriscos
indican los resultados que son estadisticamente significativos en comparacion con el control en
ausencia de compuesto. (**, P<0,0001). Media de 5 ensayos.

3.4. Mecanismo bioldgico de la actividad antimicrobiana de P4C
Los resultados mostrados en el apartado anterior indican que la variante
PAC_NOME, aun induciendo la permeabilidad de la membrana neumocdcica solo de

manera ligeramente inferior al péptido PAC (Figura 68), no es capaz de ejercer ningun

efecto antibacteriano a 30 uM, al contrario que el péptido parental (Figura 69). Por lo
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tanto, se deduce que la permeabilidad celular no es suficiente por si sola para para
inducir la lisis bacteriana, haciéndose necesario el concurso de otros agentes. Entre
éstos, los candidatos mas prometedores los constituyen las propias enzimas liticas del
huésped, tal y como hemos mostrado mas arriba en el capitulo dedicado a los EBAs
“Resultados 1.1. Desestabilizacion de la membrana plasmadtica por efecto de la adicion
de EBAs”. Para confirmar esta hipotesis llevamos a cabo ensayos de viabilidad con cepas
mutantes deficientes en las enzimas liticas LytA y LytC (M31, M32 y R6C, Tabla 1). Tras
el crecimiento en medio liquido C + Y hasta una D.O.sso final de 0,25-0,3, las células se
recogieron y se concentraron 2X en tampdn 5 mM fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH
7,0, incubandose entonces 3 h a 37 °C en presencia de 30 uM del péptido P4AC, y
procediendo al recuento de células viables. Los resultados mostrados en la Figura 70
indican que el péptido P4C unicamente es efectivo frente a las cepas R6CIB17 y R6C, es
decir aquellas en las que la enzima litica LytA se encuentra presente, resultando un
descenso significativo de la viabilidad. Estos resultados sugieren que la muerte celular
ocasionada por el péptido P4C es dependiente de la enzima litica LytA, posiblemente al
generar dafios en la membrana que facilitarian la liberacién prematura y masiva de la

autolisina.
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Figura 70. Actividad bactericida de PAC frente a las cepas de S. pneumoniae: R6CIB17, R6C, M31C
y M32. Los cultivos en fase exponencial de crecimiento se concentraron 2X en tampdn 20 mM
fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd 3 h a 37 °C en presencia de P4C 30 uM. Las
barras de error representan las desviaciones estandar, y los asteriscos indican que los resultados
son estadisticamente significativos en comparacidn con el control en ausencia de compuesto.
(*, P <0,05; **, P<0,001).
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Por otro lado, también estudiamos el efecto de P4C sobre cultivos de
neumococo crecido en el medio Cden-EA, en el cual se sustituye la colina por la EA. La
EA es un andlogo de colina capaz de incorporarse a los acidos teicoicos, aunque no
puede reemplazar las funciones fisioldgicas de la colina, tales como el reconocimiento
de las CBPs. En presencia de EA neumococo forma largas cadenas, al impedirse la
separacion de las células hijas tras la divisidon celular 7°. La Figura 71 muestra que, al
contrario que con el crecimiento en presencia de colina, no existen diferencias en la
viabilidad en presencia o ausencia del péptido P4C a 30 uM al emplear como medio de
crecimiento Cden-EA. Este hecho podria achacarse a la nula adsorcion del péptido P4C
a la pared bacteriana al carecer de colina ésta ultima, aspecto que parece importante
segun se desprende de los resultados con el péptido PAC_NOCH mostrados mas arriba
“Resultados 3.3.3. Efecto de las variantes peptidicas de P4C en cultivos de S.
pneumoniae”. El hecho de que la variante PAC_NOCH, que tampoco puede interaccionar
especificamente con la pared, posea no obstante una cierta actividad antimicrobiana
sobre células crecidas con colina (Figura 69), y que las cepas deficientes de la enzima
litica LytA no sean efectivas frente a PAC (Figura 70), sugiere que la falta de efecto
bactericida se debe mas bien a que la autolisina LytA liberada no puede ejercer su accién
autolitica, confirmando por lo tanto el papel de esta enzima en la actividad

antimicrobiana de P4C.
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Figura 71. Actividad bactericida del compuesto P4C frente a S. pneumoniae R6CIB17. Los cultivos
en fase exponencial de crecimiento crecidos en medio C+Y o Cden-EA se concentraron 2X en
tampadn 20 mM fosfato sddico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd 3 h a 37 °C en presencia de
PAC 30 uM. Las barras de error representan las desviaciones estandar, y los asteriscos indican
que los resultados son estadisticamente significativos en comparacién con el control en ausencia
de compuesto. (**, P<0,001).
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3.5. Dendrimeros funcionalizados con el péptido P4A

De los resultados expuestos hasta ahora podemos deducir que el incremento de
repeticiones peptidicas lineales basadas en la secuencia de la CBR4 de LytA tiene como
consecuencia un aumento de la actividad bactericida mediado por un mecanismo de
desestabilizacion de la membrana gracias a la transformacion de la horquilla  nativa a
hélice a anfipatica, seguido, en el caso particular de S. pneumoniae, de la liberacién
incontrolada de la autolisina LytA. La comparacion del efecto de P4A (una repeticidn)
con el de P4B (dos repeticiones) y PAC (tres repeticiones) sugiere que el efecto se
potencia con el numero de repeticiones. Por otro lado, como se ha descrito mas arriba,
las variantes P4D y P4E, con 4 y 5 repeticiones, parecen adquirir una conformacioén
similar a la nativa de un CBM, aunque presentan dificultades técnicas para ser
estudiadas. Asi pues, como alternativa, decidimos recurrir a técnicas nanotecnolégicas
basadas en el disefio de dendrimeros con un nucleo de PPl conteniendo varias copias
del péptido P4A en la misma particula, y que pudieran incrementar su eficacia por
efectos de multivalencia 276279282 E| motivo de escoger P4A en lugar de P4B o P4C es de
doble indole: por un lado, el aumento de las dificultades técnicas para la sintesis de estas
nanoparticulas conteniendo péptidos de un tamano mayor; y por otro lado, puesto que
P4A no presenta por si solo ningun efecto apreciable sobre cultivos (Figura 60), los
efectos producidos por la multivalencia del dendrimero sobre la actividad antibacteriana
serian mucho mas evidentes. Ademas, estudios previos de nuestro laboratorio habian
demostrado que la presentacién multivalente de moléculas activas en dendrimeros de
PPI conduce a un incremento exponencial en la afinidad por su blanco, dando lugar a
una reduccion de la dosis requerida de varios érdenes de magnitud. Un claro ejemplo
son los dendrimeros de colina y atropina 39239, Basdndonos en estos ejemplos,
sintetizamos dos tipos de dendrimeros: de segunda generacién, funcionalizado con 8
copias de P4A (g2-P4A) y de tercera generacion, conteniendo 16 copias de P4A (g3-P4A)
(Figura 72).
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Figura 72. Represenytacion de la estructura de los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A.

3.5.1. Caracterizacion estructural de los dendrimeros

3.5.1.1. Afinidad por colina libre

En primer lugar, nos propusimos comprobar si la disposicion multiple de copias
simples de horquillas B nativas pudiera generar un analogo de los CBMs naturales, de
manera que se generaran sitios candnicos de unién a colina mediante la participacion
de dos péptidos P4A contiguos en el dendrimero. Para ello se determind la afinidad de
los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A por colina libre por cambios en la fluorescencia
intrinseca del compuesto, registrando los espectros a concentraciones crecientes de
ligando (Figura 73). Debido a la falta de aminodacidos aromaticos, la interaccidon con
colina de los dendrimeros control g2 y g3 sin bioconjugar no pudo detectarse por
fluorescencia (dato no mostrado). Como se observa en la Figura 73, a medida que se
afiade colina, se observa para ambos dendrimeros (g2-P4A y g3-P4A) un incremento de
la senal de fluorescencia, acompafnado de un desplazamiento del maximo al azul, similar
al encontrado en los CBMs (Figura 32), y en los péptidos P4A y sus derivados (Figura 53).
Para comprobar si el efecto se debe a interacciones electrostdticas inespecificas se
realizé un experimento control en presencia de NaCl. La adicion de sal provoca un
moderado aumento (g2-P4A) o disminucién (g3-P4A) en la intensidad de fluorescencia,
pero sin afectar a la forma ni provocar un desplazamiento del espectro (Figura 73), lo
gue sugiere que el promedio de la intensidad de fluorescencia (relacionado con tal
desplazamiento) constituye un pardmetro vélido para la medida de la especificidad de

la interaccion.

Al representar el promedio de la intensidad de fluorescencia frente a la

concentracion de colina se obtiene una grafica que se ajusta bien a un modelo de un
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Unico tipo de sitios (Ecuacidn 6, Figura 73). Con estos ajustes, la Kp determinada para g2-
PAA y g3-P4A fue 175 + 9 mM y 237 + 5 mM respectivamente, por lo que podemos
afirmar que los dendrimeros presentan una afinidad similar a los péptidos P4A, P4B y
P4C, siendo muy baja, aunque detectable, en todos los casos, y descartdandose por lo
tanto cualquier interaccién entre las copias de P4A para generar sitios de mayor afinidad

como los que se encuentran en los CBMs (Tabla 9).
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Figura 73. A. Espectros de fluorescencia de g2-P4A y g3-P4A en ausencia (negro) y en presencia
de 780 mM de colina (rojo), y en presencia de 780 mM NacCl (azul) en tampdn 20 mM fosfato
sodico, pH 7,0, excitando a 280 nm. B. Representacion del valor absoluto de la variacion de la
longitud de onda promedio de emisidn (| <Aem>|) en funcidn a colina afiadida a los dendrimeros
g2-P4A y g3-P4A. Las graficas se ajustaron a una hipérbola, asumiendo un modelo de unidn
simple (Ecuacién 6). El punto azul que se muestra corresponde al |<Aem>|) en presencia de 780
mM de NaCl. Los datos corresponden a un experimento representativo.

3.5.1.2. Evaluacion de los dendrimeros como "interruptores moleculares”

A continuacién, se determiné el comportamiento de ambos dendrimeros
derivatizados en presencia de DPC mediante CD. El espectro de ambos en el UV lejano
en tampdn 20 mM fosfato sddico, pH 7,0 es caracteristico de los CBRs de LytA, con un

pico positivo a 227 nm propio de los aminodcidos aromaticos en un entorno rigido
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(Figura 74), lo que indica que el péptido P4A en los dendrimeros estd correctamente
plegado. Por su parte, en presencia de 10 mM de DPC se obtiene un espectro
caracteristico de una estructura en hélice a, indicando que en presencia de micelas la
transicién B—a tiene lugar en las subunidades peptidicas que conforman los
dendrimeros g2-P4A y g3-P4A, y que la disposicién multivalente del péptido no parece
ocasionar impedimento alguno para conservar el comportamiento camalednico en

presencia de DPC (Figura 74).
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Figura 74. Espectros de CD en el UV lejano de g2-P4A (izquierda) y g3-P4A (derecha) a 20 °C.
Para cada péptido, se muestran los espectros en tampon 20 mM fosfato sddico, pH 7,0 en
ausencia (linea negra) y la presencia de 10 mM DPC (linea roja).

La titulacién de ambos dendrimeros con concentraciones crecientes de DPC se
muestra en la Figura 75. La transicién de horquilla B a hélice a es en todos los casos
cooperativa, si bien puede observarse que el cambio conformacional B—a ocurre a
concentraciones inferiores a la CMC de DPC, similares a las del péptido P4AC, y a
diferencia de lo observado con P4A, no requiere de la presencia de micelas para iniciar
la transicidon (Tabla 16). Este resultado nos indica que el incremento de repeticiones
peptidicas tanto en forma lineal como dendrimérica estd relacionado con un aumento

de la capacidad de asociacidon con semi-micelas superficiales.
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Figura 75. Evolucion de la elipticidad molar a 222 nm de los compuestos P4A (negro), P4C (rojo),
g2-P4A (azul) y g3-P4A (verde) en presencia de concentraciones crecientes de DPC. La flecha
negra indica el momento en que se alcanza la CMC del DPC (1,2 mM). Los datos corresponden a
la media de al menos 3 ensayos.

Compuesto Concentraciéon de DPC(mM) ?

P4AA 4,13

P4C 1,43
g2-P4A 1,84
g3-P4A 1,79

Tabla 16. Célculo de la concentracidon de DPC (mM) en la que la transicidon horquilla B a hélice a
esta completa en un 90% para P4A, PAC, g2-P4A y g3-P4A. ? Los datos se calculan a partir del
ajuste a una ecuacion sigmoidal estandar sin significado fisico.

3.5.1.3. Ensayo de permeabilidad de células de S. pneumoniae

La Figura 76 muestra el ensayo de permeabilidad de g2-P4A y g3-P4A y de los
correspondientes dendrimeros control (g2 y g3) a una concentracion final de 0,5 uM en
tampon 5 mM fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0. Como control se ensayé ademas
el péptido P4A a 10 uM. Se eligié esta concentraciéon para establecer una mejor
comparativa, ya que la concentracién de equivalentes de P4A en el dendrimero g3-P4A
esde 16 x 0,5 uM = 8 uM en copias de péptido. Como se observa en la Figura 76, ninguno
de los controles provocé dafios en la membrana apreciables a nivel de infiltracién de la
sonda Sytox Green, mientras que los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A a 0,5 uM inducen
una permeabilizacidn significativa. En el caso de g2-P4A se obtiene una permeabilidad

de 70% comparado con el control positivo con Triton X-100, mientras que en presencia
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de g3-P4A se observa una cinética mas rapida, obteniéndose a largos tiempos una sefial
muy ruidosa pero reproducible, cuyo origen no hemos podido determinar. En cualquier
caso, el ensayo demuestra que los dendrimeros son capaces de inducir permeabilizacién

a concentraciones inferiores a las de P4B y PAC (Figura 61).
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Figura 76. Permeabilidad de la membrana frente a la sonda Sytox Green de un cultivo de S.
pneumoniae R6 tras la adicion de g2-P4A, g3-P4A, comparado con el péptido P4A y los
dendrimeros control g2 y g3. La permeabilidad se expresa en porcentaje relativo a la misma
muestra tratada con 0,1 % TX-100 al finalizar el ensayo. Ensayo realizado en tampén 5 mM
fosfato sédico, 280 mM sorbitol, pH 7,0. Se muestra en color cian el control negativo (no
tratado), en gris el control positivo (tratado con 0,1 % TX-100), en negro y rojo el cultivo tratado
con g2-P4A y g3-P4A a 0,5 uM respectivamente, en verde y amarillo los controles g2 y g3 a 0,5
UM, y en azul el cultivo tratado con P3A a 10 uM. La flecha indica el momento en el cual se afiade
10 pL de TX- 100 al 1 % para obtener el valor maximo para cada muestra.

3.5.1.4. Ensayo bactericida de g2-P4A y g3-P4A frente a cultivos de S.

pneumoniae

Tras determinar que la disposicion multivalente de P4A en forma dendrimérica
tiene como resultado la aparicion de un efecto de permeabilidad de membrana
plasmatica similar al producido por la disposicién lineal de la misma secuencia (péptidos
P4B y P4C), se procedié a determinar el efecto que presentan g2-P4A y g3-P4A sobre la
viabilidad celular de S. pneumoniae. Los dendrimeros, a una concentracién final de 0,5
y 1 uM, se incubaron con un cultivo de S. pneumoniae R6CIB17 en tampdn 5 mM fosfato
sddico, 280 mM sorbitol pH 7,0 durante 3 h a 37 °C. Los resultados obtenidos indican

gue mientras el control de P4A 30 uM no afecta a la viabilidad del cultivo de neumococo
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(como se habia visto antes, Figura 60), los dendrimeros a una concentracion final de 0,5
UM (4 uM en equivalentes de P4A en el caso de g2-P4A y 8 UM en g3-P4A) disminuyen
la poblacidon bacteriana en 2 y 4 unidades logaritmicas respectivamente, lo cual
representa en este ultimo caso un efecto bactericida del 99,99 % (Figura 77). Los
controles de dendrimero sin bioconjugar no ejercieron ningun efecto, demostrando que
el observado para los compuestos g2-P4A y g3-P4A es debido exclusivamente al péptido.
Es necesario recordar que al emplear una concentracién de 30 uM del péptido P4C (90
UM en equivalentes de P4A) solo se obtuvo un descenso de una unidad logaritmica en
viabilidad (Figura 60), lo que permite concluir que la disposicion multivalente de varias
copias peptidicas en dendrimeros conduce a un incremento exponencial en el efecto
antimicrobiano de P4A. Por su parte, el aumento de la concentracidon hasta 1 uM
provocd una reduccién adicional, aunque mas discreta, de la viabilidad (Figura 77),

sefialando los limites del efecto multivalente de estas nanoparticulas en este sistema.
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Figura 77. Actividad bactericida de los dedrimeros peptidicos frente a S. pneumoniae R6CIB17.
El cultivo en fase exponencial se concentré 2X en tampdn 20 mM fosfato sédico, 280 mM
sorbitol, pH 7,0, y se incubd durante 3 h a 37 °C en presencia de g2-P4A y g3-P4A y sus
respectivos controles (g2 y g3) a las concentraciones indicadas. Las barras de error representan
las desviaciones estdndar, y los asteriscos indican que los resultados son estadisticamente
significativos en comparacién con el control en ausencia de compuesto. (**, P<0,0001).
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3.6. Microscopia electrdnica de cultivos de S. pneumoniae en presencia del
péptido PAC y del dendrimero g3-P4A

Los resultados mostrados hasta el momento sugieren que el efecto
antimicrobiano de los dendrimeros funcionalizados no parece estar relacionado con su
afinidad por colina, que sigue siendo marginal (Figura 73), sino mas bien debido a una
capacidad aumentada de desestabilizacién de la membrana celular (Figura 76). Con
objeto de profundizar en este punto, nos propusimos analizar los posibles cambios en la
morfologia celular inducidos por estas nanoparticulas y compararlos con los dafios
producidos por el péptido P4C. A tal fin llevamos a cabo estudios de FESEM y TEM sobre
muestras de neumococo tratados con P4C o g3-P4A. Se seleccionaron estos compuestos
ya que son los mas efectivos, y representan diferentes estrategias de disefio, bien por la
repeticion de varias copias de una misma CBR en disposicion lineal, o bien por la
presentacion de una sola repeticion en disposicion multivalente. Las muestras se
tomaron de cultivos plancténicos de S. pneumoniae R6CIB17 incubados desde el inicio
de la fase exponencial en presencia de 30 uM de P4C o 1 uM de g3-P4A. Las células se

recolectaron transcurridas 3 h de incubacion.

La microscopia FESEM se empled en primer lugar para comprender el impacto
de los compuestos en la morfologia externa de S. pneumoniae R6CIB17. Como se
presenta en la Figura 78, los compuestos fueron capaces de inducir alteraciones
morfoldgicas significativas en las células. El cultivo de S. pneumoniae no tratado mostré
la forma de diplococo caracteristica de esta bacteria, presentando una superficie lisa
(Figura 78.A), mientras que la incubacion en presencia del péptido P4C produjo una
superficie asperay lesionada (Figura 78.B). Por ultimo, el tratamiento con el dendrimero
g3-P4A indujo dafos celulares mucho mas drasticos, observandose restos celulares

irregulares y vesiculas esféricas (Figura 78.C).
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Figura 78. Imagenes FESEM. A. control sin tratar. B. células tratadas con 30 uM de P4C. C. células
tratadas con 1 uM de g3-P4A. Las flechas blancas sefialan las vesiculas esféricas generadas por
g3-P4A. Barra de escala, 200 nm.

Para estudiar con mayor profundidad los danos producidos se empled la
microscopia TEM. La muestra no tratada presentaba la pared celular y la membrana
citoplasmatica intactas, asi como un citoplasma homogéneo (Figura 79.A). Por su parte,
el cultivo en presencia del péptido PAC muestra la desaparicién de la pared y la
membrana desestabilizada, aunque conservando la forma celular, junto con salida de
parte del contenido citoplasmatico al entorno exterior y la presencia de subestructuras
circulares en el citoplasma (Figura 79.B). En cuanto a la muestra tratada con el
dendrimero, se observan abundantes restos celulares y vesiculas esféricas de distintos
tamafios, citadas mas arriba, y sin rastro alguno de células intactas (Figura 79.C). Este
resultado indica que los compuestos son capaces de alterar y dafiar la integridad de la
pared y la membrana celular, obteniéndose, en el caso del dendrimero, un efecto mucho

mas drastico, lo que concuerda con los resultados de viabilidad (Figura 77).
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Control

Figura 79. Imagenes obtenidas por TEM de cultivos de S. pneumoniae R6CIB17. A. Control sin
tratar. B. Células tratadas con P4C 30 uM. C. Células tratadas con g3-P4A 1 uM. Los dafios
celulares se indican a continuacion: (flecha a) rotura de la pared/membrana celular, (flecha b)
fuga de contenido intracelular, (flecha c) degradacién del citoplasma y subestructuras
citoplasmaticas, (flecha d) formacion de vesiculas de diferente tamanio. Las barras indican 500 y
200 nm.
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3.7. Mecanismo biolégico de la actividad de g3-P4A

Las diferencias en cuanto a la morfologia celular obtenidas tras el tratamiento
con P4Cy g3-P3A (Figura 78 y 79), apuntaban a un posible mecanismo antibacteriano
del distinto. Asi pues, procedimos en primer lugar a comprobar si las hidrolasas de la
pared celular de neumococo estaban también involucradas en este proceso litico,
empleando de nuevo las cepas deficientes en enzimas liticas descritas en el aparatado
de “Resultados 3.4. Mecanismo bioldgico de la actividad antimicrobiana de P4C”. Como
se observa en la Figura 80, y al contrario de P4C, el dendrimero g3-P4A reduce la
viabilidad en 4-5 unidades logaritmicas en todas las cepas estudiadas con independencia
de la presencia de las autolisinas LytA y LytC, indicando que el dendrimero ocasiona

directamente la muerte celular sin el requerimiento de estas enzimas.
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Figura 80. Actividad bactericida de P4C y g3-P4A frente a las cepas de S. pneumoniae: R6CIB17,
R6C, M31C y M32. El cultivo en fase exponencial se concentré 2X en tampdn 20 mM fosfato
sodico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd durante 3 h a 37 °C en presencia de P4C 30 uM vy
g3-P4A 1 uM. Las barras de error representan las desviaciones estandar, y los asteriscos indican
gue los resultados son estadisticamente significativos en comparacién con el control en ausencia
de compuesto. (*, P <0,05; **, P<0,001).

Por otro lado, la adicién de 1 uM de g3-P4A redujo igualmente la viabilidad
celular en 4 unidades logaritmicas cuando las bacterias fueron crecidas en medio Cden-

EA, justo al contrario que P4C (Figura 81), demostrando que su actividad es
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independiente de la presencia de colina en la pared, lo cual estaria de acuerdo con un

mecanismo independiente del concurso de las CBPs hidrolasas de la pared celular.
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Figura 81. Actividad bactericida de compuestos P4C y g3-P4A frente a S. pneumoniae R6CIB17.
Los cultivos se crecieron en medio C+Y o medio Cden-EA, en fase exponencial se concentrd 2X
en tampoén 20 mM fosfato sddico, 280 mM sorbitol, pH 7,0, y se incubd durante 3 ha 37 °Cen
presencia de P4C (30 uM) y g3-P4A (1 uM) durante 3 horas a 37 °C a las concentraciones
indicadas. Las barras de error representan las desviaciones estdndar, y los asteriscos indican que
los resultados son estadisticamente significativos en comparacién con el control en ausencia de
compuesto. (**, P<0,001).

3.8. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del compuesto g3-P4C

Los experimentos in vitro descritos anteriormente han demostrado que el
dendrimero g3-P4A es el compuesto mas eficiente entre los estudiados. Ademas, actuia
de forma independiente de colina y no requiere la ayuda de las enzimas liticas propias
de la bacteria para ocasionar la muerte celular, llevando a cabo su actividad
antimicrobiana presumiblemente mediante la ruptura masiva de la membrana. Esto nos
llevd a considerar al compuesto g3-P4A como un antimicrobiano eficazy con un espectro
que probablemente pudiera exceder a S. pneumoniae. Debido a su mayor poder
antimicrobiano, decidimos centrarnos en el uso del dendrimero g3-P4A en los sucesivos
experimentos. Con objeto de caracterizar mas plenamente su funcién bactericida, se
procedid en primer lugar a determinar la CMI utilizando los criterios del CLSI mediante
el sistema de microdilucion empleando las cepas neumocécicas capsuladas D39 y la

multirresistente 3498 (Tabla 17). Como se observa en la tabla, los valores de CMI
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obtenidos se encuentran en el rango micromolar al igual que los antibiéticos
tradicionales (B-lactdmicos, macrdélidos y fluoroquinolonas) frente a neumococo 3%, Asi
pues, g3-P4A presenta una capacidad bactericida in vitro que puede compararse

favorablemente con otros antibiodticos.

Por otro lado, se procedid también a estimar el efecto antimicrobiano del
dendrimero sobre otras dos estirpes patégenas, una Gram-positiva (S. aureus, resistente
a meticilina) y una Gram-negativa (P. aeruginosa). Mientras que no se observd ningln
efecto apreciable sobre la primera, si que pudo observarse un efecto significativo sobre

P. aeruginosa (Tabla 17), si bien a una concentracion mas elevada que frente a

neumococo.
Cepa CMI (ug mLY/ uMm)
S. pneumoniae D39 0,10/ 2,7
S. pneumoniae 3498 0,15/3,9
P. aeruginosa CECT 110 0,75/ 20
S. aureus CECT 5190 >0,75/20

Tabla 17. CMI de g3-P4A en las cepas de S. pneumoniae D39 y 3498, P. aeruginosa CECT 110, S.
aureus CECT 5190.

Todos estos resultados confirman que el dendrimero g3-P4A es un prometedor
candidato como agente antimicrobiano no solo frente a S. pneumoniae, sino también
frente a bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa, por lo que podria constituir la
base para el desarrollo de nuevos antibacterianos de amplio espectro. En este sentido,
y para completar su caracterizacidn, nuestra investigacidn se dirigio finalmente a evaluar

su capacidad en un modelo animal de enfermedad neumocdcica.

3.9. Actividad protectora de g3-P4A en un modelo animal: pez cebra

Para la validacion in vivo de los resultados obtenidos hasta ahora, se empled un
el modelo de sepsis en peces cebra 267:364365 infectados con la cepa multirresistente
3498 de S. pneumoniae “Materiales y Métodos 7. Ensayos con pez cebra como modelo
animal”. Como paso previo, en primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de toxicidad
aguda en embriones de pez cebra. El test se inici6 inmediatamente después de la

fecundacion de los huevos y se continud hasta las 72 hpf. Los embriones se distribuyeron

163



Resultados

en placas de 96 pocillos y se expusieron al compuesto g3-P4A a concentraciones finales
de 0,05, 0,1,y 0,2 ug mL* (1,3, 2,7 y 5,3 uM). Los datos obtenidos revelaron un valor de
supervivencia del 100 % para todas las concentraciones probadas transcurridas las 72 h
de exposicion (Figura 82), lo que refleja la inocuidad del compuesto g3-P4A a tales

concentraciones.
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Figura 82. Ensayo de toxicidad aguda de g3-P4A en embriones de pez cebra. Se muestra el
porcentaje de supervivencia en presencia de 0,05, 0,1 y 0,2 ug mL?* de g3-P4A. Los embriones
de pez cebra se expusieron al compuesto durante 24, 48 o 72 h. Las barras de error representan
la desviacién estandar en cada caso, y los asteriscos indican que los resultados son
estadisticamente significativos en comparacion con el control (*,p<0,001).

A continuacién, se realizaron ensayos de eficacia protectora del dendrimero
frente a una infeccion de S. pneumoniae en individuos adultos. Tras ser infectados con
10 pL de 108 UFC de la cepa 3469 de S. pneumoniae, a excepcion del grupo control, los
peces se trataron con 0,05, 0,1 y 0,2 pg por pez de g3-P4A a las 29 hpi. La Figura 83
muestran que el dendrimero g3-P4A es capaz de proteger frente a la infeccidn,
consiguiendo una supervivencia del 90 y 86 % a una concentracién de 0,2 y 0,1 ug por
pez, respectivamente, mientras que, en el caso del grupo infectado y no tratado, la
supervivencia fue del 0 % transcurridas 72 hpi. Paralelamente Se llevaron a cabo dos
controles positivos, uno de ellos inoculando los peces con la cepa 3498, y otro con la

cepa 23F, altamente patdgena 3%,
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Figura 83. Supervivencia de peces cebra adultos tratados con una Unica dosis de g3-P4A frente
a una infeccidn neumocdcica (cepa 3498) a las concentraciones indicadas. El ensayo se siguio
durante 72 horas. Como control negativo se empleé solucidn salina, y como control positivo las
cepas 3498 y 23F sin tratar. Las barras de error representan la desviacidon estandar, y los
asteriscos indican que los resultados son estadisticamente significativos en comparacion con el
control (*, p<0,001).

Estos prometedores resultados obtenidos in vivo confirman que el dendrimero
g3-P4A es un potencial agente antimicrobiano frente a infecciones provocadas, al
menos, por el patdgeno S. pneumoniae. El compuesto presenta un potente efecto
bactericida a concentraciones de 0,05 ug por pez (0,05 mg kg™') a dosis Unica, sin mostrar

efecto tdxico alguno en estas condiciones.

165



= Biblioteca

N UNIVERSITAS Migwel! Hermidimadez




V. DISCUSION




= Biblioteca

N UNIVERSITAS Migwel! Hermidimadez




Discusion

Neumococo constituye en la actualidad uno de los mas importantes patégenos,
causante de una alta mortalidad y morbilidad, responsable de infecciones que
desembocan en enfermedades como neumonia adquirida en la comunidad, otitis media
y meningitis 126, Por otro lado, mientras que el descubrimiento de los antibidticos fue
uno de los logros sanitarios mas significativos de la Historia, la capacidad de adaptacién
bacteriana junto con el uso abusivo de estos compuestos ha llevado el desarrollo de
cepas multirresistentes >°. Esta situacién ha promovido la busqueda de tratamientos
alternativos a los antibidticos tradicionales, especialmente dirigidos a bacterias con
mayor relevancia clinica como es el caso de S. pneumoniae, clasificado como un
patégeno de prioridad media en la lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los
antibidticos publicada por la OMS 3, y como microorganismo con un nivel de amenaza

grave para el CDC de los Estados Unidos 32.

En este sentido, las proteinas de union a colina de S. pneumoniae constituyen un
atractivo blanco, aun insuficientemente explorado, sobre el que nuevos antimicrobianos
podrian actuar. Estas proteinas intervienen en su practica totalidad en procesos
esenciales para la viabilidad y virulencia bacterianas, son comunes a todos los serotipos
y comparten como caracteristica principal el reconocimiento especifico de los residuos

de colina de la pared celuar 6.

1. ESTUDIO DE ESTERES DE AMINAS BICICLICAS (EBAs) COMO AGENTES
ANTIMICROBIANOS FRENTE A S. pneumoniae

En nuestro laboratorio se habia identificado previamente un tipo novedoso de
moléculas andlogas a la colina, los EBAs 3%, que mostraron ser capaces de detener el
crecimiento bacteriano de neumococo y conferir proteccién contra la infeccion en
modelos de pez cebra, presentando una MIC en el rango micromolar, similar a otros
antibidticos 3°2. Los EBAs se disefiaron originariamente como inhibidores de CBPs,
capaces de generar el encadenamiento celular de forma semejante a la colina. Sin
embargo, ademas de inducir la inhibicidn de la actividad de LytA in vitro, y a diferencia
de lo que ocurre con la colina, la pérdida de viabilidad celular sugeria fuertemente un

mecanismo antibacteriano alternativo que debia investigarse.
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Los ensayos sobre mutantes de R6 que carecen de una o mas hidrolasas de pared
celular sugieren que la autolisina LytA estd implicada en la lisis inducida por los EBAs
(Tabla 6). Por otro lado, los ensayos de permeabilidad celular (Figura 19) indicaron que
estos compuestos desestabilizan la membrana celular, hecho que podria permitir la
liberacidon incontrolada de LytA citoplasmatica, induciendo la autolisis prematura del
cultivo. Este efecto puede explicarse sobre la base de las estructuras quimicas de los
EBAs, ya que estas moléculas contienen un resto polar (que alberga un grupo amina
terciaria) esterificado a una estructura poliaromatica altamente hidrofdbica, que podria
facilmente interactuar con la bicapa lipidica (Tabla 5). De hecho, la Figura 20 muestra la
correlacién entre las caracteristicas fisicoquimicas de los EBAs probados y su efecto
bioldgico: cuanto mas hidrofdébico es el resto no polar (reflejado por el pardmetro logP),
mas rapidamente se incrementa la permeabilidad de la membrana y el compuesto
muestra una MIC inferior. Esta hipodtesis explicaria que el mecanismo desestabilizante
de la membrana inducido por los EBAs es predominante sobre una tedrica inhibicion in
vivo de LytA. De hecho, el compuesto EBA 31, el mas efectivo de este estudio (Figura 21
y Figura 22), requiere una concentracion de 100 uM para inducir el 50 % de inhibicién

302

de LytA in vitro mientras que una concentraciéon tan baja como 22 uM

(correspondiente a la MIC) es suficiente para mostrar un claro efecto bactericida.

Impulsados por estos hallazgos, evaluamos el efecto antibacteriano de los EBAs
sobre biopeliculas neumocdcicas. Una biopelicula es la forma natural de crecimiento
para muchas especies bacterianas, y se estima que mas del 60 % de las infecciones
bacterianas humanas, y hasta el 80 % de las que se vuelven crdnicas, se disponen
generando biopeliculas . En el caso de neumococo, aparece en biopeliculas en la
mucosa epitelial en nifios con infecciones recurrentes de otitis media, en las glandulas
adenoides y en la mucosa de pacientes con rinosinusitis crénica 8%, La importancia de
las biopeliculas en la microbiologia médica reside en la susceptibilidad
significativamente menor a los antibidticos que presentan las bacterias en este tipo de

crecimiento 3¢7.

En un interesante estudio 368, mostraron el efecto del ipratropio (EBA, amina

cuaternaria analogo de colina) como un agente desensamblador in vitro de biopeliculas
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neumocdcicas envejecidas. Sin embargo, no se detallé ninglin mecanismo molecular
para este evento, ni se detectd ningun efecto significativo sobre la viabilidad celular a
menos que se emplee en cooperacidn con otros antibiéticos. La falta de efecto
bactericida en este caso podria deberse, al menos en parte, a las bajas concentraciones
de ipratropio utilizadas (alrededor de 4 uM), que son incapaces de inducir cambios
apreciables en la permeabilidad de la membrana (Figura 19, recuadro interior) y/o en la
viabilidad de cultivos plancténicos 3, dejando aparte posibles diferencias en los
protocolos de formacidn de la biopelicula. Ademas, en el presente estudio nos hemos
centrado en el estudio de las aminas terciarias poliaromaticas, ya que son los EBAs que
han demostrado presentar un comportamiento antineumocécico mas eficiente en
cultivos planctdnicos 3°2. Los experimentos realizados en esta Tesis con los diferentes
EBAs mostraron que estos compuestos son capaces de inhibir la formacién y producir la
disgregacion de una biopelicula de S. pneumoniae tanto de una cepa no capsulada (cepa
R6, Figura 21 y Figura 22) como de un transformante isogénico de R6 que expresa el
polisacarido capsular 19A (Cepa P181, Figura 23), aunque el aclaramiento completo de
la biopelicula requirié concentraciones superiores a la MIC (Tabla 5). Sin embargo, es
sabido que la naturaleza de la estructura de la biopelicula y las caracteristicas fisioldgicas
de las células que la conforman, confieren una resistencia inherente a los agentes
antimicrobianos, pudiendo ser incluso 1000 veces mas resistentes en comparacion con
los cultivos planctdnicos 33¢337, Por otro lado, aunque todos estos resultados estuvieron
acompafiados de una perturbacion significativa de la membrana (Figura 19, 22y 23),y
de la viabilidad celular (Figura 21-23), no se puede descartar la posibilidad de que los
EBAs estuivieran afectando negativamente a la estructura de la biopelicula también por
el desplazamiento de las CBPs de la pared celular y/o del espacio extracelular ya que
aquellos mutantes deficientes en estas hidrolasas muestran una capacidad disminuida

para formar tales biopeliculas 119190.193,

Los resultados obtenidos con biopeliculas neumocécicas, junto con el
mecanismo desvelado de desestabilizacion de la membrana de estos compuestos, nos
impulsaron a probar el efecto de estas moléculas frente a biopeliculas mixtas. Para este
estudio elegimos H. influenzae ya que, ademds del reto de ser una bacteria Gram-

negativa, junto con S. pneumoniae, son los patégenos predominantes asociados a otitis
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media identificados a través del cultivo bacteriano 33° y con frecuencia forman
biopeliculas mixtas. El compuesto EBA 31 demostré ser capaz de inhibir la formacién de
una biopelicula mixta (Figura 25), asi como de disgregar una previamente formada
(Figura 26), a concentraciones del orden de micromolar, aunque fue mas efectivo en la
lisis de S. pneumoniae que en las células de H. influenzae (Figura 25-27). En este sentido,
debe tenerse en cuenta que esta molécula fue seleccionada estrictamente por sus
propiedades para ser efectiva frente a neumococo 3%%3%, de manera que mientras que
la lisis de NTHi se produciria por un efecto mayoritario de desestabilizacion de la
membrana (Figura 24), en el caso de neumococo este proceso se veria ademds reforzado

por la consiguiente salida de LytA, produciendo una lisis masiva (Tabla 6).

Para completar el estudio de la actividad de los EBAs, se evalud la actividad de
los EBAs 18, 26, 27 y 31 sobre el crecimiento de promastigotes de L. donovani, parasito
de gran importancia clinica, para el que no existe vacuna, y para el que existen pocos
farmacos, con importantes efectos secundarios y con altas tasas de resistencia 3%°. Los
cuatro EBAs testados resultaron ser efectivos frente a la proliferacion de los
promastigotes, y a concentraciones inferiores a la miltefosina (ICso 4,4 puM; 370)
medicamento de referencia actualmente frente a este parasito 3’1. Este prometedor
resultado de los EBAs sobre un agente patdgeno eucariota abre una nueva via de
investigacion en el grupo que contemplaria comenzar por evaluar la efectividad en la
forma amastigote, la permeabilidad de la membrana o determinando si interfieren en

la via de sintesis de fosfatidilcolina, como ocurre con la miltefosina.

Como resumen de esta parte de la Tesis, podemos concluir que hemos
demostrado la existencia de un segundo mecanismo que determina la actividad
antimicrobiana de los EBAs, y que seria la desestabilizacién de la membrana bacteriana,
lo que conduce en el caso de neumococo a una lisis prematura de la bacteria. Ademas,
hemos comprobado la efectividad de estos compuestos frente un patégeno Gram-
negativo (H. influenzae) y sobre biopeliculas sencillas (de neumococo) o mixtas (S.
pneumoniae-NTHi), de importancia en microbiologia clinica. Mas aun, hemos
determinado que son capaces de inhibir la proliferaciéon de un parasito protozoario (L.
donovani). Estos resultados amplian el potencial de aplicacidon de los EBAs como agentes

antibacterianos y sientan las bases para el disefio racional de nuevas variantes con
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mayor capacidad de perturbacién de membranas, ademas de abrir una nueva via de

investigacion en el campo de la leishmaniosis.

2. ESTUDIO DE LOS MODULOS DE UNION A COLINA (CBMs) COMO AGENTES
ANTIMICROBIANOS NO LITICOS FRENTE A S. pneumoniae

El conjunto de las CBPs de S. pneumoniae resulta esencial para la viabilidad y
virulencia de la bacteria, y todas ellas comparten como caracteristica principal el hecho
de que reconocen la colina de la pared celular. Estos hechos han servido como soporte
de muchas de las investigaciones del laboratorio, en la busqueda de compuestos que
podrian inhibir o interferir de manera simultanea la actividad de todas ellas, y que por
tanto podrian representar un nuevo conjunto de antimicrobianos, como los expuestos
en el apartado anterior. Sin embargo, el uso de compuestos como los EBAs, que inducen
finalmente la lisis celular, no estd desprovisto de consecuencias que pueden ser
perjudiciales, como la liberacién incontrolada de factores de virulencia y compuestos
tdxicos del citoplasma bacteriano. Con esta motivacidn, decidimos investigar una linea
alternativa y paralela de agentes antiinfecciosos no liticos: el efecto de los CBMs
exdgenos como agentes bloqueantes de la colina superficial de la bacteria, con objeto
de generar la formacién de largas cadenas que pudieran promover su fagocitosis por
parte del huésped 288, Un estudio semejante se habia llevado previamente en nuestro
laboratorio haciendo uso de dendrimeros de colina 3936, Adem4s, estudios previos del
laboratorio demostraron que los médulos C-LytA y C-Cpl1 son capaces de inhibir en un
alto porcentaje la actividad de las enzimas LytA y Cpll por desplazamiento de éstas
Gltimas de los &cidos teicoicos '8, todo lo cual en su conjunto nos animaba a aboradar

este estudio.

Para realizar este trabajo, elegimos tres CBMs representativos, C-LytA, C-Cpll y
C-CbpD, que difieren en tamano, nimero de CBRs y estado de oligomerizacion (Tabla 9).
En primer lugar, llevamos a cabo un estudio estructural de estas proteinas, analizando
su estado oligomérico (Figura 30), determinando su numero de CBSs (Figura 31), y su
afinidad por colina libre (Figura 33) y por sustratos supramoleculares polidentados
emuladores de la pared celular (Figura 35 y Figura 36). Estudios anteriores ya sugerian

que no existe una relacion directa entre la afinidad y el nimero de CBRs/CBSs, al menos
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respecto a la colina libre 128126130 | o5 datos presentados en esta Tesis, junto con los
trabajos previos, permiten confimar esta hipdtesis. La afinidad por la colina en solucién
es similar en LytCy en Cpl1 28 pero la primera contiene 7 sitios de unidon por monémero
126 mientras que el segundo posee 5 sitios por dimero, como demostramos en esta Tesis.
En la misma linea, la proteina LytA contiene 10 sitios candnicos y 2 no canénicos por
dimero 23 pero aparentemente muestra una menor afinidad por el ligando que Cpl1l
128130 con solo 5 sitios por dimero. Por ultimo, la afinidad por colina libre de C-CbpD,
gue presenta 3 CBSs por mondmero, es mayor que la de C-Cpl1, con 5 CBSs por dimero
(Figura 33 y Tabla 9). Por otro lado, cabe destacar que el valor de Ky obtenido para C-
Cpl1 es tres veces inferior al previamente deducido para la proteina parental, Cpl1 1?7,
lo que apuntaria a la existencia de un efecto desfavorable en esta ultima, que podria ser
debido a la presencia de interacciones entre el mddulo catalitico 2’ y el CBM de la
proteina que obstacularizarian la unién a colina, lo que a su vez podria estar
complicando en parte la dimerizacién de la proteina 3. En este sentido, los
experimentos realizados por Buey y cols. (2007) 173 muestran que la dimerizacién de la
proteina se produce a través del extremo N-terminal del CBM, y postulan la existencia
de un CBS extra no candnico y ubicado en la primera horquilla B de dicho extremo, a
partir del cual se llevaria a cabo la dimerizacidon de Cpll. Nuestros resultados de los
experimentos calorimétricos y sujetos a analisis de van't Hoff (Figura 31) avalarian

dicha hipotesis.

En cuanto a la afinidad por su sustrato en la pared, debemos sin embargo tener
en cuenta que los CBMs no se unen a colina en forma libre, sino tal y como aparece en
la pared celular, la cual contiene multiples copias distribuidas a lo largo de esta
estructura supremolecular, y por tanto el ligando en realidad esta sujeto a efectos de
multivalencia. Sin embargo, hasta el momento no se habia realizado estudios de afinidad
de las CBPs sobre sustratos polidentados, muy posiblemente por la dificultad de obtener
muestras de paredes de manera homogénea entre diferentes experimentos. Por este
motivo, en este trabajo decidimos utilizar dos sistemas emuladores de la estructura
supramolecular de la pared celular (NPMs-DEAE- y “chips” de DEAPA para SRP) para
evaluar la fortaleza de la unién de los CBMs. Como se muestra en la Tabla 9, la afinidad

por dichos sustratos se incrementa entre 20 a 500 veces comparada con la colina libre,
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disminuyendo la Kq del orden de milimolar a micromolar (Figura 35 y Figura 36). Los
efectos de multivalencia han sido descritos como cruciales para muchas interacciones
bioldgicas 372, mostrandose como una potente estrategia para aumentar la afinidad y la
especificidad por dianas bioldgicas 373374, De hecho, y como se ha mencionado mas
arriba, en nuestro laboratorio se habia mostrado anteriormente que dendrimeros
conteniendo entre 4-64 moléculas de colina por particula, poseen una afinidad por los

CBMs varios érdenes de magnitud por encima que la colina monovalente 3%

El estudio comparativo entre los diferentes CBMs evaluados muestra que tanto
C-Cpl1 como C-CbpD poseen una mayor afinidad por sustratos supramoleculares que C-
LytA, a pesar de que este ultimo mddulo presenta mayor nimero de CBSs (Tabla 9), y en
consonancia con nuestras observaciones previas que indicaban que C-Cpll es un
inhibidor més eficiente de la actividad de las hidrolasas LytA y Cpl1 1. Por su parte, el
oligdmero LZ-C-LytA, ontenido mediante ingenieria de proteinas, muestra los CBRs en
grupos ramificados (Figura 42) en vez de disponerse todos linealmente, demostrando
una afinidad incrementada por la matriz SPR comparado con C-LytA aislada, lo que debe
explicarse como una consecuencia de alcanzarse un grado incrementado de

multivalencia (Figura 43 y Tabla 9).

Como previamente se ha especulado 73 las diferencias estructurales entre los
CBMs estudiadas estan probablemente relacionadas con sus diferentes funciones. La
complejidad de sitios de unién a colina de alta y baja afinidad que presenta LytA
posiblemente se deba a su actividad autolitica, la cual debe encontrarse perfectamente
regulada con el propdsito de evitar una prematura lisis celular. Por el contrario, Cpl1, al
ser una endolisina fagica, requiere unirse fuertemente a la pared e hidrolizar con rapidez
el péptidoglicano, con el objetivo de promover la propagacion de viriones a la mayor
prontitud. Siguiendo este razonamiento, la proteina CbpD, al intervenir en el fratricidio,
posiblemente precisa de una fuerte interaccién con la pared celular para desencadenar
la lisis de las células no competentes con la participacién de las lisozimas LytC y LytA. Es
decir, la evolucién podria haber seleccionado aquellos cambios en la afinidad que
presenta cada CBM por el ligando y en su oligomerizacidn como forma de regular de

forma eficiente sus funciones fisioldgicas.
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En su conjunto, todos estos resultados indican que, a pesar de la gran similitud
de secuencia entre los diferentes CBRs descritos hasta el momento, las bases biofisicas
del reconocimento de colina en la pared celular atienden a fendmenos complejos, y que

merecen un mayor numero de estudios estructurales.

A continuacién, habiéndose demostrado la interaccion de los CBMs con
substratos emuladores de la pared celular (Figura 35 y Figura 36), se evalué el efecto de
su adicidén a un cultivo liquido de neumococo, con la finalidad de saturar los sitios de
union a colina de la pared y hacerlos asi no disponibles para la union de la las CBPs de la
bacteria. Esto produjo en todos los casos la formacién de cadenas, como consecuencia
posiblemente de la inhibicién de las hidrolasas involucradas en la separacién de las
células hijas tras la division celular (de manera semejante a la colina), pero, sobre todo,
los CBMs indujeron la formacion de agregados celulares (Figura 37 y Figura 39) con una
eficacia que esta directamente relacionada con su capacidad de interaccionar con
sustratos multidentados sintéticos (nanoparticulas y chips de SPR): tanto C-Cpll como
C-CbpD, los mas afines por NPMs-DEAE, produjeron la formacion de largas cadenas y la
subsecuente agregacion celular, a una concentracion inferior que C-LytA (Figura 38),y a
su vez este efecto fue mucho mas evidente en el caso de la proteina LZ-C-LytA (Figura
44), la cual también mostré mayor afinidad por sustrato, medida por la técnica de SPR
(Figura 43 y Tabla 9), asi como la mayor estimulacion de la fagocitosis por parte de los
macréfagos (Figura 45). Ademas, estos datos nos permiten validar el uso de NPMs-DEAE
y “chips” de DEAPA como modelos in vitro de la pared celular de neumococo respecto a
la disposicién de colina, técnica que puede ser empleada en el disefio y evaluacion de

nuevas variantes.

La formacidn de agregados celulares en los cultivos neumdcicos tratados con los
CBMs sugiere un papel como agentes inductores de interacciones cruzadas entre las
células, lo que finalmente conduce a su sedimentacion. Este fendmeno puede tener
lugar por el recubrimiento de la superficie celular por parte del polipéptido aiadido,
incrementandose de esta forma la hidrofobicidad de la superficie. De hecho, una
inspeccidn detallada de las propiedades de la superficie de los tres CBMs evaluados en
esta Tesis (Figura 28.B) revela un cierto grado de anfipaticidad en sus estructuras, con la

presencia de amplias regiones hidrofébicas que podrian inducir la asociacién proteina-
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proteina de manera inespecifica entre moléculas ubicadas en células distintas. Estos
agregados celulares resultaron ser mas facilemente fagocitados por lo macrofagos
peritoneales (Figura 45). Ademas, estudios previos evidencian que el control de la
formacién de cadenas en la bacteria permite la evasion del sistema inmune: se ha
demostrado que solo el 1 % de la poblacidon de S. pneumoniae crecida en medio
fisioldgico forma largas cadenas susceptibles de eliminarse rapidamente mediante
opsonofagocitosis, lo que resulta en que las muestras clinicas presenten siempre la
morfologia de diplococo 2. El mecanismo por el cual el huésped puede subvertir esta
estrategia de virulencia es mediante anticuerpos aglutinantes que inducen la formacién
de acumulos celulares y en virtud de su mayor tamafio presentan mayor susceptibilidad
a la deposicion del complemento C3, fomentando en ultima instancia la fagocitosis 228.
También se ha comprobado que la elongacién de la cadena neumocdcica ocasionada

por la presencia de colina en el medio o mediante el empleo de cepas deficientes de

LytA promueve la opsonofagocitosis 28,

Nuestros resultados, en su conjunto, apuntan a los CBMs como una nueva familia
de agentes antimicrobianos para combatir las infecciones neumocécicas, al activar las
defensas del organismo y bloquear potencialmente la diseminacién y la adhesién, sin

producir efectos negativos derivados de la lisis celular incontrolada.

3. ESTUDIO DE PEPTIDOS DERIVADOS DE LA AUTOLISINA LytA COMO POSIBLES
ANTIMICROBIANOS LITICOS FRENTE A S. pneumoniae

A pesar de que la familia de las CBRs de las proteinas de unidn a colina de
neumococo contienen secuencias altamente conservadas °, los CBMs presentan una
gran diversidad en cuanto a su comportamiento, tanto en afinidad por colina libre como
por superficies emuladoras de la pared celular. Tales diferencias deben proceder de las
sutiles variaciones de secuencia entre las CBRs que, sin embargo, y como apuntamos,
pueden redundar en un comportamiento muy distinto de los CBMs a los que
pertenecen. Por esta razdn, nos propusimos investigar la derivacidn de posibles reglas
que relacionasen el numero y tipo de repeticiones de los CBMs con la afinidad por su
sustrato, con el objetivo de disefiar racionalmente CBMs con las caracteristicas

deseadas, y preferiblemente mds pequefios. Para ello, se afrontd el estudio de un
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sistema extremadamente bdsico consistente en la simple repeticion de una CBR,
aprovechando que las CBRs son estructuras en horquilla B robustas y que adquieren su
conformacidn en disolucion de manera espontanea, no necesitando, al menos para

adquirir su estructura secundaria, ni al resto de la proteina ni al ligando 21122,

Las secuencias P4A-P4C se basan en la CBR4 de LytA como nucleo principal y
contienen 1-3 horquillas separadas por un mismo bucle (Tabla 11), siendo capaces de
adquirir una estructura secundaria con caracteristicas nativas, de acuerdo a los
espectros de dicroismo circular (Figura 46) y a los cambios conformacionales detectados
por esta técnica inducidos por la interaccion con colina (Figura 48), la cual induce un
incremento en su estabilidad térmica (Figura 49, Tabla 12). Los tres péptidos poseen una
estabilidad marginal a 25 °C, consistente con una estructura flexible. Es interesante
comprobar como, a medida que aumenta el nimero de repeticiones, disminuye la
estabilidad del péptido (Tabla 12). Este hecho podria explicarse, al menos en parte, por
la posibilidad de interacciones péptido-péptido en su estado desnaturalizado, que
desplazaria el equilibrio hacia éste ultimo estado con mas intensidad en el caso de las
variantes mds largas. De hecho, las transiciones térmicas llevadas a la mdaxima
temperatura tras el desplegamiento son solo completamente reversibles en el caso de

P4A (Figura 49).

El incremento en estabilidad termodinamica a 25 °C inducido por la unién de
colina y calculado a partir de los datos de desnaturalizacién térmica (Tabla 12), es muy
discreto en el caso de P4A y P4B (< 1 kJ mol?) y més significativo en el caso de PAC (2 kJ
mol?), datos que estdn en consonancia con las constantes de disociacion del ligando
deducidas de los experimentos de titulacién seguidos por fluorescencia (Tabla 12, Figura
53). En cualquier caso se trata de afinidades residuales, con constantes de disociacion
muy altas, lo que sugiere que el ligando se une a "semisitios" con solo dos aromaticos
aportados por cada horquilla, en lugar de a sitios candnicos con el concurso de dos
horquillas préximas (Figura 7). En todo caso también parece claro un cambio
significativo de afinidad con la adicidon de la tercera horquilla (P4C), lo que sugiere que
solo a partir de este nimero de repeticiones pueden configurarse en alguna medida los
sitios de unidn candnicos. Esto explicaria por qué no se han descrito, hasta ahora, CBPs

con menos de tres CBRs (Figura 6). Desafortunadamente, la insolubilidad de las variantes
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con 4y 5 CBRs impidié obtener conclusiones mas definidas en este aspecto. Asimismo,
los problemas técnicos surgidos por la adsorcion inespecifica de los péptidos P4A-P4C a
superficies impidieron medir su afinidad por el ligando cuando éste se encuentra en un

sustrato polimérico, como se ha descrito previamente para los CBMs.

Una vez determinados los limites de nuestras construcciones sintéticas como
emuladores de los CBMs, nos propusimos como alternativa su ensayo como moléculas
perturbadoras de la membrana celular de S. pneumoniae. Nuestra hipdtesis se basaba
en observaciones previas segun las cuales el péptido P4A adquiere una conformacion de
hélice a anfipatica en presencia de micelas de detergentes como el DPC o de vesiculas
lipidicas 1. Los resultados mostrados en las Figura 55 y 56 indican que las versiones mas
largas (P4B y P4C) no solo siguen un patrén similar a P4A con DPC, sino que la transicién
ocurre a concentraciones de detergente mucho mas bajas e incluso menores que la CMC
(Tabla 13). Este fendmeno se ha descrito en algunas otras proteinas, incluido el propio
moédulo completo C-LytA 362, y se ha explicado en base a la interaccion preferente del
detergente con el polipéptido, de manera que las moléculas del primero se acumulan
preferentemente sobre el segundo y forma las denominadas "hemimicelas" en su
superficie360361 Es probable, por tanto, que P4B y PAC tengan ya un tamafio suficiente

como para albergar estas hemimicelas, en contraposicidon con el mas pequefio, P4A.

En linea con su interaccién preferente con DPC, los péptidos P4B y PAC ejercen
un efecto bactericida sobre cultivos plancténicos de neumococo (Figura 58, Figura 59 y
Figura 60) que puede relacionarse con su actividad permeabilizadora de la membrana
bacteriana (Figura 61), siendo los efectos mas acusados los provocados por el péptido
mas largo, P4C. A la vista de los resultados mostrados en la Figura 61, esta funcién
permeabilizadora de los péptidos, aun siendo significativa, ha de ser considerada no
obstante como moderada puesto que nunca se alcanzan los niveles de permeacién
obtenidos en el control positivo (detergente). En este sentido, aunque no se ha
elucidado la estructura tridimensional de P4C, el andlisis estructural de la interaccién
entre las micelas de DPC y la hélice anfipatica adquirida por el péptido base P4A
descartaria la formacién de poros o estructuras similares, ya que el péptido se localiza
cerca de la superficie, ligeramente inclinado y solo parcialmente inmerso en la bicapa
122

lipidica **4, con un papel mas detabilizador que destructor de la membrana. Estas
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hipdtesis necesitardan, por supuesto, una confirmacion experimental en estudios
posteriores, y deberdn ademds de explicar las inusuales estructuras circulares o

cilindricas que se observan en el citoplasma (Figura 79.B).

Con objeto de identificar con mas detalle el papel de la unién a colina y de Ia
interaccion con la membrana en el mecanismo antibacteriano de estos péptidos, y
tomando como referencia el mas activo (P4C), se disefiaron dos variantes (P4C_NOCH y
PAC_NOME) (Tabla 14 y Figura 62). En el péptido PAC_NOCH se sustituyeron los
aminodacidos aromaticos presuntamente implicados en la unién a colina (Figura 8) por
sendos residuos hidrofébicos, de manera que la capacidad de formar una hélice
anfipdtica quedard mas o menos intacta, pero la unién a colina quedaria reducida o
incluso eliminada, como asi parece ser (Figura 64). Por su parte, el péptido P4C_NOME
mantendria en principio el sitio de unién a colina intacto, pero contendria residuos
polares en otras tantas posiciones hidrofébicas del péptido original, provocando una
presumible disminucién de su interaccién con la membrana lipidica. Asi, la Figura 64 y
Figura 65, indican que, aunque la afinidad por colina se reduce en cierta medida, el
péptido P4AC_NOME todavia conserva la capacidad marginal de reconocer al ligando
libre. En cuanto a su capacidad de formar la hélice anfipatica en presencia de micelas de
DPC, ambas variantes ven reducida su interaccidn con el detergente (Figura 67, Tabla
15), siendo PAC_NOME el que precisa mas cantidad del aditivo, e iniciando su transicién
a concentraciones muy préximas a la CMC, lo que indica una capacidad bastante
reducida para albergar hemimicelas en su superficie. Por su parte, los datos de
permeabilidad celular (Figura 68) y viabilidad bacteriana en cultivos plancténicos (Figura
69) muestran coherencia entre si: PAC_NOME pierde cierta capacidad de desestabilizar
la membrana con respecto a la secuencia original, pero esta pérdida es suficiente para
eliminar completamente su actividad antibacteriana. Por otro lado, el reconocimiento
de colina en la pared parece ser importante en cuanto a la adsorcidn previa de estos
péptidos sobre la superficie bacteriana, puesto que la variante P4C_NOCH, si bien llega
con el tiempo a presentar valores de permeabilidad similares a PAC (compatible con su
capacidad de formar la hélice anfipatica), presenta sin embargo una cinética claramente
mas lenta, mientras que en cultivos presenta una actividad bactericida mas reducida,

pero no nula.
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El aspecto de los restos celulares mostrados en la Figura 59 indican un resultado
de lisis bacteriana a consecuencia de la adicidon de los péptidos. Sin embargo, como
apuntamos mas arriba, tal lisis debe acaecer no como un resultado de la destrucciéon de
la membrana sino mas bien como una consecuencia de la perturbacién de la misma,
puesto que la adicion del péptido en el cultivo no origina la lisis inmediata del cultivo
(Figura 58). Es mas, alli donde las condiciones son mas controladas (péptido P4B a 10
M) el cultivo prosigue normalmente hasta el final de la fase exponencial, donde la
densidad d&ptica comienza a decrecer abruptamente, no habiendo lugar Ila
correspondiente fase estacionaria (Figura 58). Por otro lado, el empleo de cepas
mutantes deficientes en una o las dos enzimas autoliticas de S. pneumoniae (LytAy LytC)
apuntan al concurso necesario de la amidasa LytA en el proceso de lisis (Figura 70). Las
mas recientes hipotesis sobre el mecanismo de actuacién de LytA sugieren que solo el 3
% de esta autolisina se encuentra normalmente en la superficie bacteriana, mientras
que el 97 % restante permanece en el citoplasma a la espera de una sefial fisioldgica,
aun desconocida, que provoque la movilizacidn de la enzima y desencadene la autolisis
al final de la fase estacionaria 6. En este sentido, nuestros resultados sugieren que el
mecanismo bactericida de los péptidos P4B y PAC se debe a un efecto perturbador de la
membrana, no drastico pero suficiente para ayudar a la salida de LytA desde su
reservorio citoplasmatico. En el caso del péptido menos potente y a la menor
concentracion (P4B a 10 uM), la lisis comenzaria en el momento en que LytA comienza
a movilizarse naturalmente hacia el exterior (Figura 58), solo que favorecida en este caso
por la membrana permeabilizada por el péptido. Por su parte, en condiciones mas
drasticas (P4B a mayor concentracion, o P4C) la liberacién masiva e incontrolada de LytA
se produciria directamente desde el citoplasma sin esperar a la seal fisiologica de
transporte al exterior, provocando una lisis mas temprana del cultivo (Figura 58). La
participacidn necesaria de LytA en la autolisis prematura de los cultivos se ve asimismo
confirmada por el hecho de que el reemplazo de la colina de la pared, ligando esencial
de la autolisina, por etanolamina, disminuye drasticamente la actividad antibacteriana

(Figura 71).

Los efectos y mecanismos moleculares ejercidos por los péptidos P4B y PAC son

muy similares a los descritos mds arriba para los ésteres de aminas biciclicas (EBAs). Sin
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embargo, mientras que estos ultimos son moléculas sintéticas, P4B y PAC son secuencias
de péptidos que se encuentran de manera natural contenidas en la proteina LytA, lo cual
no deja de ser sorprendente a primera vista. Es decir, de manera natural las CBRs
adquieren, dentro de LytA, una conformaciéon en horquilla B que tiene un papel
fisioldgico de reconocimiento de colina, pero sin embargo estas secuencias son también
suceptibles de transformarse en una conformacion en hélice a que puede incluso llegar
a ser toxica para la bacteria. Creemos que esta aparente paradoja puede, no obstante,
cumplir un papel fisioldgico relevante. LytA es la Unica CBP que no posee péptido sefial
66, y todavia no se conoce su mecanismo de translocacidn a través de la membrana hacia
la pared celular. Una posible hipdtesis contemplaria que las CBRs de algunas moléculas
del reservorio citoplasmatico de LytA actuasen como "interruptores moleculares"
122,158,159 transformandose en hélices a anfipaticas frente a un estimulo adecuado, y que
estas CBRs transformadas desestabilizaran la membrana celular desde el interior,
facilitando asi el transporte del resto de las moléculas de la enzima. Esta hipdtesis se ve
reforzada por el hecho de que el cambio conformacional B—a inducido por micelas de
detergente se puede observar experimentalmente para el resto de CBRs de LytA
(Zamora-Carreras, comunicacion personal, y datos del laboratorio no mostrados) e
incluso del propio médulo C-LytA completo '%2. La corroboracién experimental de esta
hipotesis novedosa y relevante se esta llevando a cabo en el laboratorio en el momento

de escritura de esta tesis doctoral.

Como se describe en el apartado “Resultados 3.2.1. Efecto bactericida de los
péptidos derivados de CBR4 de LytA en cultivos de S. pneumoniae” los péptidos P4B y
PAC son también activos frente a cepas capsuladas de neumococo, una de ellas
multirresistente a antibidticos (D39 y 3498 serotipo 8). Sin embargo, la concentracién
minima inhibitoria sobre las cepas casuladas resulté en ambos casos de 80 uM. Aunque
los resultados son prometedores, teniendo en cuenta que se trata de moléculas no
especialmente disefiadas como antimicrobianos, se hace necesaria una estrategia para
aumentar su capacidad antibacteriana y reducir la dosis hasta niveles terapéuticamente
mas aceptables. En este sentido, el laboratorio habia ensayado previamente con éxito
la aplicacion de conceptos de multivalencia para el ensayo de dendrimeros de colina 'y

de atropina como compuestos antineumocécicos donde las dosis precisas se reducen en
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varios 6rdenes de magnitud con respecto al ligando libre 3923% Ademads, como se
muestra mas arriba, la proteina LZ-C-LytA podria considerarse como un
"minidendrimero" (Figura 42) que, incluso asi, muestra un incremento muy apreciable

en su actividad con respecto a C-LytA (Figura 44).

En colaboracién con el grupo del Prof. E. W. Meijer de la Universidad Técnica de
Eindhoven (Holanda), quien posee toda la tecnologia quimica necesaria para la sintesis
de los compuestos, se disefiaron los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A, conteniendo 8 y 16
copias respectivamente del péptido P4A (Figura 16). La disposicion ramificada de las
horquillas B en los dendrimeros no ayudé a configurar sitios candénicos de unién a colina,
por lo que el reconocimiento de la misma seguia siendo tan residual como el del péptido
aislado (Figura 73). Sin embargo, los dendrimeros tenian una entidad suficiente como
para albergar hemimicelas de DPC, posibilitando la interaccion con este detergente en
concentraciones similares a P4C (Figura 75, Tabla 16) y formandose asimismo hélices a
(Figura 74). Estas caracteristicas se traducen en un fuerte incremento de la
desestabilizacion de la membrana bacteriana, que llega a adquirir valores de
permeabilidad similares a los de la adicién de Triton X-100, y a unas concentraciones del
orden de nanomolar (Figura 76). Estos resultados adquieren mayor valor si se comparan
con los de los péptidos P4B y P4C, donde hay que recordar que concentraciones 8 veces
superiores (en términos de equivalentes de CBRs) solo son capaces, como maximo, de
permeabilizar la membrana en un 70 % del valor obtenido con el detergente Tritén X-
100 (Figura 61). La disposicion dendrimérica de los péptidos, en donde varias copias
estan confinadas en una misma particula, podria posibilitar una acumulacién local
importante de péptido en una regién reducida de la membrana, provocando una
desestabilizacion mas intensa mientras que cuando se ensayan los péptidos aislados,
éstos probablemente se distribuyen por toda la superficie y de alguna manera se diluye

su actividad.

La disposicion ramificada de P4A en los dendrimeros resulté asimismo ser
decisiva en cuanto a la adquisicion de una estructura antimicrobiana muy efectiva. Con
concentraciones 10-20 veces inferiores (en términos de equivalentes de CBRs) respecto
a PAC, se obtuvieron descensos en viabilidad bacteriana entre 1 y 3 unidades

logaritmicas mayores (Figura 60 y Figura 77). También se observan diferencias drasticas
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en cuanto al dafio celular provocado por ambos tipos de compuestos a corto plazo tras
la adicion de la molécula correspondiente. El péptido P4C provoca cambios visibles en
la morfologia celular (Figura 78) causados por la préactica desaparicién de la pared celular
junto con la aparicidn de ciertas subestructuras en el citoplasma (Figura 79), si bien
todavia conserva la integridad celular; por el contrario el dendrimero g3-P4A causa la
destruccion total de la célula, junto con la aparicidn de vesiculas esféricas de diferente
tamafio (Figura 78 y Figura 79). Estos resultados nos llevan a especular sobre la
posibilidad de que P4B y P4C actuen mediante el mecanismo de electroporacién
molecular o de balsa de hundimiento (Figura 13) causando una perturbacién moderada
de la membrana que genere pequefios y transitorios desperfectos que son
aprovechados por las moléculas de LytA aun en citoplasma para salir al exterior de
manera incontrolada. Por su parte, la eficacia de los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A
provocaria una intensificacion en su poder desestabilizador de la membrana,
provocando su rotura masiva y la creacion de vesiculas de muy diferente tamafio, tal y
como prevé el modelo de alfombra (Figura 13). Obviamente estas hipdtesis deben servir

Unicamente como punto de partida para su confirmacidn experimental.

El incremento de actividad del dendrimero se traduce asimismo en una menor
CMI sobre las cepas capsuladas D39 y 3498 (Tabla 17). En estos casos el efecto del
dendrimero comparado con P4AC es mas matizado, siendo la CMI 4 veces inferior al
péptido lineal si se tienen en cuenta los equivalentes de CBRs, por lo que es probable
que la capsula presente un impedimento sustancial a la difusidn de una entidad de cierto
tamaiio como es g3-P4A. En todo caso, se trata de concentraciones molares similares a

los antibidticos actuales 393,

La desestructuracion de la membrana en el caso de g3-P4A es de tal magnitud
que hace innecesario el concurso de LytA para la lisis del cultivo (Figura 80 y Figura 81).
Esto nos llevd a ensayar al dendrimero frente a otros microorganismos, pudiéndose
observar un apreciable efecto positivo sobre P. aeruginosa (Tabla 17), lo que da pie a
planificar futuros ensayos sobre otras bacterias gram-negativas y evaluar su posibilidad
como antimicrobiano de amplio espectro. En apoyo a esta aproximacion, hay que
resaltar que la literatura muestra, cada vez con mas intensidad, ejemplos de

dendrimeros peptidicos antimicrobianos 223, Ademds de incrementar su actividad por
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multivalencia, la estructura dendrimérica confiere en general al péptido mostrado una

proteccion frente al ataque de peptidasas plasmaticas, mejorando su farmacocinética.

En funcidn de los resultados mostrados, el dendrimero g3-P4A resulté ser por lo
tanto la construccién basada en CBRs mas prometedora en cuanto a su uso como
antimicrobiano, lo que motivo su eleccion para su ensayo en un modelo de enfermedad
neumocodcica (sepsis) en pez cebra, utilizando la cepa multirresistente 3498. El
compuesto resultd ser muy eficaz como protector frente a la sepsis bacteriana (Figura
83), con una supervivencia de cerca del 90 % con una dosis de 100 ng por pez en dosis
Unica, que no resultd téxica en modelos de embrién de este animal (Figura 82). Este
resultado confirmaria la eleccidon de disposiciones dendriméricas de CBRs como una
linea novedosa de desarrollo de nuevos antimicrobianos, principalmente dirigidos
frente a S. pneumoniae, pero que también podrian contemplar un mayor espectro de

accion.
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Conclusiones

1.- Los ésteres de aminas biciclicas (EBAs) ejercen su funcién bactericida frente a S.
pneumoniae no como andlogos de colina, sino mas bien como agentes perturbadores
de la membrana celular, favoreciendo la salida prematura de la autolisina LytA desde su

reservorio citoplasmatico e induciendo por este motivo la autolisis del cultivo.

2.- Los EBAs poseen un marcado efecto inhibidor y desagregador de biopeliculas
formadas por cepas de S. pneumoniae, sean o no capsuladas. Dichos efectos se
extienden asimismo a biopeliculas mixtas de S. pneumoniae y la bacteria Gram-negativa

H. influenzae no tipificable, siendo neumococo el organismo mads susceptible a su accién.

3.- La accion de los EBAs no se circunscribe Unicamente al entorno bacteriano, sino que
resultaron ser efectivos frente a la proliferacion de promastigotes de L. donovani, un
pardsito causante de importantes enfermedades por todo el mundo. Las
concentraciones necesarias resultaron ser mas bajas que las de la miltefosina, un

medicamento utilizado para combatir a este patégeno.

4.- Los moédulos de unidn a colina (CBMs) procedentes de las proteinas de unidn a colina
de S. pneumoniae, poseen una afinidad por colina libre que no esta relacionada
directamente con el numero de repeticiones de unién a colina (CBRs), el nimero de

sitios de unién a colina (CBSs) o el estado oligomérico de la proteina.

5.- Se ha provisto de evidencia experimental a la hipétesis de que el CBM de la lisozima
Cpl1 es capaz de reconocer 5 moléculas de colina en su forma dimérica. Por su parte, el
CBM de la proteina CbpD une 3 moléculas de colina, y nunca abandona su estado

monomérico.

6.- Los CBMs incrementan de manera exponencial su afinidad por sustratos
supramoleculares pensados para emular a la pared celular y que contienen varias
moléculas de analogos del ligando natural (colina), como son las nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con DEAE y "chips" de SPR funcionalizados con DEAPA. Este

hecho pone de manifiesto la importancia de efectos multivalentes en el reconocimiento
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biolégico de sustratos, en concreto en este caso la interaccidon entre dos sistemas

multidentados (la pared y los CBMs).

7.- La multivalencia, y por lo tanto la afinidad, del sistema de interaccién entre CBMs y
sustratos supramoleculares funcionalizados, puede incrementarse sustancialmente
asimismo mediante la ingenieria de oligdmeros de CBMs. En nuestro trabajo, ésto se ha
realizado mediante la insercién de una secuencia de oligomerizacién por cremallera de

leucinas perteneciente a otra proteina.

8.- Los CBMs son capaces de adsorberse a la pared celular cuando son afiadidos
exogenamente en cultivos plancténicos. Como consecuencia, se originan cadenas de
células incapaces de separarse y con gran tendencia a la agregacion, lo que constituye
un mecanismo no litico que promueve la fagocitosis celular por macréfagos de
peritoneo de ratdn. El efecto agregante es directamente proporcional a la afinidad del

CBM por sustratos polidentados.

9.- Se han construido péptidos sintéticos consistentes en la repeticién de 1, 2 0 3
secuencias idénticas correspondientes a la CBR4 de la autolisina LytA de S. pneumoniae
(péptidos P4A, PAB y P4AC). Los tres péptidos adquieren estructura secundaria de tipo
nativo en solucién acuosa, y son capaces de reconocer colina de manera especifica,

aunque marginal.

10.- Los péptidos P4B y P4C sufren un cambio conformaciénal de horquilla B a hélice a
inducido por micelas de detergente, de manera similar a lo anteriormente descrito para
PAA, pero en concentrationes por debajo de la concentracion micelar critica,
probablemente debido a la acumulacion de semi-micelas de detergente en la superficie

peptidica.

11.- Los péptidos P4B y PAC, no asi P4A, ejercen un efecto bactericida sobre cultivos in
vitro de neumococo, tanto de cepas no capsuladas como capsuladas. El efecto se debe
a la perturbacion de la membrana celular, lo que origina la salida de la amidasa LytAy la

posterior digestion de la pared celular y la lisis del cultivo.
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12.- El efecto de P4B y PAC se basa fundamentalmente en su capacidad de cambiar de
conformacidn y asociarse a micelas de detergente y presumiblemente a membranas
celulares, aunque también precisan de cierta unién, al menos marginal, a la colina de la

pared celular.

13.- La disposicion de una CBR como el péptido P4A en multiples copias en la superficie
de dendrimeros de PPI (g2-P4A y g3-P4A, con 8 y 16 moléculas, respectivamente)
permite reducir las dosis antibacterianas hasta concentraciones del orden de

nanomolar.

14.- Al contrario que los péptidos P4B y P4C, las células de S. pneumoniae tratadas con
los dendrimeros g2-P4A y g3-P4A provocan la destruccion bacteriana mediante un
mecanismo independiente de las enzimas liticas del patégeno y de la presencia de colina
en la superficie, lo que posibilita su empleo como antimicrobiano de mas amplio

espectro frente a otro tipo de patégenos como P. aeruginosa.

15.- El dendrimero g3-P4A, en bajas concentraciones, ejerce un efecto de proteccion
frente a enfermedad neumocdcica en modelos animales de pez cebra, en condiciones

en las que su posible toxicidad no es detectable.

16.- Como conclusién final, hemos estudiado en esta Tesis Doctoral las caracteristicas
biofisicas, mecanismo de accidén y potencial antimicrobiano de tres grupos de
compuestos (EBAs, CBMs, y CBRs), que abarcan un amplio espectro molecular, con
distintos mecanismos de accion (liticos y no liticos) y disefiados en un principio para
combatir la enfermedad neumocdcica, pero que, en algunos casos, demuestran la
capacidad de tratar patologias provocadas también por otros microorganismos como H.
influenzae y Leishmania. Ademds, hemos demostrado la aplicacién del concepto
quimico de multivalencia para la construccion de oligdmeros y nanoparticulas capaces
de ejercer un efecto bactericida a unas dosis muy reducidas, sefialando el camino para
mejorar la actividad bioldgica de los farmacos actuales y de otros nuevos que se puedan

desarrollar.
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Highlights
e Esters of bicyclic amines (EBASs) destabilize the bacterial membrane

e EBAs trigger the premature autolysis of Streptococcus pneumoniae by LytA
autolysin

e EBAs disrupt mixed biofilms formed by S. pneumoniae and Haemophilus
influenzae

e Broad-spectrum effect of EBAs is useful to fight antimicrobial resistance



Abstract

Antibiotic resistance is a global current threat of increasing importance. Moreover, biofilms
represent a medical challenge since the inherent antibiotic resistance of their producers
demands the use of high doses of antibiotics over prolonged periods. Frequently, these
therapeutic measures fail, contributing to bacterial persistence, therefore demanding the
development of novel antimicrobials. Esters of bicyclic amines (EBASs), which are strong
inhibitors of Streptococcus pneumoniae growth, were initially designed as inhibitors of
pneumococcal choline-binding proteins on the basis of their structural analogy to the
choline residues in the cell wall. However, instead of mimicking the characteristic cell
chaining phenotype caused by exogenously added choline on planktonic cultures of
pneumococcal cells, EBAs showed an unexpected lytic activity. In this work we
demonstrate that EBAs display a second, and even more important, function as cell
membrane destabilizers. We then assayed the inhibitory and disintegrating activity of these
molecules on pneumococcal biofilms. The selected compound (EBA 31) produced the
highest effect on S. pneumoniae (encapsulated and non-encapsulated) biofilms at very low
concentrations. EBA 31 was also effective on mixed biofilms of non-encapsulated S.
pneumoniae plus non-typeable Haemophilus influenzae, two pathogens frequently forming
a self-produced biofilm in the human nasopharynx. These results support the role of EBAS
as a promising alternative for the development of novel, broad-range antimicrobial drugs

encompassing both Gram-positive and Gram-negative pathogens.

Keywords: EBAs, broad-spectrum antimicrobials, membrane permeability, mixed
biofilms

Abbreviations: EBASs, Esters of bicyclic amines; NTPn non-typeable (non-encapsulated)
pneumococci; NTHIi, non-typeable Haemophilus influenzae.



1. INTRODUCTION

Infectious diseases are increasingly more difficult to control due to the global
dissemination of antimicrobial (frequently multidrug) resistance (AMR). Nowadays AMR
is one of the major threats in human health, aside from the associated social and economic
burden. In addition, the effectiveness of antibiotics under clinical use is increasingly
threatened by rising resistance and a dearth of new candidates in the pipeline. Among
infectious diseases, respiratory pathologies are a leading cause of illness and death in people
of all ages. In particular, lower respiratory tract infections are the leading infectious source
of death, ranking as the fifth cause of mortality worldwide [1]. Nasopharynx and lungs
undergo a constant and essential chemical communication with the local microbiota [2, 3].
In particular, the healthy nasopharynx is colonized by different microorganisms:
encapsulated Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) frequently associated with non-
typeable (non-encapsulated) pneumococci (NTPn) and with strains of Streptococcus
pseudopneumoniae and other a-hemolytic (viridans) streptococci [4], as well as with non-
typeable Haemophilus influenzae (NTHi) to form mixed biofilms [5].

S. pneumoniae is a leading human pathogen and a major cause of severe disease,
including community-acquired pneumonia, bacteremia and meningitis. Colonization
begins shortly after birth, and pneumococci are carried asymptomatically in the
nasopharynx of healthy children [6]. Overall, the mortality rate of pneumococcal infections
in the pediatric population is higher than that originated by AIDS, malaria and measles
altogether [7]. Moreover, pneumococcal pneumonia caused 55.4% of deaths due to lower
respiratory tract infections in all ages, being responsible of more than 1,500,000 deaths
worldwide in 2015 [1]. Pneumococcal biofilms in children appear on adenoid and mucosal
epithelium with recurrent middle ear infections and otitis media with effusion, and on the
sinus mucosa of patients with chronic rhinosinusitis [8].

The Gram-negative NTHi is an opportunistic pathogen that colonizes the nasopharynx
of near 80% of humans [9]. Colonization promotes the development of disease and
produces bacterial reservoirs which facilitate person-to-person transmission. NTHi is the

main bacterial cause of chronic otitis media with effusion, recurrent acute otitis media, and



acute otitis media coursing with treatment failure [10], mostly accompanied by S.
pneumoniae and, to a lesser extent, by Moraxella catarrhalis and other species [10].
AMR is frequently found in diseases due to S. pneumoniae and NTHi which, as such,
have been included by the World Health Organization among the 12 bacterial pathogens
prioritized for the critical development of new antibiotics

(http://www.who.int/medicines/publications/WHO-PPL-Short Summary 25Feb-

ET_NM_WHO.pdf). In this sense, our laboratory has proposed the choline-binding

proteins (CBPs) from S. pneumoniae as new targets in the quest for novel antimicrobials
[11-13] to overcome the current resistance threats. CBPs constitute a family of 13-16
members, present in all pneumococcal isolates, which are located at the bacterial cell wall
by their specific recognition of choline residues in teichoic and lipoteichoic acids by a
choline-binding module (CBM). CBPs play important roles such as adhesion to the host,
daughter cell separation, autolysis and release of toxins [14]. Addition of high
concentrations of choline to the medium causes the inhibition of those CBPs involved in
cell separation upon division, inducing the formation of chains without any apparent loss
of cell viability [15, 16]. In the search for choline analogs with higher affinities to CBPs
(and therefore lower inhibitory concentrations), we found that esters of bicyclic amines
(EBAS) such as atropine and ipratropium behaved as very efficient inhibitors of the
enzymatic activity of some CBPs (i.e., LytA, LytC and Pce) in vitro [11]. However, when
exogenously added to pneumococcal planktonic cultures, EBAs cause cell deformations
and lysis instead of the cell chaining phenotype foreseen for a choline analog, as well as a
decrease in viability by several orders of magnitude [11, 13]. These observations suggested
the existence of a novel antimicrobial mechanism for these compounds.

In this work we have investigated the molecular basis driving the antipneumococcal
effect of EBAs. We focused on EBA18, EBA26, EBA27 and EBA31 compounds as the
most efficient antipneumococcal molecules in a previous study and, in the particular case
of EBA31 assayed in vivo in zebrafish models [13]. Our results indicate a membrane-
destabilizing effect underlying their lethal activity. This prompted us to assess the

inhibitory and/or disintegrating effect in vitro of these molecules both on pneumococcal
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and mixed NTPn—NTHi in vitro biofilms, the latter accounting for a model of polymicrobial
infections [17]. Our results support the notion that EBAS negatively affect biofilms of both
Gram-positive and Gram-negative bacteria and may constitute a novel family of broad-

range antimicrobials.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. EBA and chemical reagents. EBAs were synthetized by the Combinatorial
Chemistry Platform in the Barcelona Scientific Park (Spain) as tertiary amines [13] (Table
1). EBA solutions were always freshly prepared in water by obtaining the corresponding
hydrochloride. Solid powder was added to a 15 mM HCI aqueous solution to a final
concentration of 10 mM, and then subjected to magnetic stirring for 2 hours. All other
chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich unless otherwise stated.

2.2. Bacterial strains and growth conditions.

Pneumococcal planktonic cultures were grown without aeration in C medium [18]
containing potassium phosphate buffer (33 mM, pH 8.0; CpH8 medium) eventually
supplemented with 0.8 mg/ml yeast extract (C+Y medium). Optical density at 550 nm
(ODss0) was monitored in a Thermo Spectronic spectrophotometer (Waltham, MA, USA).
Pneumococcal biofilms were produced using S. pneumoniae strain R6 or S. pneumoniae
P181, an isogenic serotype 19A transformant of R6 (Table 2). Bacterial strains were grown
at 37°C in C+Y medium. Biofilm formation on 96-well polystyrene microtiter plates
(Costar 3595; Corning) was obtained as previously described [19, 20]. Briefly, cells were
grown in C+Y medium to an ODsso of 0.5-0.6, harvested by centrifugation (3800 x g, 4 °C,
10 min), resuspended in an equal volume of fresh C+Y medium, and diluted 1/100; then,
200 pl containing 5 x 10° colony forming unit (CFU)/ml were dispensed into 96-well
polystyrene microtiter plates (Costar 3595; Corning). When glass-bottomed dishes
(WillCo-dish; WillCo Wells B.V., The Netherlands) were employed, 2 ml of culture were

used per well.



Table 1 Structure and characteristics of EBAS used in this study?

Compound Chemical structure log PP
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2 EBA identification as previously described [13]. Structures were rendered with ChemDraw 10.0
(CambridgeSoft, U.K.)

b Logarithm of estimated partition ratio in octanol:water, calculated using the Molinspiration web utilities
(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) (Molinspiration Cheminformatics, Nova Ulica, Slovak
Republic)

For the inhibition of biofilm formation, EBAs were added to the bacteria at the beginning
of the incubation in the plates or glass-bottom dishes. For dispersal experiments, biofilm
formation was allowed for 5 h at 34°C (for R6) or 5 h at 37°C under 5% CO> (for P181).
Planktonically grown cells were aspirated off and the biofilm was rinsed with sterile
distilled H20. The resulting biofilms were treated for an additional 1 h at 37°C with various
concentrations of EBAs in 20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.9. Controls carried the
same volume of buffer instead of EBA solution. The biofilms were then washed twice with
sterile distilled H2O and disaggregated by gentle pipetting and vortexing [21]. Afterwards,
10-fold dilution series were prepared in phosphate-buffered saline (PBS). The absorbance
at 595 nm (Asgs) was measured with a VersaMax microplate absorbance reader (Molecular
Devices). The quantification of viable cells (planktonic and biofilm cells) was performed
in blood agar plates. Colonies were counted after overnight incubation at 37°C. The
susceptibility of planktonically grown R6 and P181 cells to the antibacterial agents was

determined by the broth microdilution method according to CLSI guidelines [22].
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2.3. Cell permeability assays. S. pneumoniae R6 was grown in C+Y medium at 37°C
to an ODsso of 0.5-0.6, corresponding to approximately 108 CFU/ml, while NTHi 54997
was grown at 37°C under 5% CO- in brain-heart infusion medium supplemented with 10
pug/ml each of hemin and NAD (sBHI medium). For both microorganisms the
corresponding culture was then sedimented by centrifugation (3800 x g, 4°C, 10 min). Cells
were resuspended in 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 280 mM sorbitol
and SYTOX Green fluorophore (1 pM), to a final cell concentration of 2.5 x 10" CFU/m,
and dispensed in 90 ul aliquots in a 96-well Nunc F96 MicroWell black polystyrene plate
(Thermo Scientific). The plate was read in a BMG POLARstar Galaxy Microplate Reader
(Offenburg, Germany) by monitoring the fluorescence in real time using an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 520 nm. Gain was adjusted using
cells incubated with 0.1% Triton X-100 as the maximal value of permeabilization. After a
stable basal fluorescence read out was obtained, 10 ul of the corresponding compound were
added to each well (EBA stock solution, 1% Triton X-100 for positive control and buffer
for the negative control) and incubation proceeded for 2 h. The assay was terminated by
addition of 10 pl of 1% Triton X-100 to obtain the respective maximum value for each well.
Experiments were performed in triplicate, and the results are expressed in percentage of
fluorescence intensity with respect to the value obtained by the late addition of Triton X-
100.

Membrane permeability was also assayed using 3,5-dipropylthiacarbocyanine (diSC3-
5) (Thermo Fisher). The fluorescence intensity of this probe varies in response to changes
in transmembrane potential [32]. Pneumococcal cultures were similarly processed as above,
except that cells were resuspended in PBS buffer containing 0.6 uM diSC3-5, and
subsequently dispensed in multiwell plates (90 pl) onto which 10 ul of the corresponding
compound were added. Fluorescence was measured after a 1h incubation using excitation
and emission wavelengths of 622 and 670 nm, respectively. Sodium deoxycholate (DOC)

was added at 0.1% final concentration to register the maximum values of fluorescence.
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2.4. Mixed biofilm formation assay and quantification, susceptibility testing and
antibiofilm therapy. The bacterial strains used for mixed biofilms were NTHi 54997 and
the novobiocin-resistant (Nov") NTPn P233 (Table 2). Biofilm formation was assessed with
crystal violet [27]. NTHi 54997 was grown at 37°C in sBHI medium as described above to
an ODsso of 0.5, sedimented by centrifugation, resuspended in an equal volume of C+Y
medium supplemented with hemin and NAD (15 pg/ml each) [s(C+Y) medium], and
diluted 100-fold. NTPn P233 was grown at 37°C in C+Y medium to the same ODssp,
sedimented by centrifugation, resuspended in an equal volume of s(C+Y), and diluted 100-
fold. Inocula of 5 x 10° to 7 x 10°® CFU of each strain were dispensed into 96-well
polystyrene microtiter plates (Costar 3595; Corning) (final volume of 200 pl) and glass-
bottomed dishes (WillCo-dish; WillCo Wells B.V., The Netherlands) (final volume of 2
ml). For the inhibition of biofilm formation, EBA 31 was added to the bacteria at the
beginning of the incubation. For dispersal of biofilms, biofilm formation was allowed for
5 h at 37°C under 5% CO., then the planktonic, non-adherent cells were removed by
aspiration and the biofilm was rinsed with sterile distilled H20. The resulting biofilms were
treated with various concentrations of EBA 31 in 20 mM sodium phosphate buffer pH 6.9
for 1 additional hour at 37°C in a 5% CO> atmosphere. Controls were run with the same
amount of buffer without EBA. The biofilms were then washed twice with sterile distilled
H-0, disaggregated as above, and viable cells (planktonic and biofilm cells) quantified in
blood agar plates containing novobiocin (10 pg/ml) for NTPn and chocolate agar plates
supplemented with 0.16 pg/ml ampicillin for NTHi. Colonies were counted after overnight
incubation at 37°C under 5% CO..

2.5. Microscopic observation of biofilms and staining with HPA. For the observation
of biofilms at the confocal laser scanning microscope (CLSM), biofilms were grown on
glass-bottomed dishes (WillCo-dish; WillCo Wells B.V., The Netherlands) for 5-6 h at
37°C under 5% COx. Following incubation with EBAs, the culture medium was removed
and the biofilm rinsed with sterile water to remove non-adherent bacteria. The biofilms
were then stained with HPA conjugated to Alexa Fluor 488 (25 pg/ml), the BacLight
LIVE/DEAD bacterial viability kit, or SYTO 59; all staining procedures involved
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incubation for 10-20 min at room temperature in the dark. After staining, biofilms were
gently rinsed with 0.5 ml of PBS. CLSM observations were made at a magnification of 63x
with a Leica TCS-SP2-A0BS-UV microscope equipped with an argon ion laser. Images
were analyzed with LCS software from Leica. Projections were obtained in the x-y

(individual scans at 0.5 um intervals) and x—z (images at 6 um intervals) planes.

3. RESULTS

3.1. Membrane destabilization by EBAs. As stated above, EBAs show a lytic effect
when added to a pneumococcal planktonic culture [11, 13], contrary to the typical cell
chaining phenotype induced by standard choline analogs. In an attempt to identify whether
CBPs having cell wall hydrolase activity were involved in this process, EBA 31 (the most
efficient EBA tested so far) [13] was added to cultures of S. pneumoniae R6 or D39 strains
deficient in at least one peptidoglycan hydrolase, namely LytA, LytB, and LytC (Table 2).
Of note, bacterial lysis by EBAs only decreased significantly in LytA-deficient mutants,
suggesting the active involvement of this autolysin in the lysis induced by EBAsS.
Moreover, the simultaneous presence of choline chloride (150 mM) in the R6 and D39
cultures led to a substantial reduction of EBA-induced bacterial lysis along with a
significant recovery of viability (Table 3), compatible with the partial inhibition of the LytA
activity [15, 16]. To check whether EBAs might induce the release of cytoplasmic LytA by
promoting its translocation across the membrane, cell permeability in EBA-treated
pneumococci was analyzed using the entrance of the SYTOX Green vital dye (Fig. 1). All
EBAs tested (Table 1) destabilized the S. pneumoniae membrane to permeability levels
close to those caused by the Triton X-100 detergent, being EBA 31 the compound with the
fastest kinetics (Fig. 1). To further confirm the effect EBAs on the cell membrane,
experiments were carried out using the fluorescent compound diSC3-5, a probe of the
polarization state of the membrane [32]. Figure 1B shows that addition of EBAS causes a
significant change in the fluorescence of the probe, indicative of a high degree of membrane

depolarization (around 50%) with respect to the addition of sodium deoxycholate (DOC).
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These results corroborate an additional activity of EBAs on membrane permeability besides

the already described binding and inhibition of CBPs.

Table 3. Effect of choline chloride on the antimicrobial activity of EBA 312

Addition Decrease in ODsso With respect Cell viability with respect to
to control (%) control (%)
R6 D39 R6 D39
None 89 82 <0.001 <0.001
Choline chloride 27 37 24 0.1

2 Exponentially growing cultures of the NTPn strain R6 received EBA 31 at 0.1 mM (final concentration).
Another part of the culture was left untreated (control). Half of the treated culture also received choline
chloride (at 143 mM final concentration) and bacteria were incubated for 4 h at 37°C. The values of ODggo
and bacterial viability were recorded at the beginning and at the end of the experiment. Values are the average
of three independent experiments.

The chemical features of EBASs are key to explain this effect, as these molecules contain
a polar moiety (harboring a tertiary amine group) esterified to a highly hydrophobic,
polycyclic, aromatic structure (Table 1), prone to insertion into biological membranes. In
fact, Fig. 2 shows the correlation between the physico-chemical features of tested EBAS
and their antimicrobial effect on pneumococcus: the higher the hydrophobicity of the
aromatic moiety (as reflected by the log P parameter, see Table 1), the faster kinetics on
induction of membrane permeability (arbitrarily represented as the time needed to achieve
50% of maximum permeability) and the lower MIC values are displayed. In this sense,
EBA 31 proved to be the optimal compound. The observed correlation between non-
polarity and antibacterial performance also explains why quaternary ammonium EBAs (i.e.,
derivatives of ipratropium), which bear a permanent positive charge, are much less efficient
in triggering pneumococcal lysis than their less polar, tertiary amine counterparts, such as
the EBAs tested in this study [13]. Accordingly, Figure 1 (inset) shows that addition of
ipratropium (with an estimated log P of -1.4) to a concentration up to 200 uM barely

induced any changes in membrane permeability even after a 40 min incubation.
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Figure 1. A, Evaluation of permeability of pneumococcal cells. S. pneumoniae R6 cells were incubated
in 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 280 mM sorbitol. Positive control: Triton X-100 was
added at 0.1% (final concentration); negative control: only buffer added. EBAs were assayed at their
respective MICs. Inset: Incubation with 200 uM ipratropium bromide. Arrows indicate addition of 0.1%
Triton X-100 to all samples. B, Depolarization of the pneumococcal membrane monitored by diSC3-5
fluorescence assays. S. pneumoniae R6 cells were incubated in PBS buffer. Fluorescence is related to the
maximum values obtained after addition of 0.1% DOC; negative control: only buffer added. EBAs were
assayed at their respective MICs.
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Figure 2. Correlation between biochemical and microbiological features of EBAs. Three-dimensional plot

representing the log P parameter, MICs in planktonic pneumococcal R6 cultures and time needed to reach
50% of total membrane permeability.

3.2. Effect of selected EBAs on pneumococcal biofilms. It has been previously
reported that addition of choline chloride to pneumococcal cultures inhibit the formation of
biofilms by blocking and/or releasing CBPs from the cell wall, without affecting the
viability of the residual cells in the biofilm [24]. However, in our case, the existence of a
second, membrane-destabilizing mechanism by EBAs (that is more biologically relevant

than their choline-like CBP-inhibiting activity) prompted us to assay their antimicrobial
effect on these biofilms. Biofilm formation by the non-encapsulated strain S. pneumoniae
R6 was strongly inhibited upon addition of EBAS to the cultures at concentrations close to
their corresponding MICs (data not shown). Moreover, the capacity of EBAS to cause
biofilm disintegration was tested by monitoring both the structure of the biofilm — using
CLSM — and the viability of the remaining cells. A disruption effect on the biofilm of S.
pneumoniae R6 was observed in all cases, being EBA 31 the most effective compound (Fig.
3A). Furthermore, the membrane of non-dispersed cells was severely compromised upon

incubation with EBAs (Fig. 3B), in line with the perturbation mechanism observed in vitro
for these compounds (Fig. 1).
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Figure 3. Disintegration of NTPn R6 biofilms. Biofilms were incubated with EBAs at 37°C for 1 h. Controls
included biofilms incubated for 1 h in 20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.9). A. The results represent the
mean * standard error of at least three independent experiments, each performed in triplicate. Error bars
represent the standard error. Asterisks-marked results are statistically significant (P < 0.05) compared to the
control. B. CLSM of biofilm-grown S. pneumoniae R6 treated with EBAs, for 1 h at 37°C. Biofilms were
stained with the BacLight kit. Scale bars, 25 um.

The effect of the EBA 31 was further tested using biofilms formed by an encapsulated
S. pneumoniae strain. Serotype 19A was chosen since it is still a frequent cause of severe
disease despite being included in the current conjugate vaccines and, in addition, its
capsular polysaccharides allow significant biofilm formation under in vitro conditions [19].
Addition of EBA 31 at concentrations around the MIC (Table 2), inhibited biofilm
formation by S. pneumoniae P181 (Fig. 4A), and also disintegrated the biofilm formed by
this encapsulated strain (Figs. 4B and 4C), although the decrease in viability was lower than
on R6 (Fig. 3). In any case, the induction of a structurally compromised cell membrane was

also detected in this strain (Fig. 4C).

3.3. Effect of EBA 31 in mixed NTPn-NTHi biofilms. After demonstrating the
effectivity of EBAs to prevent and eliminate the biofilm of encapsulated and non-
encapsulated pneumococcal strains, we explored whether this antimicrobial activity might
be expanded to Gram-negative organisms such as NTHi. A MIC value of 63 uM was
obtained for planktonic cultures of NTHi 54997 (Table 2), demonstrating the effectivity of
EBAs against this microorganism. Moreover, EBA31 induced an increase in the NTHi

inner membrane permeability similar to NTPn, although with a less marked effect (Fig. 5).
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In any case, this result suggests a similar bactericidal mechanism for the two organisms,
which is probably exacerbated in S. pneumoniae due to the additional participation of the

LytA autolysin (see above).
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Figure 4. Effect of EBA 31 on biofilms formed by the encapsulated S. pneumoniae P181 strain. A. Inhibition
of biofilm formation. S. pneumoniae P181 was distributed in the wells of a microtiter plate, which was then
incubated for 5 h at 37°C under 5% CO; in the presence of EBA 31. Black and grey bars indicate growth and
biofilm formation respectively. B. Disgregation of biofilms. Cells growing as biofilms were incubated with
EBA 31 at 37°C for 1 h under 5% CO,. The results represent the mean + standard error of at least three
independent experiments, each performed in triplicate. Error bars represent the standard error. Asterisks-
marked results are statistically significant (*, P < 0.05; **; P < 0.001) compared to the control. C. CLSM of
biofilm-grown S. pneumoniae P181 treated with EBA 31, for 1 h at 37°C under 5% CO,. Biofilms were
stained with the BacLight kit. Scale bars, 25 um.
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Figure 5. Evaluation of permeability of H. influenzae cells. NTHi 54997 cells were incubated in 5 mM
sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 280 mM sorbitol. Positive control: Triton X-100 was added at
0.1% (final concentration); negative control: only buffer added. EBA31 was assayed at 1x MIC (63 uM) and
2x MIC (126 pM). Arrow indicates addition of 0.1% Triton X-100 to all samples.

The effect of EBA 31 on NTPn P233 and mixed NTPn P233—-NTHi 54997 biofilms was
then examined. A significant reduction was observed in the formation of mixed biofilms at
concentrations around the respective MICs (Table 2, Fig. 6A): EBA 31 at 55 uM was
sufficient to completely inhibit the formation of the biofilm generated by S. pneumoniae
P233, whereas the cell viability of NTHi 54997 in mixed biofilms decreased in more than
90% (Fig. 6B). EBA 31 also showed a disintegrating and bactericidal effect on mixed
biofilms. Incubation of preformed NTPn P233-NTHi 54997 biofilms with this compound
at 220 uM caused reductions in the viability of 2 and 3 log units for NTHi 54997 and NTPn
P233 strain respectively, whereas at 550 pM, EBA 31 increased cell death in both cases,
with practical eradication of the population (Fig. 6C). Figure 6D shows the distribution of
the populations that form the biofilm using SYTO 59 together with the Helix pomatia
agglutinin HPA, which recognizes the aGIcNAc residues of the cell wall teichoic and
lipoteichoic acids of S. pneumoniae [27, 33]. Moderate concentrations of EBA 31 (55 uM)
caused the selective eradication of S. pneumoniae, whereas higher concentrations (220 pM)

exerted a clear bactericidal effect on both species.
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4. DISCUSSION

AMR is considered by WHO as one of the most serious concerns for global health

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs194/en/). This situation has promoted the

search for alternatives to the antibiotics currently in use. In this sense, previous results of
our group identified a novel type of molecules, namely esters of bicyclic amines (EBAS) as
efficient antipneumococcal compounds capable of arresting bacterial growth and of
conferring protection from infection in zebrafish models with MICs at the micromolar
range [13], similar to other antibiotics. However, although EBAs were initially designed as
pneumococcal CBP inhibitors to induce a cell chaining phenotype (and, indeed, they
demonstrate a specific inhibition of the LytA autolysin in vitro [13]), here they are instead
responsible of bacterial lysis with a prominent involvement of LytA, according to the
results obtained from mutants deficient in one or more CBP cell-wall hydrolases (Table 2).
This apparent paradox suggested an alternative antibacterial mechanism by EBASs to be
elucidated. The increase in pneumococcal cell permeability by EBAs (Fig. 1) points to a
membrane disruption activity closely related to the hydrophobic nature and dimension of
their respective polycyclic, aromatic moieties (Fig. 2). The extent of membrane damage
probably allows the uncontrolled release of cytoplasmic LytA and the triggering of the
premature autolysis of the culture. This hypothesis would explain that the membrane-
destabilizing mechanism induced by EBASs is predominant over any theoretical inhibition
of LytA by the compounds. In fact, 100 uM EBA 31 is needed to account for 50% inhibition
of LytA in vitro [13], whereas as low as 22 uM (the MIC), is sufficient to display a clear
bactericidal effect. All these results prompted us to test the effect of EBAs on pneumococcal

biofilms.
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Figure 6. Effect of EBA 31 on mixed NTPn P233-NTHi 54997 biofilms. A. EBA 31 was added to the initial
biofilm at the indicated concentrations and incubated for 6 h at 37°C under 5% CO; to allow formation of the
biofilm. Black and grey bars indicate growth and biofilm formation respectively. B. Inhibition of mixed
biofilm formation. Cell viability from the mixed biofilm in the presence of EBA 31 (55 uM) is indicated. The
results represent the mean + standard error of at least 3 independent experiments, each performed in triplicate.
Asterisks-marked results are statistically significant (*, P < 0.05; **, P < 0.001) compared to the control. C.
Disintegration of mixed biofilms. Cell viability is displayed after incubating the biofilm in the presence of
220 or 550 uM of EBA 31 for 1 h at 37°C under 5% CO. The results represent the mean + standard error of
at least 3 independent experiments, each performed in triplicate. Asterisks-marked results are statistically
significant (*, P < 0.05; **; P < 0.001) compared to the control. D. CLSM image of the distribution of the
populations in mixed NTPn—NTHi biofilms. The mixed biofilms were stained with a combination of SYTO
59 (green) and HPA lectin conjugated with Alexa Fluor 488 (pink). First row: untreated control; Second row,
inhibition of biofilm formation by EBA 31 (55uM). The compound was added to the culture at the beginning
of the biofilm formation and incubated for 6 h at 37°C in 5% CO,. Third row, disruption of biofilm by EBA
31 (220 puM). Magnification bar = 25 um.
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A biofilm is the natural form of growth for many bacterial species. Moreover it is
believed that more than 60% of human bacterial infections, and up to 80% of those that
become chronic, involve microbial growth in biofilms [34]. The medical importance of
biofilms lies in the significant decrease of antibiotic susceptibility under this type of growth
[35]. In fact, antibiotic-susceptible strains form thicker biofilms than resistant ones [36],
and the antibiotic concentrations needed to eradicate biofilm-forming bacteria can be up to
1,000 times higher than those required to eliminate planktonic microorganisms [37]. In an
interesting, related study, Vandevelde et al [38] have previously reported the effect of
ipratropium as a disassembling agent in vitro for aged pneumococcal biofilms, although no
molecular mechanism was detailed for this event and no significant effect on cellular
viability was detected either unless employed in cooperation with other antibiotics. Lack of
bactericidal effect in this case could be due, at least in part, to the low concentrations of
ipratropium used by these authors (around 4 uM), which are unable to induce appreciable
changes in planktonic cell viability [11] and/or in membrane permeability (no detected
effect at 200 uM - see Fig. 1, inset), as well as/or to the different protocols followed for
biofilm formation. Rather, in the present study we have focused on tertiary amine,
polyaromatic EBAs due to their most efficient antipneumococcal activity on planktonic
cultures [13]. Tested EBAs were capable of inhibiting and disintegrating biofilms formed
by the NTPn R6 strain (Fig. 3), as well as those of an isogenic R6 transformant expressing
the 19A capsular polysaccharide (Fig. 4), causing a strong perturbation of the cell
membrane (according to the BacLight staining procedure) concomitant with a decrease in
viability, although we cannot rule out the possibility that EBAs also negatively affect
biofilm structure by displacing some pneumococcal CBPs from the cell wall and/or the
biofilm extracellular space [24, 39, 40].

The promising results with pneumococcal biofilms, together with the unveiled
membrane-destabilizing mechanism of EBAs, prompted us to check the effect of these
molecules on the Gram-negative pathogen H. influenzae. In fact, S. pneumoniae and NTHi
are the predominant othopathogens associated with otitis media as identified through

bacterial culture [10] and frequently form mixed biofilms. Taking advantage of the in vitro
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mixed NTPn—NTHi biofilm development procedure recently developed [27], we tested the
antimicrobial effect of EBA 31 and showed that this compound also demonstrated
inhibiting and disintegrating properties in this system (Fig. 6). Although the bactericidal
effect of EBA 31 was higher for S. pneumoniae than for H. influenzae cells, it should be
remarked that the EBAS tested in this study derive from a screening process strictly based
on antipneumococcal properties [11, 13], and that pneumococcal lysis is boosted by the
release of the LytA autolysin (Table 2), whereas it is likely that effects on NTHi arise

basically from membrane perturbation effects (Fig. 5).

5. CONCLUSIONS

We show here the existence of a second mechanism governing the antimicrobial activity
of EBAs based on the severe destabilization of the bacterial cell membrane, leading, in the
case of S. pneumoniae, to premature autolysis. Moreover, EBAs inhibit and disintegrate
monospecies biofilms formed by pneumococci, as well as mixed NTPn—-NTHi systems.
These results broaden the potential application of EBAS as antimicrobials targeted both to
Gram-positive and Gram-negative microorganisms, and pave the way for the rational
design of new variants with enhanced membrane-inserting, and therefore antimicrobial,

properties.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. A, Evaluation of permeability of pneumococcal cells. S. pneumoniae R6 cells
were incubated in 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 280 mM sorbitol.
Positive control: Triton X-100 was added at 0.1% (final concentration); negative control:
only buffer added. EBAs were assayed at their respective MICs. Inset: Incubation with 200
MM ipratropium bromide. Arrows indicate addition of 0.1% Triton X-100 to all samples.
B, Depolarization of the pneumococcal membrane monitored by diSC3-5 fluorescence
assays. S. pneumoniae R6 cells were incubated in PBS buffer. Fluorescence is related to
the maximum values obtained after addition of 0.1% DOC; negative control: only buffer
added. EBAs were assayed at their respective MICs

Figure 2. Correlation between biochemical and microbiological features of EBAs.
Three-dimensional plot representing the log P parameter, MICs in planktonic
pneumococcal R6 cultures and time needed to reach 50% of total membrane permeability.

Figure 3. Disintegration of NTPn R6 biofilms. Biofilms were incubated with EBAs at
37°C for 1 h. Controls included biofilms incubated for 1 h in 20 mM sodium phosphate
buffer, pH 6.9). A. The results represent the mean + standard error of at least three
independent experiments, each performed in triplicate. Error bars represent the standard
error. Asterisks-marked results are statistically significant (P < 0.05) compared to the
control. B. CLSM of biofilm-grown S. pneumoniae R6 treated with EBAs, for 1 h at 37°C.
Biofilms were stained with the BacLight kit. Scale bars, 25 pum.

Figure 4. Effect of EBA 31 on biofilms formed by the encapsulated S. pneumoniae P181
strain. A. Inhibition of biofilm formation. S. pneumoniae P181 was distributed in the wells
of a microtiter plate, which was then incubated for 5 h at 37°C under 5% CO: in the
presence of EBA 31. Black and grey bars indicate growth and biofilm formation
respectively. B. Disgregation of biofilms. Cells growing as biofilms were incubated with
EBA 31 at 37°C for 1 h under 5% CO2. The results represent the mean + standard error of
at least three independent experiments, each performed in triplicate. Error bars represent
the standard error. Asterisks-marked results are statistically significant (*, P < 0.05; **; P
< 0.001) compared to the control. C. CLSM of biofilm-grown S. pneumoniae P181 treated
with EBA 31, for 1 h at 37°C under 5% CO.. Biofilms were stained with the BacLight kit.
Scale bars, 25 pm.

Figure 5. Evaluation of permeability of H. influenzae cells. NTHi 54997 cells were
incubated in 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 280 mM sorbitol. Positive
control: Triton X-100 was added at 0.1% (final concentration); negative control: only buffer
added. EBA31 was assayed at 1x MIC (63 uM) and 2x MIC (126 puM). Arrow indicates
addition of 0.1% Triton X-100 to all samples.

Figure 6. Effect of EBA 31 on mixed NTPn P233-NTHi 54997 biofilms. A. EBA 31
was added to the initial biofilm at the indicated concentrations and incubated for 6 h at 37°C
under 5% CO- to allow formation of the biofilm. Black and grey bars indicate growth and
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biofilm formation respectively. B. Inhibition of mixed biofilm formation. Cell viability
from the mixed biofilm in the presence of EBA 31 (55 uM) is indicated. The results
represent the mean + standard error of at least 3 independent experiments, each performed
in triplicate. Asterisks-marked results are statistically significant (*, P < 0.05; **, P <
0.001) compared to the control. C. Disintegration of mixed biofilms. Cell viability is
displayed after incubating the biofilm in the presence of 220 or 550 uM of EBA 31 for 1 h
at 37°C under 5% CO». The results represent the mean * standard error of at least 3
independent experiments, each performed in triplicate. Asterisks-marked results are
statistically significant (*, P < 0.05; **; P < 0.001) compared to the control. D. CLSM
image of the distribution of the populations in mixed NTPn—NTHi biofilms. The mixed
biofilms were stained with a combination of SYTO 59 (green) and HPA lectin conjugated
with Alexa Fluor 488 (pink). First row: untreated control; Second row, inhibition of biofilm
formation by EBA 31 (55uM). The compound was added to the culture at the beginning of
the biofilm formation and incubated for 6 h at 37°C in 5% CO.. Third row, disruption of
biofilm by EBA 31 (220 uM). Magnification bar = 25 um.
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