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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La resistencia a antibidticos tradicionales es un problema cada vez mas grave que puede
llevar a una situaciéon en la cual no existan terapias efectivas frente a enfermedades infecciosas
comunes. Streptococcus pneumoniae no es una excepcion, el nimero de cepas resistentes a
antibidticos de esta bacteria estd en aumento. Este hecho, sumado a la alta mortalidad que
causan las enfermedades neumocdcicas en la actualidad, hace necesario el desarrollo de nuevos

antimicrobianos contra esta bacteria

Las proteinas de la superficie de S. pneumoniae constituyen un atractivo blanco de
antimicrobianos. Dentro de este grupo destacamos las proteinas de unidn a colina (CBPs)
comunes a todas las cepas que desempefian papeles fisioldgicos importantes Previamente, el
grupo ha identificado que tanto los ésteres de aminas biciclicas (EBAs) como los péptidos
derivados de las repeticiones de unidn a colina que forman las CBPs, alteran el crecimiento

normal de la bacteria.

Se han estudiado posibles sinergias en el uso combinado de EBAs y péptidos derivados
de CBPs, caracterizando posibles efectos en el crecimiento en cultivos planctdnicos, descenso
en la viabilidad y alteraciones en la morfologia de S. pneumoniae.

PALABRAS CLAVE (5): neumococo, proteinas de unidn a colina, antimicrobianos, EBAs, péptidos
derivados de CBRs.

Antimicrobial resistance to traditional antibiotics is a first-order problem that can lead
to a situation in which there are no longer effective therapies against common infective
diseases. As for Streptococcus pneumoniae, the number of antibiotic-resistant strains is on the
increase. This fact, added to the high mortality of the pneumococcal infections nowadays, makes

necessary the development of new antimicrobials against this bacterium.

A common target to all strains are the choline-binding proteins (CBPs). As they are
involved in crucial functions for the bacterium, they could be an interesting new approach for
the design of new antimicrobials. Previously, the group has separately identified esters of
bicyclic amines and choline-binding repeats derivate peptides from CBPs as an agents capable

of affect normal growth of the bacterium.

Possible synergies between different combinations of EBAs and CBP-derivate peptides
have been studied, characterizing possible effects on the growth, viability and morphology of S.

pneumoniae.

KEYWORDS (5): pneumococcus, choline-binding proteins, antimicrobials, EBAs, CBR peptides
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
1.1. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, conocido como neumococo, es una bacteria Gram-positiva
patégena de humanos, responsable de enfermedades potencialmente mortales como
meningitis, septicemia y neumonia, siendo el principal patdgeno causante de neumonia
adquirida en la comunidad (Blasi y cols., 2012). Las enfermedades neumocdcicas causan mas de
1.6 millones de muertes anuales (OMS, 2007), por lo que es, junto a la desnutricion, una de las

mayores causas de mortalidad infantil en el mundo (UNICEF, 2006).

A pesar de los esfuerzos en estrategias de vacunacién, las vacunas actuales sdélo son
capaces de cubrir una pequefia parte de los mas de 90 serotipos distintos de neumococo (Weil-
Olivier y cols., 2012). Ademas, el reemplazo de serotipo lleva a que a medio plazo aumente la

incidencia de otros no cubiertos (Alexandre y cols., 2010).

Por otro lado, la terapia antibidtica se encuentra con un problema cada vez mayor: la
disminucion en el ritmo de descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos desde los
afios 60, sumado a la aparicidn de cepas resistentes a antibioticos (Coates y cols., 2011). Esto ha
supuesto que hasta un 50% de bacterias S. pneumoniae aisladas en el sur de Europa no sean

susceptibles a penicilina (Albrich y cols., 2004).

En este contexto, queda patente la necesidad de desarrollar nuevos antimicrobianos
para S. pneumoniae cuya diana sea especificay comun a todos los serotipos, lo que dificultaria

la aparicién posibles cepas resistentes.
1.2. Estructura de la superficie del neumococo

La pared S. pneumoniae consta de varias capas de peptidoglicano que contiene
numerosos acidos teicoicos. Estos polimeros estdan formados por gllcidos y otras biomoléculas,
donde destacan dos N-acetilgalactosaminas que pueden estar modificadas con fosfocolina
(Karlsson y cols., 1999). Estas fosfocolinas de los acidos teicoicos estan involucradas en diversas
funciones fisioldgicas (Hakenbeck y cols., 2009). Ademads, la pared celular de neumococo
contiene diversas proteinas de superficie que contribuyen a la interaccidn del patdégeno con el
huésped (Figura 1). Una de las familias mds destacadas son las proteinas de unién a colina
(choline binding proteins, CBPs), que como su nombre indica, son capaces de interaccionar con

las fosfocolinas de los acidos teicoicos antes mencionadas.
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Figura 1. Estructura de la superficie de Streptococcus pneumoniae. La pared celular estd formada
por una membrana lipidica (LM), peptidoglicano (PG), acidos teicoicos (TA) y 4cidos lipoteicoicos
(LTA). La fosfocolina (PCho) esta unida a estos acidos y sirve de anclaje a las CPBs (Bergmanny
Hammerschmidt, 2006) (imagen modificada).

1.3. Proteinas de unién a colina

Las CBPs aparecen en todas las cepas de neumococo. Estan formadas por dos médulos:
un moédulo funcional (functional module, FM) y un médulo de unién a colina altamente
conservado (choline-binding module, CBMs) (Figura 2A) (Maestro y Sanz, 2016). A su vez, los
CBMs estan constituidos por repeticiones cortas en tdndem de unos 20 residuos, llamadas
repeticiones de unién a colina (choline-binding repeats, CBRs). Las repeticiones de unién a colina
son ricas en aminodcidos aromaticos, que estructuralmente forman una horquilla g de unos 14
aa seguidos de un bucle de 6 o 7 residuos. Dos de estas CBRs seguidas forman los sitios de unidn
entre la fosfocolina y la proteina (Figura 2B). Esta interaccion no covalente es posible gracias a
los aminodacidos aromaticos mencionados, que favorecen interacciones catidon-nt y de Van der
Waals con las colinas cargadas positivamente. (Bergmann y Hammerschmidt, 2006; Maestro y

Sanz, 2016).
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Figura 2A. Organizacién de los mdédulos de unidn a colina de las CBP de neumococo. En azul se
representan las repeticiones de union a colina que configuran cada modulo. En verde, las
repeticiones no conservadas y en amarillo, repeticiones incapaces de unirse a colina. La funcién
de los mddulos funcionales también estd indicada. Figura 2B. Estructura de un sitio de unién a
colina en la CBP LytA [PDB: 1GVM] mostrando dos CBRs consecutivas (en azul y en naranja) y los
residuos aromdticos implicados en la unién (Maestro y Sanz, 2016).

La interaccidn entre las CBPs con las fosfocolinas de la pared celular posibilita el anclaje
de las proteinas a la estructura macromolecular de la pared bacteriana. Esta union esta
implicada en importantes funciones para la bacteria, como la adherencia a células huésped,
separacion de células durante la divisién celular, formacion de biopeliculas y en la autohidrélisis
de la pared para provocar la liberacién factores de virulencia y de material genético para
transferencia horizontal (Lépez y Garcia, 2004; Moscoso y cols., 2006; Claverys y Havarstein,
2007). Debido a esta variedad de roles que desempefian las CBPs, seria interesante encontrar
compuestos analogos de la fosfocolina que se unan a las repeticiones de unidn a colina e impidan

gue la bacteria lleve a cabo estas funciones.



1.4. Proteina de unidn a colina LytA

La proteina LytA es la proteina de unién a colina mas estudiada. Se trata de una amidasa
implicada en la autohidrodlisis de la pared celular al final de la fase estacionaria (Howard y
Gooder, 1974). Participa en algunas de las funciones mencionadas anteriormente: liberacién de
factores de virulencia y de proteinas de evasion del sistema inmune del huésped, asi como
intervencién en el fendémeno “fratricida” de liberacién de material genético (Maestro y Sanz,

2016).

La estructura tridimensional de la proteina ha sido resuelta recientemente (Li y cols.,
2015). La proteina esta formada por un dominio amidasa encargado de la lisis y un dominio de
unién a colina formado por 6 CBRs (Figura 3A). En presencia de colina, se forma un dimero entre
dos CBMs a través de la horquilla B en el C-terminal de estas (Figura 3B). La dimerizacidn es
fundamental para la actividad de la proteina, ya que versiones mutadas incapaces de formar
dimeros experimentan una disminucidn en su estabilidad y actividad (Garcia y cols., 1994; Varea
y cols., 2000). Asimismo, se conoce la secuencia de la proteina correspondientes a las horquillas

B de las CBRs (Figura 3C).

A B
6; N
ae Y
‘.,—,,-3,
C
DKFEKINGTWYYF 197-209
DSSGYMLADRWRKHTDGNWYWE 210-231 (219-231)
DNSGEMATGWKKIADKWYYF 232-251 (240-251)
NEEGAMKTGWVKYKDTWYYL 252-271 (260-271)

DAKEGAMVSEAEIQSADGTGWYYL 272-295 (282-295)
KPDGTLADRPEFTVEPDGLITVK 296-318 (306-318)

Figura 3. Estructura de la proteina de union a colina LytA. (A) Representacién de los médulos de
LytA, en la regién N-terminal (azul) se encuentra el dominio funcional; en la regiéon C-terminal
(naranja) se encuentran las 6 repeticiones de union a colina que forman el CBM. (B) Estructura
tridimensional de LytA [PDB: 4X36], los médulos FM y CBM se encuentran coloreados en azul y
naranja respectivamente, las fosfocolinas estan representadas en esferas de van der Waals.
(Maestro y Sanz, 2016). (C) Secuencia de las repeticiones del médulo de unidn a colina de LytA
(proteina C-LytA). Se destaca en rojo la secuencia de las horquillas de cada una de las seis
repeticiones, y los aminoacidos aromaticos conservados estan subrayados; entre paréntesis, la
posicidn de cada horquilla.



1.5. Péptidos derivados de LytA

Se conoce que el médulo de unién a colina posee una alta afinidad por la pared
bacteriana, llegdndose a observar que la adicion de mdédulos de unién a colina (C-LytA y C-CPL1)
de algunas CBPs son capaces de inhibir la actividad de las proteinas completas (LytA y CPL1) al
impedir su union a las fosfocolinas de los acidos teicoicos de neumococo (Sanchez-Puelles y

cols., 1990).

La busqueda de agentes antimicrobianos de origen proteico es por tanto, una
interesante estrategia. Se ha mencionado anteriormente que el CBM esta formado por 6
repeticiones de unién a colina (P1-P6), todas ellas candidatas a numerosas aplicaciones
biotecnolégicas. El grupo ha probado recientemente con éxito la capacidad de péptidos
sintéticos basados en la secuencia de la tercera repeticion de unién a colina (P3) para afectar el
crecimiento de S. pneumoniae en medio liquido, provocando cambios en la membrana celular
que lleva a muerte bacteriana. Por este motivo, el uso de estos péptidos como agentes

antimicrobianos aporta una nueva aproximacion biotecnoldgica al contexto actual.
1.6. Esteres de aminas biciclicas

El uso de pequefias moléculas analogas a la colina capaces de unirse a las CBR, para asi
inhibir la unién de las fosfocolinas de neumococo con las proteinas, es otra prometedora
estrategia para interferir en el ciclo vital de la bacteria y disminuir su patogenicidad. Esto esta
apoyado por el hecho de que cepas con LytA inactivada presentan menor virulencia (Martner y
cols., 2009). Ademas, como el CBM esta altamente conservado, estas pequefias moléculas
afectarian simultdneamente a toda la familia de CBPs, haciendo improbable la aparicidon de
resistencia por mutaciones puntuales. Por tanto, la busqueda de analogos de colina es otra

interesante fuente de nuevos compuestos antimicrobianos.

Aunque en un primer momento puede parecer que la adicidn de colina exdgena al medio
es una buena estrategia para interferir con las CBPs (ya que es su ligando natural), las proteinas
tienen mucha mas afinidad por las multiples fosfocolinas de los acidos teicoicos (Monterroso et
al, 2008). Por tanto, es necesario concentraciones demasiado elevadas de colina exdgena para

afectar a la bacteria (alrededor de 150 mM).

Un grupo de moléculas capaces de inhibir eficazmente las CBPs a menores
concentraciones son los ésteres de aminas biciclicas (EBAs) (Figura 4). No actlian como meros

analogos de colina, ya que no inducen la formacion de cadenas de bacterias (sefal de que las



CBPs estdn inhibidas y las bacterias no pueden separarse durante la divisidn), pero, al contrario

gue aquella, afectan a su crecimiento y viabilidad (Maestro y cols., 2007; Retamosay cols., 2015).
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Figura 4. Estructura general de los ésteres de aminas biciclicas. La R representa el sustituyente
distintivo que caracteriza los diferentes tipos de EBAs.

2. OBIJETIVOS

En concordancia con lo expuesto en la introduccion de este trabajo, tanto los EBAs como los
péptidos derivados de la tercera CBR de LytA (péptido P3), resultan de elevado interés por sus
posibles aplicaciones como antimicrobianos. Hasta la fecha, se han llevado a cabo experimentos
para evaluar los efectos de EBAs y péptidos por separado. Sin embargo, no existe apenas
informacién sobre el mecanismo por el que actian unos y otros, ni mucho menos acerca del
posible efecto sinérgico que tendria sobre Streptococcus pneumoniae la adicién de estos dos
compuestos juntos. Dicho efecto sinérgico podria tener lugar si ambos compuestos operaran
por mecanismos antibacterianos diferentes pero relacionados entre si, como se ha descrito en

varios casos de combinacién de medicamentos (Jia Jia y cols., 2009).

Por ende, en este trabajo se llevard a cabo un estudio sobre la capacidad de afectar el
crecimiento, la viabilidad y la morfologia de la cepa R6 de S. pneumoniae de tres ésteres de
aminas biciclicas (los EBAs 18, 26 y 31) junto con tres péptidos (P3A, P3B, P3C) derivados de la

tercera repeticién del modulo de unidn a colina de LytA, con los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Observar los efectos producidos por diferentes concentraciones de EBAs y péptidos
derivados de LytA sobre el crecimiento de S. pneumoniae, atendiendo a varios aspectos: cinética
de crecimiento, viabilidad y morfologia celular mediante el uso de microscopia éptica de

contraste de fases y confocal.

Objetivo 2: Comprobar si la adicién de EBAs junto con péptidos tiene algun efecto sinérgico o

antagonico sobre S. pneumoniae distinta de la adicion de los compuestos por separado.



3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Métodos generales

3.1.1. Preparacion del medio de cultivo C+Y

El medio C+Y (Lacks y Hotchkiss, 1960) esta constituido por diferentes compuestos

resumidos en la Tabla 1. Todos ellos fueron esterilizados por filtracién o autoclavado.

Compuesto

Medio Pre-C

Suplemento B

L-glutamina (1 mg/ml)
Adams Il

Piruvato 2%

Cantidad
40 ml

1,3 ml

1ml

1ml

0,5 ml

Tampon fosfato potasico 1,5 ml

pH=8

Extracto de levadura

0,9 ml

Composicién

Sodio Acetato 3H,0 (2 g)
Casaminoacidos DIFCO (5 g)
L-Trp (5 mg)

L-Cys (50 mg)

H,0 (1000 ml)

10 ml Sales 3 en 1 (MgCl,*6H,0, CaCl,*2H,0, MnSQ4, H,0)
Glucosa 20% (20 ml)
Sacarosa 50% (1 ml)
Adenosina 2 mg/ml (20 ml)
Uridina 2 mg/ml (20 ml)

64 ml Adams | (Biotina, Ac. nicotinico, Piridoxina,
Pantotenato de Ca, Thiamina-HCl, Riboflavina, H,0)

16 ml Adams Il (SO4Fe*7H,0, SO4Cu*5H,0, SO4Zn*7H,0,
Cl,Mn4*4H,0, HCI, H20)

L-asparagina (800 mg)

Colina (80 mg)

Cl,Ca 1% (0,64 ml)

H,0 (400 ml)

KH2PO4 1M (2,65 ml)
K2HPO, 1M (47,35 ml)
Extracto de levadura (4 g)

H,0 (100 ml)

Tabla 1: Composicién del medio C+Y empleado para el cultivo liquido de Streptococcus

pneumoniae.



3.1.2. Preparacion del medio de cultivo agar sangre

Para el recuento de viables, se utilizaron placas de agar sangre. La preparacion de
este medio consistio en la mezcla de: 16 g de Agar TSA (Cat 1068, Conda) con agua hasta
los 400 ml. La mezcla fue autoclavada y posteriormente se afiadié 20 ml de sangre de
oveja desfibrinada (Ref: SR 0051C, Thermo Scientific Oxoid). Finalmente se distribuyé el

medio en las placas.
3.2. Cepas de Streptococcus pneumoniae

Las cepas utilizadas pertenecen a la coleccion del laboratorio. Se trata de Streptococcus
pneumoniae R6, una cepa carente de cdpsula y no virulenta. Se almacena a 0,4 de DOssonm

en presencia de 10% de glicerol final a -802C.

3.3. Seguimiento de la curva de crecimiento

Cuando el preindculo se encuentra en DO ssonm de 0.4 se lleva a cabo una dilucién 1:20
en medio C+Y precalentado a 372C. Pasados unos minutos tras la inoculacion, se comenzo a
medir la densidad dptica a intervalos regulares hasta alcanzar una DOssonm de 0,1, momento
en el cual se afadia el compuesto a ensayar (EBA, péptido o ambos).

Tras la adicidn de los compuestos de ensayo, se realizaron mediciones en el

espectrofotometro a intervalos de tiempo regulares hasta el inicio de la autolisis.

3.4. Recuento de viables

Para determina el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) se inoculan las
diluciones 104, 10° y 10°® del cultivo tratado en placas de agar sangre y se incuban 16 horas
a 372. Finalmente se llevé a cabo el recuento de colonias con ayuda de la herramienta Cell

Counter del programa ImagelJ (National Institutes of Health, EEUU).

3.5. Ensayo de actividad bacteriolitica/bactericida en resting cells

Para ensayar los efectos de los compuestos sobre la viabilidad de Streptococcus
pneumoniae también se realizdé un segundo método donde se detiene el crecimiento de las

células.

Cuando el preindculo se encuentra en DOssonm de 0.4 se lleva a cabo una dilucién 1:20
en medio C+Y precalentado a 372C. Posteriormente, cuando el cultivo llega a DOssonm 0.35
se incubd en hielo unos minutos para detener el crecimiento y se centrifugd a 3800 x g

durante 10 minutos a una temperatura de 49°C, utilizando una centrifuga 5424 R



(Eppendorf). Tras resuspender el pellet en tampdn fosfato 5 mM pH 6,5 + 280 mM de

sorbitol

En una placa multipocillo se afiadio la cantidad necesaria de cada compuesto a ensayar
y del cultivo preparado hasta llegar a un volumen total de 150 ul (realizado por duplicado).
Se dejo la placa en incubacién a 372C y regularmente, se tomaron muestras para realizar las
diluciones necesarias y sembrarlas en agar sangre, siguiendo el protocolo ya comentado

para el recuento de viables.
3.6. Solubilizacién y preparacion de EBAs

Los ésteres de aminas biciclicas utilizados fueron el EBA31, EBA27 y EBA18, cuya
estructura se muestra en la Tabla 2. Se optd por estos tres debido a su baja concentracidn
minima inhibitoria (MIC), también representada en la tabla (Retamosa y cols., 2015). Los

compuestos fueron adquiridos al Parque Cientifico de Barcelona.

MIC
Compuesto Estructura (Retamosa y cols.,

2015)

EBA18 >—~ 180 uM
HyC — I J@-
EBA27 §>\~//[:::]// \\[:::] 90 UM

EBA31 22 pM

H3C — I <Z>—~ 0 O
Tabla 2: Estructura y concentracién minima inhibitoria de los distintos ésteres de aminas

biciclicas utilizados en los ensayos. Las estructuras fueron creadas utilizando el programa
MarvinSketch (ChemAxon).



El protocolo para solubilizar los EBAs es idéntico para los tres compuestos ensayados
(EBA18, 27 y 31). Para cada uno, se preparé un stock inicial a 10 mM disuelto en HCl. Se pesd
la correspondiente masa del EBA y se dejé varias horas en agitacion con HClI 15 mM hasta

su solubilizacién por la creacién del clorhidrato (en el caso del EBA27 se utilizé 10 mM).

Las disoluciones se almacenaron a temperatura ambiente y se fue comprobando

periddicamente que los EBAs seguian solubles y no habia contaminacion.
3.7. Preparacion de péptidos

Se utilizaron tres péptidos derivados de LytA obtenidos por sintesis (Genescript, EEUU).
Se trata de la tercera repeticion de union a colina (P3), repetida una (P3A), dos (P3B) o tres
veces (P3C), manteniendo el conector nativo que conecta la repeticién P3 en la proteina
(Figura 5). Los péptidos P3B y P3C péptidos no existen de forma natural, sino que fueron
disefiados con repeticiones idénticas para facilitar el estudio de las diferencias de

comportamiento entre ellos.

P3A - TGWKKIADKWYYFN (14)
P3B — TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFN (34)
P3C - TGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWKKIADKWYYFN (54)

Figura 5: Secuencia de los diferentes péptidos empleados derivados de tercera repeticion de
union a colina. En azul se destacan los aminodcidos correspondientes a la repeticion nimero
3; en rojo, el conector que los une. En nimero entre paréntesis representa la longitud de
cada péptido.

Antes de cada ensayo con péptidos, era necesario determinar la concentracion del
péptido en disolucién. Se realizé mediante espectroscopia de absorcién a 280 nm, utilizando
un espectrofotémetro Evolution 201 (Thermo Scientific) con una cubeta de cuarzo de 10
mm de paso 6ptico. A partir de la medida de absorbancia, se obtuvo la concentracion del

péptido mediante la ley de Lambert-Beer (Ecuacién 1).
Azgonm = C * g0 *

Ecuacion 1: ley de Lambert-Beer, la ecuacién relaciona transmision de luz a través de
una sustancia con la concentracién de la misma. “C” es la concentracion, “g,3” es el
coeficiente de extincion molar del péptido a 280 nmy “I” es el paso dptico de la cubeta.

El coeficiente de extincién molar de los diferentes péptidos fue calculado mediante el

programa Protparam del servidor rExpasy (http://web.expasy.org/protparam/). A

continuacién, en la Tabla 3, se adjuntan los coeficientes de extincién molar de cada péptido:


http://web.expasy.org/protparam/

Péptido €280 (M* cm™)

P3A (P3) 13980
P3B (P33) 27960
P3C (P333) 41940

Tabla 3: Coeficientes de extincion molar de los distintos péptidos, calculados mediante
el programa Protparam (rExpasy).

Se trabajé con unidades de absorbancia inferiores a la unidad para permanecer dentro
del rango de linealidad de la ley de Lambert-Beer, realizando diluciones cuando fue

necesario.
3.8. Toma de muestras y visualizacion en microscopio dptico y confocal

Durante los ensayos, se tomaron muestras de los diferentes cultivos liquidos de
Streptococcus pneumoniae para su observacién microscépica. Para la observacidn, se utilizo

un microscopio éptico con contraste de fases Bx50 (Olympus).

También se tomaron muestras para su observacidn por microscopia confocal (ZEISS LSM
800 (Carl Zeiss AG). Las muestras fueron tefiidas utilizando el protocolo de tincién
LIVE/DEAD Baclight (Life Technologies, Thermo Fisher), donde se utilizan dos fluorocromos:
el SYTOX9, que penetra todas las células y da lugar al color verde y yoduro de propidio,
capaz de penetrar Unicamente en las células cuya membrana ha sido comprometida, dando
lugar a color rojo. Se emplearon muestras de 50 pl incubadas con 1,5 pl de la mezcla de

fluorocromos de Baclight (diluido 1:10 con agua Mili-Q) durante 15 minutos.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

El seguimiento de la densidad dptica a 550nm del cultivo liquido de Streptococcus
pneumoniae R6 ha permitido obtener datos sobre la evolucidén de su crecimiento. Para cada EBA,
se siguié la misma estrategia: en un primer ensayo se probaba el EBA seleccionado sobre
neumococo para determinar con mas precisién la concentracién minima inhibitoria (minimum
inhibitory concentration, MIC) de cada compuesto en nuestro sistema, debido a que es
conveniente utilizar una concentracién de EBA que por si sola cause poco o ningln efecto. De
esta manera se podria detectar un efecto sinérgico en caso de ver efectos significativos sobre la

bacteria en ensayos con péptidos y EBAs juntos.
4.1. EBA31

La MIC del EBA31 es de 22uM, de acuerdo con lo descrito en la literatura (Retamosa y

cols., 2015). Partiendo de este dato, se probaron concentraciones del EBA31 de 100 uM, 10 uM



y 1 uM junto a los controles correspondientes, adicionando el tampdn donde se encuentran
disueltos los EBAs (el EBA31 se encontraba disuelto en un tampdn compuesto por HCl 15 mM y

tampon fosfato 20 mM a pH 7).

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 6), se tomaron muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el recuento

de viables (Figura 7) y para su observacion en el microscopio dptico (Figura 8).
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Figura 6: Efectos del EBA31 en la curva de crecimiento de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas. El compuesto de ensayo fue afiadido
cuando todos los cultivos alcanzaron una DOssp de 0,1. Cada punto representa la media de los
duplicados con su respectiva desviacidon estandar.
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Figura 7: Efectos del EBA31 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras tomadas
a 140 min y 240 min. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada
control frente la concentracién de compuesto.



Figura 8: Imdagenes de microscopia éptica del cultivo de S. pneumoniae con EBA31, a 240
min. A) Control. B) Control + HCI. C) EBA31 100 puM.

Se puede ver en la Figura 6 como el crecimiento de neumococo se ve afectado a las tres
concentraciones probadas (100 uM, 10 pM y 1 uM). El aumento de DO registrado a 100 uM es

debido a que se formaron agregados del EBA31 que dispersaban la luz.

La viabilidad se ve igualmente comprometida, como se demuestra en la Figura 7, las
concentraciones probadas disminuyen varias unidades logaritmicas el nimero de unidades

formadoras de colonias por mililitro.

Ademas se observa un cambio en la morfologia de la bacteria tal y como muestra la

Figura 8. A medida que aumenta la concentracidn del compuesto se observa un descenso en el



numero de células y un incremento en la formacién de agregados bacterianos caracteristicos de

la inhibicidn de las proteinas de unién a colina.

Aunque la MIC descrita en la literatura era de 22 uM, en nuestro caso una concentracién
de 10 uM bastaba para afectar el crecimiento, la viabilidad y la morfologia. Por tanto, con estos
resultados, se vio necesario volver a repetir un ensayo similar a concentraciones inferiores, que
causasen un menor efecto y permitiera dilucidar mejor un efecto sinérgico en posteriores
ensayos con péptidos. También se observé que el uso de HCl no tiene efectos significativos sobre

el crecimiento y la viabilidad de la bacteria a las concentraciones utilizadas (Figs. 6-8).

Usando menores concentraciones de EBA, a 0,5 uM, 0,2 uM y 0,1 uM, se siguié la curva
de crecimiento (Figura 9), tomandose muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el

recuento de viables (Figura 10).
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Figura 9: Efectos del EBA31 en la curva de crecimiento de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas. El compuesto de ensayo fue afiadido
cuando todos los cultivos alcanzaron una DOssp de 0,1. Cada punto representa la media de los
duplicados con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 10: Efectos del EBA31 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras tomadas
a 140 min y 240 min. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada
control frente la concentracién de compuesto.

Tras los resultados obtenidos se decide utilizar este compuesto a una concentracion de
0,5 UM o de 1 uM (la minima concentracién donde se nota algun efecto) para ensayos donde se

utilice algun péptido junto con el EBA31.

Se realizé un primer ensayo con los péptidos P3A, P3By P3C a 1 uM junto con el EBA31
a 0,5 uM (a la cual no se observd ningln efecto por si sola). Los tres péptidos también se
utilizaron a concentraciones por debajo de las capaces de causar efectos en S. pneumoniae de

acuerdo con conocimientos previos del grupo (datos no mostrados).

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguio la curva de
crecimiento (Figura 11). Se tomaron muestras en fase estacionaria a un tiempo para el recuento

de viables (Figura 13).
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Figura 11: Efectos del EBA31 junto con P3A, P3B o P3C en la curva de crecimiento de
Streptococcus pneumoniae, obtenida mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas.
El compuesto de ensayo fue afiadido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOssode 0,1. Cada
punto representa la media de los duplicados con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 12: Efectos del EBA31 junto con P3A, P3B o P3C en la viabilidad celular de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado
de muestras tomadas al minuto 180. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras de
colonias de cada control frente la concentracién de compuesto.

Se observa como en la Figura 11, el crecimiento de neumococo se ve ligeramente
afectado al utilizar el EBA31 junto a P3A, P3B y P3C. El efecto en el crecimiento es mayor en el
caso de los péptidos P3B y P3C.En todo caso, la viabilidad celular no se ve altamente

comprometida en ninguno de los casos (Fig. 12).



Se realizé un nuevo ensayo con el EBA31 a1 uM junto al péptido P3B a 25,5 uM, una
concentracién de péptido que en principio si afecta al crecimiento, pero no ala viabilidad, segun
resultados de ensayos realizados por el grupo en el pasado (Figuras 14 y 15B). Se tomaron los

datos de los ensayos como control de los efectos del péptido P3B sdlo.

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 13) y se tomaron muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el

recuento de viables (Figura 15A).
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Figura 13: Efectos del EBA31 junto con P3B en la curva de crecimiento de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas. El compuesto
de ensayo fue afiadido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOsso de 0,1. Cada punto
representa la media de los duplicados con su respectiva desviacidn estandar.
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Figura 14: Efectos del péptido P3B en la curva de crecimiento de S. pneumoniae, obtenida
mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas. Resultados obtenidos previamente

por el grupo.
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Figura 15A: Efectos del EBA31 y el péptido P3B en la viabilidad celular de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado
de muestras tomadas a los minutos 180 y 300. Se repesenta el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias de cada control frente la concentraciéon de compuesto. Figura 15B:
Efectos del péptido P3B en la viabilidad celular de S. pneumoniae, obtenida mediante el
recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado. Resultados obtenidos previamente
por el grupo.

Los resultados presentados en la Figura 13 muestran como el crecimiento de
Streptococcus pneumoniae se ve algo afectado al probar EBA31 junto con P3B. Esto no se
observa con el EBA31 por separado. En la Figura 14 se mostraba el ensayo realizado por el grupo
este péptido por separado, donde P3B a concentraciones de 10 y 30 pM afectaba al crecimiento

de mayor a como lo hace con el EBA31 junto con P3B, es decir, hay un cierto efecto antagdnico.

Tal y como muestra la Figura 15A, el uso conjunto de EBA31 con P3B afecta la viabilidad,
detectandose una disminucién de cerca de una unidad logaritmica tanto a 180 min como a 300
min. Este efecto no se observa con otras muestras, ya que la viabilidad de la bacteria tras su
exposicion al EBA31 solo, no difiere del control. El uso de P3B solo tampoco afectaba a la
viabilidad, como ya demostré el grupo, mostrado en la Figura 15B. Cabe resaltar que en las
Figuras 6 y 7 el EBA31 a 1 uM si afectaba a la bacteria, mientras que en las Fig. 14y 15 no lo
hace. Considerando los conocimientos previos de ensayos realizados por el grupo (no
mostrado), tiene mas sentido estos ultimos resultados, donde una concentraciéon baja del

compuesto solo no produce efectos adversos.

220 min



DO 550 nm

4.2. EBA 27

La MIC descrita en la literatura del EBA27 es de 90 uM (Retamosa y cols., 2015). Como
ya se realizé con el otro EBA, primero se probd un rango amplio concentraciones del EBA27 de

100, 70, 30,20,10 y 1 pM.

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 16), se tomaron muestras en fase estacionaria a un tiempo para el recuento

de viables (Figura 17).
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Figura 16: Efectos del EBA27 en la curva de crecimiento de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el seguimiento de la DOssonm durante varias horas. El compuesto de ensayo fue
anadido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOssonm de 0,1. Cada punto representa la
media de los duplicados con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 17: Efectos del EBA27 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras tomadas
al minuto 170 6 230 min. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras de colonias de
cada control frente la concentracion de compuesto.

Tal y como muestra la Figura 16 sélo el EBA27 a 100 uM y a 70 uM afecta al crecimiento
de S. pneumoniae. Sin embargo, segun la representacion de la viabilidad de la Figura 17, no se
aprecia ninglun efecto sobre el nimero de unidades formadoras de colonias con ninguna
concentracion de este compuesto. En las tres concentraciones donde se tomaron muestras a
230 min, parece haber un descenso proporcional en las viables, pero no es significativo viendo

la barra de error del control.

30 uM fue la maxima concentracién que no afectaba ni a la curva normal de crecimiento
ni al nimero de unidades formadoras de colonias, por lo que se eligié esta concentracién para

su ensayo junto con los péptidos.

En un nuevo ensayo conjunto de ambas estrategias antimicrobianas, se utilizo el EBA27
a 30 uM junto con el péptido P3B a 21 uM. Como control del péptido se utilizd los datos

obtenidos por el grupo anteriormente (Figura 14).

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 18), se tomaron muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el

recuento de viables (Figura 19A).
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Figura 18: Efectos del EBA27 junto con el péptido P3B en la curva de crecimiento de
Streptococcus pneumoniae, obtenida mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas.
El compuesto de ensayo fue afladido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOsso de 0,1.
Cada punto representa la media de los duplicados con su respectiva desviacién estandar.
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Figura 19A: Efectos del EBA27 y el péptido P3B en la viabilidad celular de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado
de muestras tomadas a los minutos 180 y 300. Se repesenta el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias de cada control frente la concentracién de compuesto. Figura 19B:
Efectos del péptido P3B en la viabilidad celular de S. pneumoniae, obtenida mediante el
recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado. Resultados obtenidos previamente
por el grupo.

Los resultados mostrados en la Figura 18 indican que el uso combinado del EBA27 junto
con P3B tiene un efecto adverso en el crecimiento de S. pneumoniae, presentando una menor
densidad dptica que el control. Sin embargo, es similar al efecto provocado por P3B a 10 uM

solo, como mostraba la Figura 14.

La viabilidad de neumococo no se vio comprometida al ser expuesto a la combinacién

de péptido mas EBA. Como se muestra en la Figura 19A, a ninguno de los tiempos se observa



una disminucidn significativa en las unidades formadoras de colonias por mililitro. Por tanto, en

este caso no se aprecia sinergia.

Se decidio realizar el mismo ensayo con EBA31 a 30 uM junto con P3C a 10 puM, un
péptido que produce una mayor caida del crecimiento que P3B, a una concentraciéon que en

teoria deberia afectar tanto a la viabilidad como al crecimiento de S. pneumoniae.

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 20), se tomaron muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el

recuento de viables (Figura 21).
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Figura 20: Efectos del EBA27 junto con el péptido P3C en la curva de crecimiento de
Streptococcus pneumoniae, obtenida mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas.
El compuesto de ensayo fue afiadido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOsso de0,1. Cada
punto representa la media de los duplicados con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 21: Efectos del EBA27 y el péptido P3C en la viabilidad celular de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado
de muestras tomadas a los minutos 230 y 300 desde el inicio del ensayo. Se repesenta el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada control frente la concentracidn de
compuesto.



Los resultados de la curva de crecimiento de Streptococcus pneumoniae representados
en la Figura 20 muestran que tanto los cultivos con P3C solo, como los que tenian P3C junto con
el EBA27 ven afectados su crecimiento normal en comparacidn con el control y con el cultivo

donde sélo habia EBA27.

De forma similar, los resultados de viabilidad representados en la Figura 21 muestran
una disminucién en el nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro en los cultivos
con P3Csdéloy con EBA27+P3C, sin diferencias significativas entre ambos a 230 min. La viabilidad

de los cultivos con EBA27 no parece diferir del control.

Esto parece indicar que los efectos observados al utilizar ambos antimicrobianos son
debidos al péptido P3C, sin apreciarse sinergia al utilizar al combinarlo con EBA27 a las

concentraciones empleadas.
4.3. EBA 18

La MIC del EBA18 es de 180 uM, segun se ha descrito en la literatura (Retamosa y cols.,
2015). Como se venia haciendo hasta ahora, primero se probdé un rango amplio de

concentraciones del EBA18 de 250 uM, 150 uM, 100 uM y 50 pM.

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguid la curva de
crecimiento (Figura 22), se tomaron muestras en fase estacionaria a un tiempo para el recuento

de viables (Figura 23).
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Figura 22: Efectos del EBA18 en la curva de crecimiento de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas. El compuesto de ensayo fue afiadido
cuando todos los cultivos alcanzaron una DOssp de 0,1. Cada punto representa la media de los
duplicados con su respectiva desviacidon estandar.
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Figura 23: Efectos del EBA18 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras tomadas
al minuto 230. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada control
frente la concentracién de compuesto.

Todas las concentraciones del EBA18 afectan al crecimiento de S. pneumoniae como se
muestra en la Figura 22. Las concentraciones mas elevadas probadas tienen un efecto casi
inmediato en los cultivos desde su adiccion, mostrando una menor densidad dptica es fase

exponencial y estacionaria.

Se vio conveniente utilizar el EBA18 a 50 uM, puesto que su efecto era practicamente

inexistente sobre la curva de crecimiento y nulo sobre la viabilidad.

Se decidid utilizar el EBA27 a 50 uM junto con P3B a 20 puM, una concentracién similar

a las empleadas hasta ahora (21 y 25,5 uM).

Siguiendo los procedimientos descritos en el apartado de Métodos, se siguio la curva de
crecimiento (Figura 24), se tomaron muestras en fase estacionaria a dos tiempos para el

recuento de viables (Figura 25) y para su observacién en el microscopio éptico (Figura 26).
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Figura 24: Efectos del EBA18 junto con el péptido P3B en la curva de crecimiento de
Streptococcus pneumoniae, obtenida mediante el seguimiento de la DOsso durante varias horas.
El compuesto de ensayo fue afiadido cuando todos los cultivos alcanzaron una DOsso de 0,1.
Cada punto representa la media de los duplicados con su respectiva desviacién estandar.
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Figura 25: Efectos del EBA18 y el péptido P3B en la viabilidad celular de Streptococcus
pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado
de muestras tomadas a los minutos 230 y 300 desde el inicio del ensayo. Se repesenta el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada control frente la concentracion de
compuesto .
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Figura 26: imagenes de microscopia dptica del cultivo de Streptococcus pneumoniae con EBA18

y P3B, de muestras tomadas a 270 minutos. Las imagenes corresponden a: A) Control. B) EBA18
50 uM. C) P3B 20 uM. D) EBA18 50 uM + P3B 20 pM.

Los resultados de la Figura 24 muestran una disminucién en la densidad dptica del
cultivo de S. pneumoniae al ser expuesto a los compuestos de ensayo. El efecto del EBA18 por
si solo es el mismo al descrito en el ensayo anterior, mientras que P3B sdlo y el EBA18+P3B

parecen tener un efecto similar.

La viabilidad del cultivo no se ve afectada en ninguin caso a 200 min, como muestra la
Figura 25. A 270 minutos si que existe una disminucién de cerca de una unidad logaritmica en el
numero de unidades formadoras de colonias por mililitro en los cultivos con P3B y EBA18+P3B.

Este efecto es igual en ambos.



Como refleja la Figura 26C-D, la adicion de P3B provoca la aparicién de células
redondeadas. Esto es debido al efecto del péptido, ya que la adicion del EBA18 solo (Fig. 26B)

no causa ese efecto.

Nuevamente, el efecto observado al utilizar ambos antimicrobianos en conjunto es el
mismo que el del uso del péptido sélo. Por tanto, en las alteraciones en la viabilidad y el

crecimiento no parece haber efecto sinérgico.

4.4. Ensayo de viabilidad mediante el método de resting cells

Como ya se ha mencionado, la ventaja de este método es que utiliza células con un pase
previo donde las bacterias se encontraran diluidas en un buffer y no en el medio. Se hizo asi
porque durante el transcurso del TFG, se observé que el medio C+Y provocaba la precipitacion
de los péptidos en alguna ocasién. De esta forma, las condiciones seran de mdaxima solubilidad

para los péptidos.
4.4.1. EBA31,EBA27 y EBA18

En primer lugar se probaron los EBAs por separado, ya que se esperaba que pudiese
haber algiin cambio en la concentracidn a la cual estos compuestos inhiben el crecimiento de S.
pneumonaie. En principio, para cada uno de los ésteres de aminas biciclicas se utilizaron tres
concentraciones: una de ellas afectara significativamente la viabilidad y las otras dos afectarian
en menor medida o nada. Por ello, se escogio utilizar: EBA31a 10,1y 0,1 uM; EBA27 a 250, 100
y 70 uM; EBA18 a 250, 150 y 75 uM. Tras 180 desde la adicién del compuesto, se tomaron

muestras para llevar a cabo las viables en placas de agar sangre (Figura 27).
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Figura 27: Efectos de los EBAS31, 27 y 18 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae,
obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras
tomadas al minuto 180 desde el inicio del ensayo. Se repesenta el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias de cada control frente la concentracion de compuesto.



Como se observa en la Figura 27, los resultados de viabilidad son algo diferentes a los
presentados con anterioridad, obtenidos con los ensayos de seguimiento de crecimiento. A
excepcion del EBA31, cuyos efectos son similares, con el EBA27 y el EBA18 se observa un mayor
efecto en la viabilidad en las concentraciones cercanas probadas, demostrando que el medio

C+Y podria estar interfiriendo en la solubilidad de los compuestos.
4.4.2. EBAs31y27conP3ByP3C

Una vez conocidas las concentraciones con efectos en la viabilidad con este método, se
utilizaron concentraciones sin efecto de los EBAs 31y 27, esto es, el EBA31a 1 uMy el EBA27 a
30 uM y a 10 uM, cada una con los péptidos P3B a 20 uM y P3C a 10 puM. El motivo por el que
se utilizan concentraciones de EBA 27 menores a las del ensayo anterior, es que el efecto sobre
la viabilidad fue demasiado elevado. Por otra parte, no se utilizé EBA18 debido a que los
resultados con este compuesto venian siendo menos prometedores que los del EBA27, por lo

que se optd por utilizar dos concentraciones de éste.

También, se realizaron controles en ausencia de compuestos y en presencia de los
compuestos por separados. Todo ello por duplicado. La Figura 28 muestra los resultados de

viabilidad a partir de muestras tomadas tras dos horas desde la adicién de los compuestos.
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Figura 28: Efectos de los EBAs 31 y 27 (a dos concentraciones) en la viabilidad celular de
Streptococcus pneumoniae, obtenida mediante el recuento de unidades formadoras de colonias
por triplicado de muestras tomadas al minuto 180 desde el inicio del ensayo. Se repesenta el
logaritmo de las unidades formadoras de colonias de cada control frente la concentracién de
compuesto.



Los resultados muestran unos resultados coherentes con lo visto hasta ahora. En los
cultivos donde se adiciond alguno de los péptidos (P3B y P3C) ya sean solos o con EBA, hay un
ligero descenso en la viabilidad, pero no se aprecian diferencias significativas entre el uso de

péptidos junto con EBAs respecto a los controles con Unicamente péptido.

Con los resultados anteriores, se repitié el mismo ensayo pero disminuyendo a la mitad
las concentraciones de EBA31, P3B y P3C, ya que el efecto en la viabilidad al usarlos en
combinacion parece ser causado en exclusividad por estos, apreciable al observar los controles.
El uso de concentraciones menores permitiria apreciar mejor si hay sinergia, sin que en los
efectos observados domine la accidn de la alta concentracién de estos compuestos

mencionados.

Por tanto, se realizé un nuevo ensayo en el que se utilizd: el EBA31 a 0,5 uM, en
combinacién con los péptidos P3B a 10 uM y P3Ca 5 uM. En paralelo se realizaron los controles

necesarios, todo por duplicado.

La Figura 29 muestra los resultados de viabilidad a partir de muestras tomadas tras dos
horas desde la adicién de los compuestos. También se tomaron muestras para su observacién

en el microscopio confocal, obteniéndose las imagenes de la Figura 30.
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Figura 29: Efectos del EBAs 31 en la viabilidad celular de Streptococcus pneumoniae, obtenida
mediante el recuento de unidades formadoras de colonias por triplicado de muestras tomadas
al minuto 180 desde el inicio del ensayo. Se repesenta el logaritmo de las unidades formadoras
de colonias de cada control frente la concentraciéon de compuesto.
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Figura 30: imagenes de microscopia confocal del cultivo de Streptococcus pneumoniae con EBA31 junto con P3B
y P3C, tras 180 minutos desde la adicién de los compuestos. Las bacterias viables aparecen de color verde,
mientras que aquellas cuya membrana ha sido comprometida aparecen en rojo, debido a los fluorocromos
utilizados.

Los resultados obtenidos en el ensayo (Figura 29) muestran una ligera disminucion de
la viabilidad en los cultivos donde se adiciond alguno de los péptidos, tanto con P3B como con
P3C. Esto ocurre tanto en el uso de péptidos solos (en los controles) como con su uso combinado
con el EBA31. Los cultivos donde se utilizaron ambos agentes antimicrobianos muestran unos
resultados de viabilidad similares a los controles sélo con péptidos. Estos resultados concuerdan
con los del ensayo anterior, demostrando de nuevo que la combinacién de compuestos no

origina resultados distintos a los que se obtiene en su uso por separado.

Por lo que respecta a las imagenes de la Figura 30 obtenidas por microscopia confocal, se
puede observar que no hay alteraciones Ilamativas en la viabilidad de Streptococcus pneumoniae

tras tu exposicion al EBA31 y a los péptidos.



5. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Tras los ensayos realizados, no se ha encontrado el efecto sinérgico que se buscaba
entre el uso de EBAs y péptidos derivados de la tercera repeticion de unidn a colina de LytA,
demostrado por el hecho de que el uso conjunto de ambos compuestos no tiene efectos
adversos superiores sobre el crecimiento, viabilidad y morfologia de S. pneumoniae que su
uso por separado. Esto quiere decir que es posible que ambos antimicrobianos actten por
mecanismos similares.

Como fue descrito en la introduccion, estos péptidos forman horquillas B en estado
nativo, pero se ha visto que tienen capacidad de formar hélices anfipaticas e insertarse, por
encima de una cierta concentracidn, en micelas de detergentes y en vesiculas lipidicas
(zamora-Carreras y cols., 2015). Posiblemente el efecto sobre la viabilidad provocado por
los péptidos sobre S. pneumoniae sea debido a dafios en la membrana. Por otro lado, los
EBAs, como se ha dicho en la introduccidn, no son meros andlogos de colina porque ésta
produce formacién de cadenas pero sin afectar la viabilidad, mientras que los EBAs si
provocan muerte celular (Maestro y cols., 2007; Retamosa y cols., 2015), también observado
en los ensayos realizados. Segin Retamosa y cols., 2015, las partes aromaticas de las CBPs
interaccionan con las partes aromaticas y el grupo amonio de los EBAs. Es posible que estos
grupos aromaticos puedan tener un segundo papel provocando dafios en la membrana, al
igual que hacen los péptidos.

De cara al futuro, una interesante proyeccion seria la realizacion de experimentos de
interacciéon entre los EBAs y la membrana de S. pneumoniae, que puedan demostrar si los
grupos aromaticos de estos compuestos son capaces de dafiarla. También, seria de interés
comprender mejor el mecanismo de accion de los péptidos y conformar si ocurre una
insercién en la membrana, comprometiendo su estructura y causando dafios. Asimismo,
considerando el problemdatico panorama de las resistencias a antibidticos descrito en la

introduccion, se debe continuar con la busqueda de nuevos antimicrobianos.
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