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Tris (hidroximetil) aminometano

del inglés Tripticase Soy Broth
Unidades formadoras de colonias

Sefal especifica de captura (del inglés Uptake Specific Signal)
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RESUMEN

Haemophilus influenzae no tipable (HINT) es una bacteria Gram negativa integrante de
la microbiota normal humana, y un patdgeno oportunista que causa infecciones no respiratorias
y respiratorias agudas, e infecciones crénicas que favorecen la progresion de enfermedades
respiratorias cronicas asociadas al tabaquismo.

En esta Tesis Doctoral, hemos caracterizado el papel de un conjunto de estructuras de
la superficie de HINT como factores de virulencia implicados a distintos niveles del proceso
infeccioso, mediante el empleo de mutantes generados en el laboratorio y de aislados clinicos.
Hemos analizado la heterogeneidad fenotipica de aislados clinicos de HIiNT respecto a su
resistencia al ataque bactericida de péptidos antimicrobianos, a su interaccién con superficies
abidticas y epiteliales, y a mecanismos moleculares de subversién del epitelio respiratorio
empleados por el patégeno durante los procesos de adhesion e invasién epitelial. Asimismo, el
analisis de este repertorio de fenotipos asociados a virulencia en una bateria de cepas
mutantes que carecen de estructuras superficiales del patdgeno, incluyendo modificaciones del
lipopolisacarido y adhesinas de naturaleza proteica, nos ha permitido establecer una
asociacion directa entre moléculas bacterianas y elementos de la inmunidad innata del
hospedador.

Por otra parte, hemos diseccionado la implicacion de un conjunto de moléculas
eucariotas en la invasion del epitelio respiratorio humano por HINT, mediante la infeccion de
células epiteliales humanas en cultivo en combinacion con la interferencia de moléculas
eucariotas ad hoc. Mediante esta diseccion, presentamos un modelo que integra un conjunto
de eventos moleculares, incluyendo receptores y elementos de cascadas de sefalizacion
eucariota con un papel esencial en la invasion epitelial por este patdgeno respiratorio.

En conjunto, la identificacibn de moléculas, tanto bacterianas como celulares,
implicadas en la infeccién por HINT nos ha permitido ampliar nuestro conocimiento sobre la
patogénesis de HiNT, asi como la identificacion de potenciales dianas terapedticas para
combatir la infeccién por este patdgeno respiratorio.

ABSTRACT

The Gram negative bacterium nontypable Haemophilus influenzae (NTHi) is a
commensal organism in the human upper respiratory tract, and an opportunistic pathogen that
causes acute and chronic respiratory infections, and favors the progression of the chronic
respiratory diseases linked to tobacco smoking.

During this PhD thesis work, we have characterized the role of a collection of NTHi
surface structures as virulence factors involved in the infectious process, by employing mutant
strains generated in the laboratory and clinical isolates. We have analyzed NTHi clinical isolates
phenotypic heterogeneity regarding their resistance to antimicrobial peptides, bacterial
interaction with both inert and host epithelial cell surfaces, and the molecular mechanisms
employed to subvert the host respiratory epithelium during the events of epithelial adhesion and
invasion. Likewise, we have analyzed the same virulence-related phenotypes in a collection of
mutant strains lacking surface structures, such as the lipopolisaccharide and adhesive proteins.
Altogether, this part of the work has allowed us to establish an association between bacterial
molecules and host innate immunity elements.

Moreover, we have analyzed in detail the implication of a set of eukaryotic molecules in
human respiratory epithelial invasion by NTHi, by infection of cultured human epithelial cells,
and in combination with the interference of eukaryotic molecules ad hoc. Through this
dissection, we present a model that integrates a number of molecular events, including receptor
molecules and elements of several eukaryotic signaling pathways with an essential role in NTHi
epithelial invasion.

Overall, the identification of molecules, both of bacterial as cellular origin involved in the
NTHi infection, has allowed us to expand our knowledge on NTHi pathogenesis, and the
identification of potential therapeutic targets to fight the infection by this bacterial respiratory
pathogen.
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1. BASES DE LA PATOGENESIS BACTERIANA

El cuerpo humano es un nicho en el que existe una variedad de comunidades
microbianas que desempefian funciones fundamentales en la salud y enfermedad. El
microbioma es el conjunto de microorganismos, sus elementos genéticos (genomas) y
sus interacciones en un nicho concreto. La microbiota normal humana es el conjunto
de microorganismos que reside de manera habitual en distintos sitios del cuerpo
humano, incluyendo la piel y mucosas respiratoria, conjuntiva, gastrointestinal y
urogenital; estd constituida por microorganismos comensales y por patégenos
oportunistas (Wilson et al., 2011). Los patégenos oportunistas son microorganismos
que habitualmente no causan una infeccion sintomatica/enfermedad en individuos
sanos, pero si en individuos cuya inmunidad se encuentra comprometida por distintas
razones, incluyendo edad, genética, exposicidon continua a agentes ambientales, co-
infecciones, u otros. Por el contrario, los patégenos profesionales son
microorganismos cuya infeccion es sintomatica y cursa como enfermedad infecciosa
en individuos tanto sanos como comprometidos desde el punto de vista inmunoldégico.
En cualquier caso, un rasgo comdn a todos los microorganismos patdgenos es la
subversion de la inmunidad del hospedador en beneficio propio, es decir, los
patdgenos han desarrollado estrategias sofisticadas de manipulacion de moléculas y
cascadas de sefializacion eucariota con funciones fisiol6gicas diversas en el individuo
hospedador, lo que provoca una infeccion que en ultimo término permite y favorece la
supervivencia del patégeno (Wilson et al., 2011).

La suma de caracteristicas estructurales, bioquimicas y genéticas contribuye a
la patogenicidad de cada microorganismo. Cada microorganismo patégeno esta
provisto de un repertorio de factores de colonizacién y/o virulencia a través de los
cuales provoca una infeccién que resulta beneficiosa para el propio patdégeno. La
infeccion tiene consecuencias diversas para el hospedador, que van desde una
colonizacién asintomética en el caso de la infeccion de individuos sanos por patdgenos
oportunistas hasta una infeccibn con desenlace fatal (Wilson et al.,, 2011). La
exclusividad de cada especie patégena hace pertinente el estudio de los factores y
mecanismos de virulencia a través de los cuales cada patégeno subvierte 0 manipula
la inmunidad del hospedador en beneficio propio, asi como de las caracteristicas y
consecuencias de la interaccién hospedador-patdgeno. La determinacion precisa de
elementos implicados en dicha interaccién resulta clave en la identificacién de posibles
dianas terapelticas que pueden ser explotadas para combatir una determinada

infeccion.
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Existe un conjunto de etapas comunes a un amplio nimero de infecciones
bacterianas, si bien cada infeccidn particular presenta a su vez rasgos especificos. De
esta forma, los patdgenos (i) interaccionan/se adhieren a superficies del hospedador
para su colonizacion; (i) evaden las barreras defensivas del hospedador para su
infeccion; (iii) captan nutrientes esenciales para poder proliferar; (iv) se diseminan en
el individuo y/o entre individuos, un aspecto critico para la supervivencia del patdgeno;
(v) provocan una infeccién sintomética. El desarrollo de sintomatologia no es un
requerimiento para la supervivencia del patdgeno, sino el resultado de la mera
presencia del microorganismo o de la respuesta del hospedador a dicha presencia
(Wilson et al., 2011).

La piel y las mucosas son nichos permanentemente colonizados por la
microbiota normal. Al mismo tiempo, son tanto una primera barrera defensiva como
una puerta de entrada para patdgenos. La colonizacién epitelial de las mucosas es con
frecuencia un primer paso en el desarrollo de una infeccion. Los patégenos presentan
moléculas con capacidad adhesiva a través de las cuales interaccionan de forma
especifica con superficies celulares. La adhesion facilita la interaccién del patégeno
con el hospedador y, al mismo tiempo, evita su arrastre y/o eliminacion por elementos
presentes en las mucosas como es el moco. Las principales estrategias de adhesion
bacteriana se basan en el empleo de pili o fimbrias y de adhesinas de tipo no-fimbria,
a través de las cuales las bacterias se adhieren a superficies celulares directamente, o
indirectamente a través de la union a proteinas de la matriz extracelular. La adhesion a
superficies celulares determina cambios conformacionales que desencadenan a su
vez cascadas de sefializacion en la célula hospedadora (Wilson et. al, 2011). En este
contexto, los microorganismos pueden residir extracelularmente (patégenos
extracelulares), y cursar la infeccion a través de la union intima a superficies celulares
(p.e. Escherichia coli enteropatogénica) (Wong et al., 2012), a través de la formacion
de comunidades microbianas organizadas conocidas como biopeliculas o biofilms
(Pseudomonas aeruginosa) (Brugha & Davies, 2011), o mediante el desplazamiento a
través de fluidos o superficies corporales (Vibrio parahaemolyticus) (McCarter &
Silverman, 1990). Por otra parte, existen patdgenos intracelulares facultativos, con
capacidad para invadir células no fagociticas o fagocitos profesionales, cuyo interior
puede ser empleado como nicho donde alojarse (p.e. Escherichia coli uropatogénica)
(Agarwal et al., 2012) o como nicho replicativo (Legionella pneumoniae) (Tilney et al.,
2001). Por ultimo, existen patégenos intracelulares obligados, capaces de residir
Unicamente dentro de células del hospedador (Chlamydia spp.) (Vivoda et al., 2011).

Los patégenos han desarrollado diversas estrategias de evasion de la

inmunidad del hospedador.
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() Evasion del sistema de complemento y de la fagocitosis por fagocitos
profesionales. Algunos patégenos presentan una capsula polisacaridica que previene
la activacion del complemento y la ingestion por fagocitos profesionales (Hallstrom &
Riesbeck, 2010). Asimismo, algunos patdgenos presentan cpsulas que mimetizan
estructuras eucariotas, como es el caso de Streptococcus pyogenes, que presenta una
capsula con &cido hialurénico (Cole et al., 2010). Igualmente, la composicion y longitud
del antigeno O del lipopolisacarido (LPS) de patdogenos Gram negativos previene la
activacion del sistema de complemento (Clay et al., 2008). Respecto a la evasion de
fagocitos profesionales, existen enzimas bacterianas que degradan el quimioatrayente
Cbha (Oda et al., 1990), y toxinas que previenen la activacion, inhiben la migracion,
reducen el dafio oxidativo o provocan la muerte de fagocitos profesionales (Cheung et
al., 2010).

(i) Localizacion intracelular. Como se ha mencionado previamente, existen
patégenos intracelulares facultativos, que han desarrollado la capacidad de invadir
células a través de la adhesion a las mismas y estimulacion de cambios del
citoesqueleto celular que facilitan la internalizacion bacteriana. Habitualmente, las
bacterias internalizadas se alojan en compartimentos subcelulares que maduran con
lisosomas y son eliminadas. Los patdgenos intracelulares han desarrollado estrategias
para sobrevivir intracelularmente, que incluyen la neutralizacién de componentes del
fagolisosoma (mediante estructuras bacterianas superficiales refractarias a la accién
de proteasas lisosomales) (Omsland & Heinzen, 2011), la resistencia a especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (mediante las actividades catalasa y superéxido
dismutasa) (Hebrard et al., 2009), la prevencion de la fusion fagolisosomal (Legionella,
Salmonella, Mycobacterium) (Knodler & Steele-Mortimer, 2003; Philips, 2008; Tilney et
al., 2001), o el escape del fagosoma (Listeria) (Pizarro-Cerda & Cossart, 2006).

(i) Evasion de la respuesta inmune mediada por anticuerpos. La variacion
antigénica de estructuras superficiales, el mimetismo molecular, la unién a proteinas
del hospedador como lactoferrina, transferrina, fibronectina, o la porcién Fc de los
anticuerpos, son estrategias empleadas por diversos patégenos para evadir la
respuesta inmune mediada por anticuerpos (Fanning et al., 2012; Guner, 1996; Smith
et al., 2011).

Un aspecto esencial para la supervivencia del patdbgeno es su propagacion. La
subversion del citoesqueleto celular de actina para la propulsion intracelular y
diseminacion de célula a célula es empleada por Listeria, Shigella y Rickettsia
(Stevens et al., 2006). Otros patégenos emplean células del hospedador como nicho

replicativo, provocando la muerte celular y liberacibn de la progenie al espacio
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extracelular en el que, mediante ADNasas y proteasas bacterianas, se facilita la

diseminacion de dicha progenie y la progresion de la infeccién (Krishnan et al., 2010).
Durante esta Tesis Doctoral, hemos profundizado en el estudio de la

patogénesis de Haemophilus influenzae no tipable (HINT), un miembro habitual de la

microbiota respiratoria humana y patégeno oportunista.

1.1. Factores de virulencia bacteriana

Los factores de virulencia son moléculas expresadas y/o secretadas por
microorganismos patégenos que participan en la colonizacion microbiana de un
determinado nicho del individuo hospedador (incluyendo factores de adhesion,
invasion, evasion y diseminacion celular), en la adquisicion de nutrientes, en la evasion
de la inmunidad del hospedador, en la inmunosupresion o bloqueo de la respuesta
defensiva del hospedador y en la propagacion de la infeccion (Wilson et al., 2011). Los
factores de virulencia bacterianos mas destacados son: (i) las adhesinas, de tipo
fimbria o tipo no-fimbria; (ii) el lipopolisacérido (LPS), en el caso de bacterias Gram
negativas; (iii) el flagelo, una estructura filamentosa formada principalmente por
subunidades de flagelina, unida a la superficie bacteriana a través de un complejo
proteico a modo de gancho, y que se extiende hacia el exterior desde la superficie
bacteriana. Sirve para propulsar la célula bacteriana, facilitando su desplazamiento en
medio liquido (swimming), a través de superficies (swarming) o a través de medios
viscosos como el moco (Kirov, 2003); (iv) lacapsula bacteriana; (v) toxinas
microbianas, moléculas producidas (endotoxinas) y/o secretadas (exotoxinas) por
microorganismos patdégenos que provocan dafio en el individuo hospedador; (vi)
moléculas secretadas a través de sistemas de secrecion bacterianos. Se han descrito
siete tipos de sistemas de secrecion (SS) en bacterias (tipo | a tipo VII, SST1 and
SST7). Entre ellos y a modo de ejemplo, el SST3 presenta una estructura reminiscente
de la estructura flagelar. Es un sistema de secrecibn a modo de jeringa molecular
presente en numerosos patdgenos bacterianos Gram negativos (Salmonella, Shigella,
Pseudomonas), a través del cual se produce la translocacion de factores de virulencia
(efectores) del citosol bacteriano a la célula eucariota, donde se dirigen a dianas
especificas y manipulan de forma fina funciones fisiologicas de la célula hospedadora

en beneficio del patdgeno (Thanassi et al., 2012).
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1.2. Papel de la modificacién y del intercambio de material genético en la

virulencia bacteriana

La capacidad de una bacteria para responder a una presion selectiva, para
sobrevivir a condiciones ambientales adversas, o para explotar nichos nuevos,
depende de su capacidad de evolucidn a través de mutaciones en genes existentes o
de la adquisién de material genético nuevo mediante transferencia génica horizontal
(HGT, del inglés horizontal gene transfer). Las mutaciones espontaneas que provocan
cambios puntuales, inserciones, deleciones, duplicaciones e inversiones génicas son
eventos con frecuencias bajas. La variacion de fase, la variacion antigénica y la HGT
son eventos con frecuencias altas. HGT es un fendmeno de intercambio de
fragmentos de ADN que ocurre en un solo paso, entre bacterias de la misma y de
distintas especies (Benedek & Schubert, 2007). HGT contribuye a generar una amplia
diversidad gendémica entre aislados, a la rapida evolucidén de bacterias patdgenas, y se
mantiene de forma estable en ausencia de presidn selectiva. La evolucion de
numerosos factores de virulencia y resistencias antibiéticas implica HGT. HGT tiene
lugar mediante: (i) transformacién natural de ADN procedente de una bacteria
donadora, que es liberado al medio, captado por una bacteria receptora, e introducido
en su propio genoma mediante recombinacidn homdloga; (ii) conjugacién de
plasmidos o transposones; (iii) transduccion por bacteriéfagos (Benedek & Schubert,
2007).

Las islas de patogenicidad (PAIl, del inglés pathogenicity islands) son
segmentos de ADN adquiridos mediante HGT que contienen uno o varios factores de
virulencia. Los genes localizados en PAI codifican proteinas con funciones diversas,
incluyendo pili, sistemas de captacién de hierro, operones de sintesis de capsula,
modificaciones del LPS, sistemas de secrecion o toxinas. La adquisicion de una PAI
mediante HGT puede convertir en un Unico paso una bacteria comensal en patégena
(Valdez et al., 2009).

En conjunto, existen multiples mecanismos de intercambio de material genético
en bacterias, lo que causa un elevado grado de diversidad genética dentro de una

misma especie.
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1.3. Moléculas del hospedador moduladas durante la infeccién bacteriana

A continuacion, se presenta un conjunto de moléculas, estructuras y cascadas
de sefializacion eucariota que son manipuladas durante la infeccion por distintos

patégenos bacterianos.

1.3.1. Integrinas

Las integrinas son una familia de glicoproteinas heterodiméricas, formadas por
dos subunidades, a y B, localizadas en la superficie de células eucariotas. Se han
identificado 24 tipos de integrinas, como resultado de la combinacion de las 18
subunidades a y las 8 subunidades B conocidas hasta la fecha. Las integrinas
presentan un dominio extracelular, una region transmembrana y una cola citosdlica
(Arnaout et al., 2005). Las células eucariotas estan expuestas a sefiales externas que
modulan la actividad celular para adaptarse a las condiciones ambientales. Las
integrinas juegan un papel esencial como sensores de este tipo de sefales y
transmisores de las mismas al citosol celular. De esta manera, las integrinas
interaccionan a través de su region extracelular con ligandos especificos, como son las
proteinas de la matriz extracelular, lo que determina un cambio conformacional en sus
colas citosélicas y, en ultimo término, la activacion de cascadas de sefializacion celular
concretas (Fig. 1). Las integrinas estan implicadas en una gran variedad de procesos
biolégicos: interacciones célula-célula, interacciones célula-matriz extracelular,
migracién, proliferacion y supervivencia celular (Ridley, 2004).

Los patdgenos bacterianos explotan la actividad de las integrinas durante la
infeccidon celular mediante al menos dos estrategias: (i) proteinas localizadas en la
superficie bacteriana que se unen a integrinas de forma especifica y directa (invasina
de Yersinia enterocolitica, Ipa de Shigella flexneri, CagL de Helycobacter pylori)
(Conradi et al., 2012; Nagele et al.,, 2011; Watarai et al., 1996); (i) proteinas
localizadas en la superficie bacteriana que se unen a integrinas de forma indirecta, a
través de su unién a proteinas de la matriz extracelular (Slanina et al., 2010) (FnbpA y
B de Staphylococcus aureus, F1/Sbfl de Streptococcus pyogenes, BadA de Bartonella
henselae o HIp/LBP de Mycobacterium leprae) (Byrd et al., 1993; Caswell et al., 2007;
Fowler et al., 2000; Riess et al., 2004).
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Figura 1. Representacion esquematica de la interaccion matriz extracelular-integrinas-
contactos focales . Las integrinas conectan el citoesqueleto citosélico con la matriz
extracelular. A través de su dominio extracelular, la integrina interacciona con componentes de
la matriz extracelular como la fibronectina; a través de su cola citosdlica, la integrina
interacciona con quinasas, proteinas de citoesqueleto y elementos integrantes de cascadas de
sefalizacion celular (talina, vinculina, actinina y actina). Estas interacciones proteina: proteina
que establecen una conexion inequivoca entre el medio extracelular y el citosol eucariota,
ocurren en regiones denominadas contactos focales.

Los contactos focales son grupos dinamicos de proteinas estructurales y
reguladoras que se organizan en cascadas de transduccion de sefiales en direccion
medio externo-citosol eucariota y viceversa (Zamir & Geiger, 2001). Las proteinas de
union a las integrinas paxilina y talina se unen a las colas citosoélicas de las integrinas y
contribuyen al reclutamiento de FAK (del inglés focal adhesion kinase) y vinculina a los
contactos focales (Zamir & Geiger, 2001). La activacion de integrinas por unién
especifica a ligando provoca un cambio conformacional que estimula Ila
autofosforilacién y consiguiente activacion de FAK. Esta autofosforilacién genera un
sitio de union de alta afinidad para proteinas con dominios SH2 (del inglés Src
homology 2), entre las que se encuentran tirosina quinasas de la familia Src como c-
Src. El complejo FAK-Src, una vez activado, recluta y activa factores de sefalizacion y
proteinas adaptadoras (pl130Cas, calpaina, ERK2- del inglés extracellular signal-
regulated kinase 2, etc.), que modulan una gran variedad de funciones de la célula
hospedadora (Zamir & Geiger, 2001) (Fig. 1).

Existe un repertorio de patdégenos bacterianos, incluyendo Neisseria
meningitidis, Staphylococcus aureus, Borrelia burgdorferi y Salmonella typhimurium,
gue han desarrollado estrategias para la modulacion de la sefalizacion mediada por

integrinas en los contactos focales en beneficio propio, especialmente para favorecer
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su internalizacion en la célula hospedadora (Fowler et al., 2003; Shi & Casanova,
2006; Slanina et al., 2010; Wu et al., 2011).

1.3.2. Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule (CEACAM)

La superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) contiene un repertorio de
receptores que actian como moléculas de adhesién celular (CAM, del inglés cell
adhesion molecules) entre los que se encuentran la familia CEACAM (del inglés,
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule). Los receptores CEACAM
presentan un dominio extracelular, una regién transmembrana y un dominio citosélico.
La parte amino-terminal del dominio extracelular presenta una region variable de tipo
inmunoglobulina. El resto del dominio extracelular esta formado por un numero
variable de regiones constantes de tipo inmunoglobulina. El dominio extracelular esta
unido a la membrana a través de una regién transmembrana o de una molécula de
glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés glycosyl-phosphatidylinositol) que actia a modo
de anclaje (Gray-Owen & Blumberg, 2006). Este grupo de receptores presenta 13
miembros: CEACAM 1, CEACAM 3-8, CEACAM 16, CEACAM 18-21 y PSG1-11. De
forma fisiologica, los receptores CEACAM estan implicados en la neogénesis vascular,
metabolismo de la insulina, desarrollo de tumores y apoptosis (Gray-Owen &
Blumberg, 2006). Existe un repertorio de patdgenos bacterianos que presentan en su
superficie ligandos a través de los cuales se unen de forma especifica a moléculas
CEACAM, empleando estas moléculas eucariotas a modo de receptores. Entre ellos,
se encuentran Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae
y Moraxella catarrhalis, que presentan adhesinas a través de las cuales interaccionan
con CEACAM 1 (Hill et al., 2001; Toleman et al., 2001; Virji et al., 1996).

1.3.3. Balsas lipidicas y rutas endociticas

Las balsas lipidicas (en inglés, lipid rafts) son dominios de la membrana
plasmatica eucariota de 10-200 nm de diametro enriquecidos en colesterol,
esfingolipidos y las proteinas caveolinas (1, 2 y 3), flotilina, quinasas de la familia Src y
proteinas de anclaje a GPI (en inglés GPI anchored proteins) (Echarri et al., 2007). Las
caveolas son un tipo de balsa lipidica (Fig. 2). Las caveolas son regiones en las que
se producen eventos de endocitosis en los que intervienen caveolinas y la GTPasa

dinamina. Durante el proceso de endocitosis, la region carboxi-terminal de las
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caveolinas se orienta hacia el lumen de la vesicula endocitica y el dominio
transmembrana queda integrado en la membrana plasmatica a modo de horquilla
(Anderson, 1998). La actividad de las caveolinas estd condicionada por su
fosforilacion, catalizada por quinasas de la familia Src (del Pozo et al., 2005). Existe un
repertorio de patdgenos bacterianos que han adoptado diferentes estrategias para
explotar las balsas lipidicas y las caveolas durante el curso de la infeccién, para invadir
células eucariotas. Entre ellos, se incluyen Chlamydia trachomatis, Haemophilus
influenzae, Campylobacter abortus o Brucella abortus (Kim & Chung, 2002; Morey et
al., 2011; Wooldridge et al., 1996). Por otro lado, la clatrina es otra proteina que
recubre vesiculas en el proceso de transporte entre membranas. La clatrina es
una proteina formada por tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras dispuesta en
forma de trisquelion (complejo de tres brazos). La clatrina favorece la invaginacion de
la vesicula, facilitando su desprendimiento de la membrana donde se origina. Cuando
se produce la invaginacion de la vesicula, la clatrina se desprende de la membrana
con la ayuda de la GTPasa dinamina (Mettlen et al., 2009).

Algunos patdgenos bacterianos han desarrollado diferentes mecanismos para
utilizar la endocitosis mediada por clatrina para invadir células del hospedador. Entre
ellos, se incluyen Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Haemophilus

influenzae biogrupo aegyptius. (Serruto et al., 2009; Veiga & Cossart, 2005).

cadena pesada

cadena ligera

50 nm T siom

Figura 2. Representacion esquematica de la composicidon bioquimica de las caveolas
(imagen izquierda) . Las caveolas son invaginaciones de las balsas lipidicas, dominios de la
membrana plasmatica enriquecidos en colesterol (amarillo), fosfolipidos (verde) y esfingolipidos
(naranja). Una de las proteinas implicadas en la invaginacion de las caveolas es la caveolina
(rojo). Es una proteina estructural que reviste de forma abundante las caveolas. Estructura de
la clatrina. Imagen de microscopia electrénica de transmision en donde se observa la clatrina,
formada por tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras en forma de trisquelion (complejo de
tres brazos) (imagen derecha).
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1.3.4. Citoesqueleto de la célula hospedadora

Las células eucariotas migran, se adhieren a superficies, organizan la
disposicion de sus organulos, transportan vesiculas, etc. El citoesqueleto celular es un
armazén molecular formado por microfilamentos de actina, microttbulos y filamentos
intermedios, responsable del mantenimiento formal, estructural y subestructural,

migracién y localizacién celular.

i) Citoesqueleto de actina

En la célula, la actina presenta dos conformaciones: actina G monomérica y
actina F polimerizada en filamentos de actina. Los filamentos de actina son estructuras
estables, sdlidas, flexibles, polarizadas y ramificadas. A partir de dos monémeros de
actina G se forma un dimero, y tras la uniéon de otro monémero se forma el trimero,
que es una unidad estable a partir de la cual se forma un filamento mediante
incorporaciones sucesivas de mondmeros (Lehninger, 2007). La polimerizacion-
despolimerizacién de actina esta regulada por las proteinas asociadas a la actina. La
profilina, tropomiosina, actinina a y fimbrina favorecen la polimerizacién de actina; la
timosina, gelsolina y la villina regulan negativamente la polimerizacion de actina.

Las células modifican la disposicion de membrana plasmatica a través de la
polimerizacién-despolimerizacion de microfilamentos de actina: (i) las fibras de estrés
son haces de filamentos de actina y miosina que cruzan la célula; (ii) el cortex celular
es una acumulacion de filamentos de actina situados debajo de la membrana
plasmatica; (iii) los filopodios son estructuras tipo microvellosidad, si bien mas
alargadas, delgadas y dindmicas; (iv) las microespiculas son estructuras semejantes a
filopodios cortos; (v) los lamelipodios son estructuras en forma de lamina formadas por
una red ortogonal de filamentos de actina entrecruzados; (vi) los pseudépodos son un

tipo de prolongacion con forma vesicular (Lehninger, 2007).

i) Microtubulos

Los microtubulos son estructuras tubulares formadas por anillos, que
intervienen en la forma y divisién celular y en el transporte de vesiculas a través del
citoplasma. Cada anillo esta constituido por subunidades globulares; cada glébulo es
una molécula de tubulina. Hay dos tipos de tubulina, a y B, que forman heterodimeros;
la tubulina a estd asociada a una molécula de GTP y la tubulina (3 esta asociada a una
molécula de GTP o GDP. Los microtubulos se organizan y su nucleacion se inicia en

los centros organizadores de los microtubulos (COMTS: centriolos, cuerpos basales de
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los cilios, cinetdcoros de los cromosomas, poros de la envoltura nuclear, fragmentos
de microtubulos). El ensamblaje de microtubulos requiere la unién de monémeros para
formar dimeros, formacién de espirales y anillos, apertura de estas estructuras para
formar protofilamentos, asociacion de los protofilamentos en laminas, cierre de las
ldaminas formando microtlbulos abiertos en C, cierre de las laminas formando
microtdbulos. La elongaciéon de los microtabulos tiene lugar por la incorporacion de
dimeros en los extremos +. La dineina y la quinesina son dos ATPasas que hidrolizan
ATP para generar energia mecanica y desplazar cargo sobre los microtubulos
(Lehninger, 2007).

Los patdégenos bacterianos han desarrollado diferentes mecanismos para
favorecer activamente su entrada en la célula hospedadora a través de la modulacién
de los citoesqueletos de actina y microtibulos. Las GTPasas son enzimas claves en la
regulacién del citoesqueleto celular. La manipulacion de dicho citoesqueleto por
patdgenos bacterianos esta en numerosos casos condicionada por la subversién de la

actividad de GTPasas eucariotas (Tsuda et al., 2005).

iii) Guanine Triphosphatase

Las Guanine Triphosphatase (GTPasas) son interruptores moleculares que
regulan numerosas vias de transduccion de sefial. Las GTPasas inician estas
cascadas de transduccién de sefial al interaccionar y activar moléculas efectoras
(Meyer & Feldman, 2002). La actividad de las GTPasas esté regulada por tres grupos
de proteinas: (i) los factores intercambiadores de nucleétidos de guanina GEFs (del
inglés guanine nucleotide exchange factors), que promueven el intercambio de GDP
por GTP para activar la GTPasa; (ii) las proteinas activadoras de la actividad intrinseca
de GTPasas GAPs (del inglés GTPase-activating proteins) catalizan la hidrolisis del
GTP unido a la GTPasa (forma GTPasa-GDP), favoreciendo un estado inactivo de la
enzima,; (iii) los inhibidores de disociacion de nucleétidos de guanina GDIs (del inglés
guanine nucleotide dissociation inhibitors), que bloquean las GTPasas, al secuestrar y
solubilizar las formas GTPasa-GDP (Fig. 3) (Moon & Zheng, 2003).

Una familia de GTPasas con un papel esencial en el control del citoesqueleto
celular es la familia Rho, una subfamilia de la superfamilia Ras, con mas de 20
miembros, si bien destacamos tres de ellos, Rac, Cdc42 y RhoA. Ademas, se han
identificado mas de 40 efectores, 50 GEFs y 40 GAPs de la familia Rho en mamiferos

(Bishop & Hall, 2000). Rac esté implicado en la formacion de lamelipodios; Cdc42 esta
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implicado en la formacion de filopodios; RhoA esta relacionado con la formacién de
fibras de estrés.

En las adhesiones focales, cuando se produce la activacion de integrinas y el
inicio de la sefializacion correspondiente, p130Cas se fosforila y recluta Crk, que
interacciona con el GEF de Rac DOCK180. De la misma forma, paxilina se fosforila y
recluta Crk promoviendo la activacion de Rac y, a su vez, la reorganizacion del
citoesqueleto. Por su parte, las tirosina quinasas de la familia Src promueven la
activacion de los GEFs de Rac Vav y Tiam (Guarino, 2010).

Una vez activada, Rac une y activan el efector PAK (del inglés p21-activated
kinase) (del Pozo et al.,, 2004). PAK es una serina-treonina quinasa que fosforila y
activa LIMK (del inglés LIM kinase) el cual, a su vez, fosforila e inactiva cofilina
(Edwards et al., 1999). La cofilina facilita la disociacién de los filamentos de actina, por
lo que su inactivaciéon favorece la forma F-actina. Por tanto, la transicion entre las
formas fosforilada-defosforilada de este conjunto de proteinas es critico para la
modulacion del citoesqueleto de actina. Otras proteinas reguladoras de la
polimerizacion de actina son los miembros de la familia WASp/SCAR/WAVE. En su
estado activo, estas proteinas estimulan el complejo Arp2/3 (del inglés actin related
proteins). Las proteinas WASp/WAVE pueden unirse a la profilina, una proteina de
unién a actina involucrada en el equilibrio dinAmico de ensamblaje del citoesqueleto de
actina, y actuar de forma sinérgica con Arp2/3 en la polimerizacién de actina. Rac
activa la familia Scar/WAVE indirectamente, a través del complejo adaptador Nck
(Rohatgi et al., 1999; Rohatgi et al., 2001) (Fig. 4).
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Figura 3. Regulacién de la actividad de GTPasas. Los GEFs son activadores de GTPasas
que catalizan el intercambio de GDP por GTP, activando la GTPasa (forma GTPasa-GTP). Las
GTPasas-GTP inician cascadas de transduccion de sefial al interaccionar y activar moléculas
efectoras. Los GAPs son reguladores negativos de GTPasas que catalizan la hidrdlisis del GTP
unido a la GTPasa (forma GTPasa-GDP), favoreciendo un estado inactivo de la enzima. Los
GDls secuestran las formas GTPasa-GDP, limitando su recambio.

RhoA ejerce su actividad a través de 2 efectores: ROCK (del inglés Rho-
associated kinase) y mDia (del inglés mammalian diaphanous-related formins). ROCK
es una serina-treonina quinasa que, en su estado activo, y al igual que PAK, fosforila y
activa LIMK que, a su vez, fosforila e inactiva a cofilina, induciendo la estabilizacion de
los filamentos de actina (Sumi et al.,, 2001). ROCK también fosforila e inactiva la
fosfatasa MLC (del inglés myosin light chain), lo que aumenta la fosforilacion de
miosina, que se entrecruza con filamentos de actina, generando fuerzas contractiles
(Kawano et al.,, 1999). mDia, al igual que ROCK, contribuye al ensamblaje de los
filamentos de actina-miosina, a través de un mecanismo desconocido (Fig. 4).

Las Rho GTPasas también modulan la conformacion del citoesqueleto de
microtubulos. RhoA promueve la estabilizacion de los microtibulos a través de mDia,
que interacciona directamente con los microtabulos (Palazzo et al., 2001). Rac, por
otra parte, promueve la elongacion de los microtibulos a través de PAK. PAK fosforila
e inactiva la proteina desestabilizadora de microtubulos Opl8/estatmina (Daub et al.,
2001) (Fig. 5).
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Numerosos patdgenos han desarrollado diferentes mecanismos para subvertir
el citoesqueleto del hospedador a través de la manipulacion de GTPasas. Por ejemplo,
Salmonella manipula el citoesqueleto de actina al inyectar mediante un SST3
codificado por genes localizados en PAI SPI-1, efectores que mimetizan GEFs y GAPs
de Racl y RhoA, lo que en ultimo término facilita la invasién bacteriana (Boyle et al.,
2006). En cambio, Yersinia pseudotuberculosis subvierte el citoesqueleto de actina
para impedir su internalizacion, al inyectar efectores que actian como GAPs de
GTPasas, bloqueando el proceso de fagocitosis por fagocitos profesionales (Etienne-
Manneville & Hall, 2002).

> LIMK ——> Cofiina—> Estabilizacion
F-actina
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Figura 4. Las GTPasas de la familia Rho regulan la organizacion de los filamentos de

actina. Rho promueve la contractilidad actina-miosina a través de dos efectores, mDia y
ROCK. ROCK fosforila la quinasa LIM que, a su vez, promueve la fosforilaciéon de cofilina. Por
otra parte, la fosforilacién de la fosfatasa MLC aumenta los niveles de fosforilacion de MLC,
favoreciendo el entrecruzamiento actina-miosina. Rac regula la polimerizacion del citoesqueleto
de actina a través de la familia de proteinas WASp/Scar/WAVE, del complejo Arp2/3, y de PAK.
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Figura 5. Regulacion del citoesqueleto de microtibulos por GTPasas de la familia Rho

La activacion de Rho provoca la estabilizacion de los microtibulos a través de un mecanismo
desconocido en el que interviene mDia. Rac activa PAK, y éste fosforila e inactiva a Stathmina,
una proteina desestabilizadora de los microtubulos.

1.3.5. Fosfoinositidos

Los fosfoinositidos o inositol fosfatos son fosfolipidos que se encuentran en el
lado citosélico de las membranas y que contienen en su estructura uno o mas
inositoles modificados por adicion de uno o mas grupos fosfato. La fosforilacion
reversible del anillo de inositol genera siete especies diferentes de fosfoinositidos (Fig.
6). Los fosfoinositidos tienen un importante papel regulador en la fisiologia celular (Di
Paolo & De Camilli, 2006).

El fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Ptdins(4,5)P, o P14,5P,) participa en la mayoria
de eventos en los que esta implicada la membrana plasmatica celular. Ptdins(4,5)P, se
genera a partir de la fosforilacién de Ptdins(4)P o Ptdins(5)P (Yin & Janmey, 2003). A
su vez, Ptdins(4,5)P, se fosforila generando PtdIns(3,4,5)P; a través de una reaccién
catalizada por fosfoinositol 3-quinasa (PI3K, del inglés Phosphatidylinositol 3-Kinase)
(Fig. 6). PI3K se activa en respuesta a estimulos que conllevan la estimulacion de
factores de crecimiento, de tirosina quinasas de la familia Src, u otros (Cantley, 2002).
Ptdins(3,4,5)P; tiene un papel fundamental en la fisiologia de las células eucariotas,
estando implicado en proliferacion celular, migracion, fago- y macropinocitosis,
diferenciacion, supervivencia y cambios metabolicos. PtdIns(3,4,5)Ps recluta moléculas
efectoras que activan cascadas de sefalizacién. Entre los efectores de PtdIns(3,4,5)P3
se encuentran varios GEFs y GAPs de las GTPasas (Cantley, 2002). El mecanismo
por el cual los lipidos promueven la union de GTP a Rac conlleva la interaccion directa
de PtdIns(3,4,5)P; con los GEFs de Rac. Lo miembros de la familia de GEFs Dbl
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contienen un dominio que une fosfolipidos. Por ejemplo, la unién de PtdIns(3,4,5)P;al
GEF de Rac Vav2 estimula su actividad (Abe et al., 2000). Otro efector de PI3K es Akt.
Akt es una serina-treonina quinasa que regula el crecimiento, la transformacion, la
diferenciacion y la supervivencia celular (Cantley, 2002). Fosfolipasa C (PLC, del
inglés Phospholipase C) es otro efector de PI3K. PLC rompe enlaces diéster fosféricos
utilizando agua. Las PLCs participan en el metabolismo de los fosfatidilinositol
bifosfato (Ptdins(4,5)P,) y las vias dependientes de calcio de la sefializaciéon celular
relacionados con lipidos. PLC hidroliza PtdIns(4,5)P; a inositol 1,4,5-trifosfato (IPz) y
diacilglicerol (DAG) (Smrcka et al., 2012). IP; y DAG modulan la actividad de proteinas
aguas abajo en la cascada de sefalizacion celular. IP; es soluble, difunde a través del
citoplasma e interactla con receptores especificos en el reticulo endoplasmico, lo que
provoca la liberacién de Ca?*, elevando la [Ca?] intracelular, lo que a su vez favorece
la localizacién de PKC (Proteina Kinasa dependiente de Ca®") en la cara citosélica de
la membrana plasmatica (Suh et al., 2008). En esta situacién, PKC puede ser activada
por DAG vy asi fosforilar sustratos especificos. PKC participa en (i) proliferacion y
diferenciacion celular; (i) apoptosis; (iii) remodelacion del citoesqueleto; (iv) trafico

vesicular; (v) funciones endocrinas y neurotransmision (Suh et al., 2008).
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Figura 6. Reacciones metabolicas asociadas a la generacién de las siete especies de
Ptdins.

2. ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS GENERALES DEL TRACTO
RESPIRATORIO

El sistema respiratorio humano, formado por los pulmones y por una secuencia
de conductos aéreos que los comunican con el medio externo, proporciona oxigeno y

elimina dioxido de carbono del organismo (Gartner & Hiatt, 2002). El tracto respiratorio
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se divide anatomicamente en vias respiratorias superiores e inferiores. Las vias
superiores incluyen la cavidad nasal y la faringe, en la cual se distingue la nasofaringe,
gue es el area donde desemboca la cavidad nasal, la orofaringe, area méas cercana a
la cavidad bucal, y la hipofaringe, area en contacto con la laringe. El tracto respiratorio
inferior esta compuesto por la laringe, la trdquea, los bronquios, los bronquiolos y los
alveolos. Bronquiolos y alveolos estan dentro de los pulmones, donde se realiza el
intercambio gaseoso con el flujo sanguineo (Gartner & Hiatt, 2002) (Fig. 7).

Las vias respiratorias superiores, excepto la cavidad nasal, estan recubiertas
por la mucosa respiratoria. La mucosa respiratoria es un epitelio cilindrico ciliado
pseudoestratificado donde todas las células estan en contacto con la membrana basal
pero no todas llegan a la luz del conducto respiratorio. Los tipos celulares presentes en
la mucosa respiratoria son las células cilindricas ciliadas, las células basales y las
células caliciformes. Los tres tipos celulares se encuentran en proporcion similar
(Gartner & Hiatt, 2002). Las células cilindricas ciliadas son alargadas y polarizadas.
Poseen un nucleo localizado en la base y presentan cilios y microvellosidades en su
membrana apical en contacto con la luz del conducto respiratorio. Los cilios estan
cubiertos por una capa de fluido acuoso que contribuye al movimiento ciliar y por una
capa gelatinosa, o0 moco, situada por encima de la capa acuosa. El moco tiene funcién
protectora, atrapa material particulado y/o microorganismos, y evita su contacto directo
con el epitelio. El batido muco-ciliar provoca el desplazamiento del moco y de las
particulas atrapadas en él hacia la nasofaringe para su expulsion. Las células
cilindricas ciliadas producen el fluido acuoso superficial de las vias respiratorias que
recubre todo el epitelio en contacto con el medio externo. Las células basales no son
alargadas y su superficie apical no llega a la luz del conducto respiratorio. Son poco
diferenciadas y reemplazan células caliciformes y cilindricas ciiliadas muertas. Las
células caliciformes tienen un tallo estrecho situado basalmente y una teca expandida
gue contiene granulos secretorios. Estas células secretan mucina y otras
glicoproteinas a la luz de las vias respiratorias, generando la capa de moco (Gartner &
Hiatt, 2002).

La laringe es un tubo cilindrico corto y rigido situado entre la faringe y la
traguea, que impide la entrada de soélidos durante la deglucion y es responsable de la
fonacion. Esta revestida de mucosa respiratoria, excepto en las regiones superiores de
la epiglotis y las cuerdas vocales, donde estd revestida interiormente por epitelio
escamoso estratificado. La trAquea es el conducto que continda la laringe y termina
bifurcandose en los bronquios. En su exterior, esta sustentada por anillos de cartilago
hialino abiertos en su parte dorsal que impiden que el conducto se cierre. En esta

region se sitia una membrana formada por fibras musculares lisas responsables del
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reflejo de la tos. La trAdquea y los bronquios son muy sensibles a la presion ligera, de
forma que cuando se detecta material particulado o irritantes quimicos, las fibras
musculares se contraen y se crea una corriente explosiva de aire que ayuda a eliminar
las particulas de los conductos respiratorios (Guyton et al., 2006). Los bronquios
primarios generan los bronquios secundarios, terciarios, bronquiolos, bronquios
terminales y bronquiolos respiratorios que desembocan en los alveolos. A partir de los
bronquiolos, desaparece el epitelio cilindrico pseudoestratificado, dando paso a un
epitelio escamoso simple en las zonas de intercambio gaseoso o alveolos (Gartner &
Hiatt, 2002) (Fig. 7).

El epitelio escamoso de los alveolos esta formado por los neumocitos o células
epiteliales alveolares (Fig. 7). Los neumocitos tipo | representan el 95% de la
superficie alveolar y forman el componente epitelial de la fina barrera que separa el
espacio alveolar de los vasos sanguineos. Los neumaocitos tipo | forman uniones
oclusivas que recubren el alveolo, evitando el escape del liquido tisular a la luz
alveolar. Los neumocitos tipo Il ocupan un 5% de la superficie alveolar (Fereol et al.,
2008; Gartner & Hiatt, 2002). Sin embargo, son mas numerosos que los de tipo I,
representando el 60% de las células del epitelio alveolar y el 10-15% del total de las
células del pulmén. Los neumaocitos tipo Il son células esféricas. Estan encargadas de
mantener la homeostasis del alveolo (Mason, 2006). Para ello, cumplen con las
funciones de sintesis, secrecion y reabsorcion del surfactante pulmonar, un agente
tensoactivo que impide el colapso de los alveolos y que tiene actividades
antimicrobiana y antiinflamatoria (Gartner & Hiatt, 2002). Asimismo, los neumocitos
tipo Il intervienen en el transporte de agua y sodio, en el metabolismo de compuestos
xenobidticos y en la regeneracion del epitelio alveolar. Los neumaocitos tipo Il juegan
también un papel activo en la respuesta pulmonar defensiva frente al ataque por
microorganismos patégenos: (i) reconocen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs, del inglés pathogen associated molecular patterns) a través de
receptores de reconocimiento de PAMPs (PRRs, del inglés pattern recognition
receptors), lo que determina la modulacién (activacién o inhibicién, segun el caso) de
cascadas de transduccion de sefales; (i) secretan péptidos antimicrobianos, (iii)
secretan citoquinas y quimioquinas, mediadores pro-inflamatorios que orquestan
respuestas inflamatorias en el hospedador; (iv) forman una barrera fisica que impide el
paso de patdgenos al torrente sanguineo, limitando la infeccién sistémica (Castranova
et al., 1998; Gartner & Hiatt, 2002; Mason, 2006). Dado su papel esencial en el
mantenimiento de la funcién pulmonar y de la inmunidad celular innata respiratoria, los
neumaocitos tipo Il han sido el principal tipo celular objeto de estudio en esta Tesis

Doctoral.
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2.1. Inmunidad innata humoral y celular del tracto respiratorio

Las células respiratorias producen un conjunto de moléculas que contribuyen a
la eliminacion de microorganismos. Estas moléculas estan presentes en el fluido
acuoso superficial del tracto respiratorio y actian como sistema de defensa mediante
la disrupcién selectiva de la pared celular bacteriana, el secuestro de nutrientes
bacterianos o la opsonizacion de microorganismos, para facilitar su fagocitosis. Los
principales factores solubles de la inmunidad innata respiratoria son el sistema de
complemento, los péptidos antimicrobianos, el surfactante pulmonar y enzimas
solubles como lisozima, lactoferrina, o inhibidor de proteasas SLPI (del inglés

Secretory Leukoprotease Inhibitor).
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Figura 7. Representacion esquematica del tracto respiratorio humano . Detalles de la
mucosa respiratoria a nivel de la faringe (arriba, derecha) y de un alveolo (abajo, derecha).

El sistema del complemento es un conjunto de proteinas y glicoproteinas
organizadas en cascadas, sintetizadas principalmente por células hepaticas, que se
encuentran en su mayor parte circulando en el torrente sanguineo en conformacién

inactiva. Los componentes del sistema del complemento también se sintetizan de
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forma local en tejidos periféricos. Asi, las proteinas de complemento estan presentes
en el fluido del lavado broncoalveolar de los pulmones (Bolger et al., 2007;Watford et
al., 2000). Los neumocitos tipo Il, los macréfagos alveolares, los neutrdéfilos y los
fibroblastos sintetizan y secretan proteinas integrantes de las vias clasica (C2, C3, C4
y C5) y alternativa (factor B). Los niveles de sintesis y secrecién de estas proteinas
aumentan cuando las células productoras reciben estimulos inflamatorios (Bolger et
al., 2007;Hogasen et al., 1995;Rothman et al., 1990;Strunk et al., 1988;Watford et al.,
2000). La activacion de los componentes del sistema de complemento se produce
mediante la escisién proteolitica de una porcion inhibitoria de cada proteina. La
proteina adquiere entonces una conformacion activa. Existen tres vias de activacion
del sistema de complemento: via clasica, via alternativa y via de las lectinas, que
convergen en las convertasas de C3. La actividad de las convertasas de C3 tiene
como consecuencia Ultima la formacién del complejo de ataque a membrana, que
genera poros en la membrana de la bacteria provocando su lisis. La via clasica se
activa por complejos antigeno-anticuerpo que desencadenan la activacién sucesiva de
Cl, C2, C4 y C3. La via clasica también se activa mediante la unién dependiente de
calcio de proteina C reactiva (CRP, del inglés C reactive protein), una proteina de fase
aguda presente en el suero humano cuando se produce una respuesta inflamatoria.
CRP se une a C1 para activar la via clasica del complemento (Roitt & Delves,
2006;Volanakis & Kaplan, 1974;Weiser & Pan, 1998). La activacién de la via
alternativa es independiente de anticuerpos y se basa en el reconocimiento de
componentes de la superficie bacteriana y la deposicién de C3b sobre dicha superficie.
Una vez unido a la bacteria, C3b interacciona con las proteinas Factor B y Factor D
para generar convertasa de C3. La via de las lectinas se basa en la afinidad de la
proteina MBL (del inglés Mannose binding lectin) por residuos de manosa presentes
en la superficie de algunas bacterias. Una vez unida al microorganismo, MBL activa
C2 y C4 para generar convertasa de C3. Ademas de la lisis de microorganismos, el
sistema de complemento participa en la respuesta inmune mediante la opsonizacion
de microorganismos, lo que facilita su fagocitosis. Asimismo, C3a y C5a actian como
mediadores quimiotacticos en la respuesta inflamatoria (Goldsby et al., 2002;Roitt &
Delves, 2006). Los patdgenos bacterianos han desarrollado la habilidad para escapar
del ataque bactericida del complemento mediante: (i) reclutamiento de reguladores de
la actividad del complemento (Kraiczy & Wurzner, 2006); (ii) modulacion o inhibicion de
componentes del complemento por interaccion directa (Joiner et al., 1983); (iii)
inactivacion del sistema del complemento mediante degradacion enzimatica a través

de proteasas bacterianas (Rooijakkers & van Strijp, 2007).
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Los péptidos antimicrobianos  (PAs) son péptidos con actividad bactericida.
Se unen a las membranas bacterianas y desestabilizan las bicapas lipidicas de las
mismas (membranas externa e interna), lo que genera la pérdida de componentes
celulares y la disipacion del potencial de membrana (Hancock & Scott, 2000;Jenssen
et al., 2006;Melo et al., 2009). Las células del epitelio respiratorio humano producen
dos tipos de péptidos antimicrobianos, defensinas y catelicidina LL-37/hCAP-18. Su
expresion puede ser constitutiva (B-defensina 1) o inducida por estimulos inflamatorios
(B-defensina 2) (Hertz et al., 2003;Moranta et al., 2009). Los PAs también modulan la
activacion de las cascadas inflamatorias, activan el sistema de complemento, ejercen
actividad quimiotactica sobre fagocitos y contribuyen a la reparacion tisular (Bals,
2000;Bals & Wilson, 2003;Elsbach, 2003).

La actividad de los PAs conlleva: (i) atraccion entre péptido y superficie de la
célula diana a través de uniones electrostaticas; (ii) anclaje del PA a la bicapa lipidica;
(iii) permeabilizacion de la membrana bacteriana/formacion de poro por PAs. La accion
bactericida de los PAs implica formacién de canales instantaneos, disolucion de la
membrana bacteriana o translocacion del PA a través de membrana y ejercicio de su
accion bactericida en el citosol bacteriano.

Los patdégenos bacterianos han adoptado estrategias diversas para evitar la
muerte por PAs: (i) modificacion de la superficie bacteriana (Abachin et al., 2002;
Peschel, 2002; Poyart et al., 2003); (i) mecanismos externos de captura (Jin et al.,
2004); (iii) bombas de expulsion (Shafer et al., 1998); (iv) peptidasas (Schmidtchen et
al., 2002); (v) alteracion de la produccion de péptidos antimicrobianos (Islam et al.,
2001).

El surfactante pulmonar es un complejo lipoproteico secretado por los
neumaocitos tipo Il que cubre el espacio alveolar. Reduce la tensién superficial en la
interfase aire-liquido y previene el colapso de los alveolos durante la expiracion.
Dipalmitoil fosfatidilcolina es un componente lipidico del surfactante que interviene en
la reduccion de la tension superficial. Las proteinas del surfactante pulmonar (SP) son
A, B, Cy D (SP-A, del inglés Surfactant Protein A), también denominadas colectinas.
SP-B y SP-C son proteinas hidrofébicas con funcion biofisica. Las colectinas SP-A y
SP-D presentan papeles destacados en la inmunidad innata. Estas proteinas
hidrofilicas interaccionan y eliminan un rango amplio de bacterias (Schaeffer et al.,
2004;Wright, 2005;Wu et al., 2003). La union colectina-bacteria puede ocasionar la
agregacion, la inhibicion del crecimiento o la neutralizacion del microorganismo. Por

otra parte, SP-A y SP-D actian como opsoninas, favoreciendo la fagocitosis de varios
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patdgenos bacterianos. Las colectinas también regulan la expresion de receptores
celulares implicados en el reconocimiento bacteriano y son moduladores de la
respuesta inflamatoria (Beharka et al., 2002;Kuroki et al., 2007;Wright, 2005).

Enzimas solubles : la lisozima y la lactoferrina son las dos proteinas mas
abundantes del liquido alveolar. La lisozima es una proteina secretada por neutrofilos,
monocitos, macréfagos y células epiteliales que hidroliza enlaces entre azucares del
peptidoglicano bacteriano actuando como agente antimicrobiano, y que también actua
como opsonina (Cole et al., 2002). La lactoferrina es una proteina producida por
neutrofilos y células epiteliales que une hierro y posee efecto bactericida (Brogden,
2005). Se une al lipido A bacteriano y puede actuar de forma sinérgica con la lisozima
(Appelmelk et al., 1994;Jones et al., 1994). Asimismo, previene el desarrollo de
biopeliculas bacterianas (Singh et al., 2002). La anti-proteasa SLPI es una proteina de
fase aguda presente en el fluido superficial del tracto respiratorio que confiere
proteccién frente a las proteasas secretadas por neutréfilos y que posee actividad
bactericida (Masuda et al., 1995).

Los efectores de la inmunidad innata celular del tracto respiratorio son el
epitelio y los macroéfagos.

Los macréfagos son células mononucleares que provienen de monocitos
sanguineos generados durante la hematopoyesis en la médula 6sea. Son células
altamente fagociticas que ingieren material exdégeno de entre 0.4 y 25 um de didmetro,
previamente reconocido a través de un amplio espectro de receptores celulares. Estos
receptores reconocen y se unen a ligandos presentes en la superficie bacteriana o a
las opsoninas que recubren los microorganismos. La union ligando-receptor determina
el inicio del proceso de fagocitosis. La particula es rodeada por pseuddpodos,
protrusiones de la membrana del fagocito producidas mediante la reorganizacion
coordinada de su citoesqueleto, e internalizada en una vesicula llamada fagosoma
(Haas, 2007; Vieira et al., 2002). El fagosoma pierde los marcadores de la superficie
celular y se integra en la ruta endocitica mediante eventos de fusion que comunican de
forma unidireccional fagosomas tempranos, fagosomas tardios y fagolisosomas. El
fagolisosoma es el compartimento final de maduracion donde la carga internalizada es
degradada. Un evento central en la maduracion de los fagosomas es la acidificacion
progresiva del lumen hasta valores aproximados de pH 4.0 debido a la accién de una
bomba de protones integrada en la membrana vacuolar, el complejo ATPasa vacuolar

0 VATPasa (Lukacs et al.,, 1990). ElI pH &cido, unido a la accién de hidrolasas
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lisosomales de la familia de las catepsinas, provoca la degradacién del material

fagocitado (Gruenberg & van der Goot, 2006).

El epitelio respiratorio es otro elemento esencial integrante de la inmunidad
innata respiratoria, cuyas caracteristicas han sido descritas al comienzo de esta
seccion. Para mantener la integridad tisular, el epitelio respiratorio ha adoptado una
serie de medidas: (i) recambio celular. Las células que componen el epitelio
continuamente estan renovandose para prevenir la colonizacion persistente. Cuando el
epitelio sufre una infeccion bacteriana, el recambio celular se acelera para combatir la
infeccion. Hay patdgenos que han adoptado medidas para contrarrestar este recambio
celular. Algunas bacterias secretan proteinas al interior de la célula hospedadora que
interfieren con la progresion del ciclo celular (lwai et al., 2007; Mimuro et al., 2007). (ii)
Descamacion. Las células estan unidas entre si y adheridas sobre la membrana basal.
Cuando las células estan dafiadas se despegan de la membrana basal lo que, en el
caso de células infectadas, arrastraria las bacterias. Algunos patégenos son capaces
de subvertir el fendbmeno de descamacion. Neisseria gonorrhoeae expresa una
proteina. Opa, que reconoce a CEACAM (del inglés, Carcinoembryonic Antigen-related
cell adhesion molecules). La unién Opa-CEACAM aumenta la expresiéon de CD105, un
receptor de la familia TGF-p1 (del inglés, Transforming Growth Factor). CD105
promueve la adhesion celular a la matriz extracelular evitando la descamacién
(Muenzner et al.,, 2005). (iii) Uniones célula-célula. Las células poseen proteinas
encargadas de mantener las uniones célula-célula (en inglés scaffold proteins),
incluyendo las proteinas ZO (del inglés, Zonula occludens), las claudinas y las
ocludinas. Los patdgenos bacterianos han adoptado diversas estrategias para
disrumpir las uniones célula-célula y asi expandir la superficie epitelial o translocarse
al interior del tejido (Boyle et al., 2006; Saadat et al., 2007). (iv) Apoptosis 0 muerte
celular como mecanismo de defensa. Algunos patdégenos poseen actividad
antiapoptoética para evadir este mecanismo de defensa de la célula hospedadora y
mantener un nicho replicativo. Estos patdgenos inhiben la activacion de proteinas pro-
apoptéticas como Bax y Bak, blogueando la liberacion de citocromo C de la
mitocondria (Xiao et al., 2004). (v) Autofagia. Si bien es un sistema de degradacién de
material presente en las células eucariotas que facilita el reciclaje de organulos
dafados, y proteinas mal plegadas, algunos patégenos son capaces de evadir el
proceso de autofagia y evitar ser eliminados (Ogawa et al., 2005; Yoshikawa et al.,
2009).

2.2. Microbiota normal del tracto respiratorio
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Tras el nacimiento, la piel y las mucosas del neonato son colonizadas por
microorganismos que constituyen la microbiota normal de cada individuo. El tracto
respiratorio esta en contacto con el medio externo mediante la inhalacion de aire y se
encuentra permanentemente colonizado por microorganismos. La microbiota
bacteriana del tracto respiratorio esta sometida a un recambio constante, es decir, las
bacterias son adquiridas y eliminadas numerosas veces durante la vida (Garcia-
Rodriguez & Fresnadillo Martinez, 2002; Samuelson et al., 1995). Los
microorganismos colonizadores que constituyen la microbiota respiratoria humana son
comensales y/o patdgenos oportunistas. En la nariz y la faringe residen bacterias
Gram positivas (estreptococos a y B hemoliticos, Corynebacterium) y Gram negativas
(Moraxella spp., Neissseria spp., Haemophilus spp., Porphyromonas spp.,
Lactobacillus spp., Fusobacterium spp., Bacteroides spp., Mycoplasma pneumoniae)
(Hull & Chow, 2007). La colonizacion del tracto respiratorio superior es asintomética, y
confiere proteccion frente a la infeccién por microorganismos que no forman parte de
la microbiota normal (Blaser & Falkow, 2009). Diversas circunstancias tales como
alteraciones genéticas, alteraciones del sistema inmune, edad, actividad laboral,
habitos sociales, etc., favorecen que los patdgenos oportunistas de la microbiota
normal causen infecciones sintomaticas, agudas o cronicas (Blaser & Falkow, 2009;
Garcia-Rodriguez & Fresnadillo Martinez, 2002; Hull & Chow, 2007; Tlaskalova-
Hogenova et al., 2004). Las principales infecciones agudas asociadas a estos
microorganismos son: faringitis (causada por Streptococcus pyogenes), otitis media
(Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis), sinusitis
(S. pneumoniae, H. influenzae, S. pyogenes), meningitis (Neisseria meningitidis, H.
influenzae), epiglotitis (M. pneumoniae, H. influenzae), bronquitis (M. pneumoniae, H.
influenzae), y neumonia (S. pneumoniae, H. influenzae). Por otra parte, existe un
repertorio de enfermedades respiratorias croénicas que incluye enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), enfisema severo, bronquiectasis, asma bronquial, apnea
obstructiva, fibrosis quistica o bronquitis crénica, cuyos pacientes presentan
deficiencias de tipo inmunoldgico, como consecuencia de las cuales sufren infecciones
bacterianas agudas y/o crdénicas causadas por algunos de los patdégenos oportunistas
sefalados previamente.

En este trabajo, hemos prestado especial atencion a las infecciones
bacterianas asociadas a la EPOC, cuyas caracteristicas generales se resumen a

continuacion.

2.3. Aspectos generales de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC)
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La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) se caracteriza por la
obstruccién progresiva e irreversible de los espacios de intercambio gaseoso que lleva
asociada la pérdida/destruccion del tejido pulmonar (enfisema) y la remodelacion del
tejido pulmonar (fibrosis). Enfisema y fibrosis contribuyen a la pérdida progresiva de la
funcion pulmonar, a la reduccién de la calidad de vida del paciente y al aumento de la
mortalidad (MacNee, 2005; Taylor, 2010).

El consumo de tabaco es el factor de riesgo principal en el desarrollo de la
EPOC. Otros factores de riesgo son la contaminacion del aire inhalado por combustion
de biomasa, las infecciones viricas, y la exposicion ocupacional a particulas de polvo
inorganico o a agentes quimicos nocivos (Gump et al., 1976). En términos globales, la
EPOC afecta al 10% de la poblacion total y al 50% de los fumadores habituales en
paises industrializados, donde es la cuarta causa de muerte. Ademas, estudios
predictivos apuntan que sera la tercera causa de muerte a nivel mundial en 2020
(Rabe et al., 2007). En la Unién Europea, los costes derivados del tratamiento de la
EPOC se estiman en 3% del gasto sanitario total y en 56% del gasto destinado a
enfermedades respiratorias (Rabe et al., 2007).

Las particulas y los gases nocivos presentes en el tabaco provocan cambios en
el sistema inmune del fumador que generan una inflamacion pulmonar elevada y
cronica. Esta condicién inflamatoria crénica provoca cambios patolégicos como son la
bronquitis obstructiva crénica con fibrosis y consiguiente obstruccién de las vias
aéreas menores, la generacion de enfisema con destruccibn del parénquima
pulmonar, y la pérdida de elasticidad pulmonar (Barnes, 2004; Cosio et al., 2009). El
tabaco favorece también el desarrollo de infecciones pulmonares provocadas por
bacterias y virus. Estos microorganismos, individualmente o en co-infeccién, causan
un porcentaje alto (entorno al 65%) de las agudizaciones periédicas que sufren los
enfermos EPOC. Estas agudizaciones frecuentes se denominan exacerbaciones (Celli
& Barnes, 2007). Una exacerbacion es un incremento agudo de los sintomas de la
EPOC que requiere intervencion médica. Las exacerbaciones son el principal factor de
morbilidad y mortalidad de los pacientes EPOC, y generan un gasto elevado para los
sistemas sanitarios nacionales, dado que conllevan la aplicacion de tratamientos
especificos y, en ocasiones, la hospitalizacion (Barnes, 2007; Barnes & Celli, 2009).
Una consecuencia adicional del tabaquismo es la infeccidon cronica de las vias
respiratorias bajas por patdgenos oportunistas. La infeccion pulmonar crénica en
enfermos EPOC perpetua la inflamacién y contribuye a la progresion irreversible de la
enfermedad (Drannik et al., 2004; Sethi & Murphy, 2008). El tabaco dafia la barrera
muco-ciliar, produce hipersecrecion mucosa, dafia las propiedades elasticas del

epitelio pulmonar y disminuye la capacidad fagocitica profesional. Estas alteraciones
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favorecen la llegada de microorganismos a las vias respiratorias bajas, facilitando la
colonizacién bacteriana de este nicho, la amplificacion de la respuesta inflamatoria
debido al reconocimiento de los PAMPs de dichos microorganismos, y la consiguiente
activacion y/o reclutamiento de fagocitos profesionales que amplifican el dafio epitelial
producido por el tabaco. La amplificacion del dafio pulmonar favorece a su vez el
acceso de nuevos patdgenos al pulmén. Por tanto, la infeccion crénica contribuye al
deterioro del aparato respiratorio, al mal funcionamiento de la inmunidad del individuo
y al acceso de microorganismos al tracto respiratorio inferior en un bucle sin fin. Este
circulo vicioso amplifica indefinidamente tanto la inflamacion como la infeccion cronica
y contribuye a la progresion irreversible de la enfermedad respiratoria (Rao et al.,
1999; Sethi & Murphy, 2008). Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa son los patdgenos mas
frecuentemente aislados en exacerbacién microbiana de EPOC (Murphy et al., 2004;
Murphy et al., 2008).

Dada la relevancia sanitaria y econdmica de las infecciones crénicas y de las
exacerbaciones microbianas de EPOC, conocer los mecanismos de patogénesis
empleados por los microorganismos causantes de las mismas resulta esencial para la
mejora en el tratamiento de la enfermedad respiratoria. La bacteria Haemophilus
influenzae no tipable (HINT) causa infecciones crénicas en las vias respiratorias bajas
y es responsable de un alto porcentaje de exacerbaciones en pacientes EPOC. Los
mecanismos moleculares de patogénesis de HINT han sido objeto de estudio en esta

Tesis Doctoral.

3. Haemophilus influenzae NO TIPABLE: UN PATOGENO OPORTUNISTA DEL
TRACTO RESPIRATORIO HUMANO

3.1. Caracteristicas generales de Haemophilus influenzae

Haemophilus, del griego, amante de la sangre (haima, sangre; philos, amante);
influenzae, del italiano, influenza, gripe. H. influenzae fue descrito por primera vez en
1892 tras ser aislado en individuos enfermos durante una pandemia de gripe (Kilian,
2005). H. influenzae pertenece a la clase Gammaproteobacteria, orden Pasteurellalles,
familia Pasteurellaceae, género Haemophilus. Es un cocobacilo (0,3-0,5 ym x 0,5-3,0
pum) pleomérfico, Gram negativo y anaerébico facultativo. Para crecer, esta bacteria
requiere factores de crecimiento, en concreto una fuente de grupos hemo (factor X) y

nicotinamida adenin dinucledétido (B-NAD, factor V). La caracterizacién bioquimica de
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H. influenzae se resume en la Tabla 1. Las cepas de H. influenzae se clasifican en
siete biovares en base a tres caracteristicas: produccién de indol, actividad ureasa y
actividad ornitina decarboxilasa.

H. influenzae crece a 37°C en los medios de Agar-chocolate e Infusién de
Cerebro y Corazon (BHI, del inglés Brain Heart Infusion) suplementado con hemina y
B-NAD (sBHI), en condiciones aerbbicas con elevada tension de CO,. El crecimiento
de H. influenzae en placas de Agar-chocolate genera colonias lisas, bajas, convexas,
grisaceas y translicidas. Los aislados de H. influenzae pueden ser capsulados o no
capsulados. Tras 24 h de incubacion, las colonias de cepas no capsuladas presentan
un didmetro de 0,5 a 1,0 mm; las colonias de cepas capsuladas presentan un didmetro
de 1-3 mm y aspecto mucoide (Kilian et al., 2005; Poje et al., 2003).

Se han identificado seis serotipos capsulares (a-f) (Pittman 1931). Las cepas
no capsuladas se denominan no tipables (HINT). La mayor parte de las cepas no
capsuladas pertenecen a los biovares Il y lll; la mayoria de las cepas capsuladas de
serotipo b pertenecen al biovar | (Kilian, 2005). Las cepas capsuladas presentan poca

diversidad genética, mientras que la poblacion de HINT es diversa y heterogénea.

3.2. Dualidad colonizador-patdgeno de  Haemophilus influenzae

H. influenzae forma parte de la microbiota nasofaringea humana. Se transmite por
inhalacién a través de aerosoles o por contacto directo con las secreciones
respiratorias. Un individuo puede estar colonizado simultaneamente por varias cepas
distintas que ademas cambian a lo largo de su vida (Murphy et al., 1999). La
proporcion de cepas capsuladas en la microbiota normal es baja (2-7% de todas las
cepas de H. influenzae). La asistencia a guarderia y el niumero de hermanos
condicionan la tasa de renovacion de cepas pediatricas. En adultos, la presencia de
nifios en el hogar, el tabaquismo y la obesidad condicionan los niveles de colonizacion
por HINT (Garcia-Rodriguez & Fresnadillo Martinez, 2002).

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica de H. influenzae.

Produccion de gas
Arginina dihidrolasa
Produccién de indol

a partir de D-

Glucosa
a-Galactosidasa

B-Galactosidasa
a-Glucosidasa
B-Glucosidasa
Requerimiento

Requerimiento
factor X

Hemolisis
Reduccién de
nitratos
Reduccién de
nitritos
a-Manosidasa
B-Xilosidasa
a-Fucosidasa
factor V
Ureasa
Ornitina
decarboxilasa

+| Fosfatasa alcalina

+| Catalasa
+| Oxidasa

'
+

'

'

'

'

'

'

'

'
+
+

*
*
*
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Adaptado de Kilian (2005)

H. influenzae presenta una dualidad colonizador-patégeno relacionada con
desequilibrios en la dinamica de colonizacion (Foxwell et al., 1998). Cambios en el
hospedador o en la capacidad adaptativa de HINT permiten al microorganismo
alcanzar nuevos nichos y establecerse en ellos (Foxwell et al., 1998). Por ejemplo, el
tabaquismo provoca hiperplasia en las células caliciformes, hipersecrecién de moco y
disfuncion muco-ciliar, lo que facilita la infeccién crénica de las vias respiratorias bajas
(Sopori, 2002). Por otra parte, la infeccion por el virus respiratorio sincitial disminuye la
expresion de B-defensina Il en las vias respiratorias altas, lo que se asocia con el
aumento en la tasa de colonizacion del tracto respiratorio superior por HINT y una
mayor probabilidad de sufrir otitis media (McGillivary et al., 2009). En conjunto, como
consecuencia de desequilibrios en el hospedador, H. influenzae se convierte en un
patégeno oportunista.

H. influenzae tipo b ha sido histéricamente una causa importante de meningitis
bacteriana infantil, ademéas de causar epiglotitis, artritis, celulitis y neumonias agudas
(Kilian, 2005;Rao0 et al., 1999). El suministro de una vacuna conjugada basada en la
cépsula de H. influenzae tipo b ha disminuido las infecciones invasivas provocadas por
este patégeno (Peltola, 2000) hasta su practica erradicacion. Si bien algunas cepas
capsuladas no tipo b causan neumonia (Kilian, 2005), HINT es el patogeno de esta
especie que tiene un mayor impacto clinico en la actualidad. HINT es la causa mas
comun de otitis media crénica con efusién en nifios y el segundo agente causante de
otitis media aguda (Rao et al.,, 1999). Asimismo, HINT es uno de los principales
agentes etiolégicos de neumonia adquirida en la comunidad en nifios y ancianos,
bronquitis aguda, sinusitis o conjuntivitis. Por otra parte, HiINT causa infecciones

cronicas del tracto respiratorio inferior en individuos que sufren enfermedades
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respiratorias cronicas asociadas al tabaquismo como EPOC y bronquitis cronica
(Tabla 2).

En EPOC, la infeccion crénica por HINT contribuye a la progresion de la
enfermedad y causa aproximadamente 40% de las exacerbaciones (Sethi and Murphy,
2008). El analisis de poblaciones bacterianas en esputos expectorados 0 en
broncoscopias de pacientes EPOC muestra colonizacién simultanea por mdultiples
cepas de HINT con diferentes susceptibilidades antibiéticas (Murphy et al., 1999).
Asimismo, se ha observado la colonizacion de pacientes EPOC con cepas de HIiNT
isogénicas en visitas clinicas consecutivas (Murphy et al., 2004). Si bien estas cepas
colonizadoras provocan una respuesta inflamatoria en el hospedador, esta respuesta
no es efectiva en la eliminacién del patégeno, dado que la colonizacién se cronifica y
no es erradicada.

Las cepas de HINT aisladas en exacerbaciones de EPOC son con frecuencia
cepas de nueva adquisicidon (Sethi et al., 2002). Las cepas de HINT de “nueva entrada”
inducen mayor inflamacion de las vias aéreas y se adhieren mejor al epitelio
respiratorio que las cepas colonizadoras (Bresser et al., 1997; Chin et al., 2005; Look
et al.,, 2006). Ademas, cepas de HINT aisladas del tracto respiratorio inferior
relacionadas con exacerbaciones de EPOC muestran una resistencia al ataque
bactericida del complemento mayor que cepas aisladas de portadores sanos
(Nakamura et al., 2011). Por otra parte, los pacientes EPOC producen anticuerpos
frente a epitopos especificos expuestos en la superficie de cada cepa de HIiNT. Esta
respuesta adaptativa es especifica de cepa, de forma que protege contra
exacerbaciones recurrentes causadas por cepas homodlogas, no contra
exacerbaciones causadas por cepas heter6logas antigénicamente distintas. En
conjunto, esta respuesta inmunolégica cepa-especifica favorece las exacerbaciones

provocadas por cepas de nueva adquisicion (Sethi et al., 2004).

Tabla 2: Patogénesis de H. influenzae tipo b y de HiNT.

H. influenzae tipo b HINT
Rango de edad Nifios Nifios y adultos
% individuos colonizados 2-4% 40-80 %
Septicemia Habitual Inusual
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Infecciones agudas  Meningitis Otitis media
del tracto Epiglotitis Sinusitis

respiratorio superior

Infecciones agudas  Neumonia Bronquitis
@ | del tracto Neumonia
(&)
N respiratorio inferior
S
g Otras infecciones Artritis Conjuntivitis
s agudas Pericarditis
(O]
I5 Celulitis
Q
9 Infecciones No Colonizacion del tracto
Q
c - , e
- cronicas respiratorio inferior en

pacientes con enfermedades
respiratorias subyacentes
como EPOC, BC o FQ.

EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; BC, bronquitis crénica; FQ, fibrosis quistica

3.3. Variabilidad genética de H. influenzae

El tamafio del genoma de H. influenzae es aproximadamente 1,8 Mb. La cepa
H. influenzae Rd KW20 (variante de una cepa capsulada serotipo d, carente de
cépsula, no patdgena) es la primera bacteria cuyo genoma completo fue secuenciado
y en el que se anotaron 1.743 genes (Fleischmann et al., 1995). Actualmente, se
dispone del genoma completo de 13 cepas de H. influenzae (12 cepas no tipables y H.
influenzae Rd (KW20). Se ha observado que sélo el 50% de los genes estan presentes
en todas ellas (Hogg et al., 2007). Asimismo, numerosos andlisis de diversidad
genética entre aislados de H. influenzae realizados mediante electroforesis en campo
pulsado (PFGE, del inglés pulse field gel electrophoresis), ribotipado o tipado de
secuencias multilocus, indican la existencia de una gran diversidad genética, mayor
entre cepas no tipables (Erwin et al., 2008; Fernaays et al., 2006). La diversidad
genética observada entre aislados de H. influenzae se debe a un conjunto de razones:

a) H. influenzae es una bacteria competente natural. Tiene la capacidad de
captar ADN lineal del medio extracelular que puede recombinar e integrarse en su
genoma. La competencia natural de H. influenzae se induce en ausencia de fuentes de
carbono y energia, lo que provoca un aumento de los niveles de AMP ciclico citosolico
(AMPc). ElI AMPc actia como cofactor de la proteina Crp (del inglés cAMP receptor

protein). Crp activa la transcripcion del gen que codifica la proteina activadora de
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competencia Sxy. Crp y Sxy activan conjuntamente la expresion de genes implicados
en la captura de ADN, entre los que se encuentran los componentes del pili tipo 1V,
(Maughan & Redfield, 2009). H. influenzae no capta ADN exdgeno de forma
indiscriminada. El sistema de captacion tiene afinidad por fragmentos de ADN que
contienen una sefial especifica de captura o USS (del inglés uptake specific signal). En
H. influenzae, esta sefial es la secuencia 5-AAGTGCGGT-3' (Maughan & Redfield,
2009). Ademas, H. influenzae posee sistemas de restriccion-modificacion de tipo Il
para la eliminacion del ADN exdgeno no deseado. Este sistema consiste en dos
enzimas: una metiltransferasa que metila secuencias especificas del DNA propio de la
bacteria y una endonucleasa que cataliza la escisién del DNA no metilado (Fox et al.,
2007).

b) H. influenzae incopora ADN exdgeno mediante HGT. La poblacion
colonizadora de H. influenzae en la nasofaringe y en el tracto respiratorio inferior es
policlonal (Mukundan et al., 2007; Murphy et al.,, 1999) y existen fenbmenos de
transferencia génica horizontal in situ (Hiltke et al., 2003).

c) H. influenzae presenta una frecuencia elevada de polimorfismos genéticos
causados por mutaciones puntuales no sindnimas, inserciones, deleciones y
duplicaciones génicas. Los polimorfismos se observan en genes que codifican
proteinas localizadas en la superficie bacteriana, lo que contribuye a aumentar la
variabilidad antigénica de este microorganismo (Duim et al., 1994; Forbes et al., 1992;
Munson et al., 1993; Weiser et al., 1995).

d) La expresion de algunos genes de H. influenzae esta regulada mediante
variacion de fase. La secuenciacion del genoma de H. influenzae Rd KW20 reveldé una
alta frecuencia de repeticiones de secuencias cortas de ADN (Fleischmann et al.,
1995; Hood et al., 1996). Estas secuencias oscilan entre 1 y 9 nucleétidos y se
denominan repeticiones de secuencia simple o SSRs (del inglés simple sequence
repeats). Las SSRs se encuentran en regiones promotoras o en pautas de lectura
abierta de genes concretos. La SSR de un gen estd conservada en secuencia y
posicion relativa. Sin embargo, el nimero de repeticiones de cada SSR de un
determinado gen varia en funcion de la cepa. La introduccion de cambios en el nUmero
de repeticiones de una SSR conlleva cambios en el marco traduccional de lectura (si la
SSR esta en la pauta abierta de lectura del gen) o cambios en el promotor, que
determinaran variaciones en los niveles de expresion del gen correspondiente. Estos
cambios son generados por errores de la ADN polimerasa durante la replicacién del
ADN que provocan un desapareamiento de hebras (Moxon et al., 2006; Power et al.,
2009). La variaciébn de fase es un mecanismo estocastico, reversible y de alta

frecuencia, que facilita la supervivencia bacteriana frente a las fluctuaciones del

53



Introduccién

ambiente y es una estrategia utilizada por muchas bacterias adaptadas a un
hospedador (Moxon et al.,, 2006). En H. influenzae, un conjunto de genes con
secuencias SSR estd implicado en virulencia. Se ha descrito regulacion por variacién
de fase en genes implicados en adquisicion de hierro, sintesis del LPS y en genes que
codifican proteinas de membrana externa que actian como adhesinas. Asimismo, la
metiltransferasa ModAl del sistema de restriccion-modificacion de tipo Il esta
sometida a este tipo de regulacién. Dado que ModA controla la expresion de un
repertorio de genes, este repertorio se llama regulén de fase variable o phasevarion
(del inglés phase variable regulon) (Srikhanta et al., 2005; Srikhanta et al., 2010).

e) Se han descrito cepas de H. influenzae hipermutadoras asociadas a la
persistencia bacteriana en el tracto respiratorio inferior de pacientes con fibrosis
quistica (Watson et al., 2004). Estas cepas presentan defectos en el sistema de
reparacion de desapareamiento guiado por metilacion o MMR (del inglés, methyl-

directed mismatch repair) debido a mutaciones en el gen mutS.

3.4. Factores de virulencia y mecanismos de patogénesis de HINT

A continuacion, describimos un conjunto de factores de virulencia de HINT y

mecanismos de patogénesis asociados.

3.4.1. El lipooligosacarido de HINT: estructura, diversidad e implicacion en

virulencia

La envoltura celular de las bacterias Gram negativas esta compuesta por una
membrana interna, un espacio periplasmico y una membrana externa. La membrana
externa esta constituida en su mayor parte por una bicapa lipidica que consta de
fosfolipidos en su cara interna y moléculas de lipopolisacérido (LPS) en su cara
externa (Kita & Nikaido, 1973).

El LPS bacteriano estd formado por glicolipidos. Cada molécula de LPS esta
compuesta por lipido A, nucleo oligosacaridico y cadena O. El lipido A sirve de anclaje
de la molécula de LPS a la membrana externa y es su componente lipidico mas
importante. El nicleo polisacaridico esta unido al lipido A y se divide en nudcleo interno
y nucleo externo. El ndcleo interno esta formado por acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-
ulosénico (Kdo) y heptosas. Los residuos Kdo estdn unidos al lipido A y presentan

cargas negativas en el grupo carboxi. Las heptosas, que constituyen el sitio de unién
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al nucleo externo, a menudo estdn modificadas con grupos fosfatos. El nicleo externo
esta compuesto por oligosacaridos de hexosas que sirven como anclaje para la
cadena O, que es la region del LPS mas expuesta al exterior. La cadena O es un
polisacérido variable en longitud y tipo de azucar, y contiene los determinantes
antigénicos responsables de la especificidad serolégica. La molécula de LPS de H.
influenzae carece de cadena O, por lo que se denomina lipooligosacarido (LOS). Los
genes implicados en la biosintesis del LOS de H. influenzae estdn descritos en la
Tabla 3. Una representacion esquemaética de la estructura de la molécula de LOS de
H. influenzae se muestra en la Figura 8.

El lipido A de la molécula de LOS de H. influenzae (Fig. 8a) consiste en una
diglucosamina a la que se unen los &cidos grasos. El analisis del lipido A en distintas
cepas de H. influenzae revela heterogeneidad en longitud, nimero y posicion de los
acidos grasos, si bien el patrén de acilacion mas frecuente es la hexa-acilacion
(Mikhail et al., 2005). El gen htrB codifica una tetradecanoil transferasa que afiade un
acido graso de 14 carbonos al lipido A (Lee et al., 1995). El nucleo interno del LOS
consta de una molécula fosforilada de Kdo unida a una triheptosa (Hep I- Hep II- Hep
). Los genes implicados en la sintesis del nucleo interno son kdtA, que codifica una
Kdo transferasa que incorpora una molécula de Kdo al lipido A, y kdkA, responsable
de la fosforilacion del Kdo (Fig. 8a) (White et al., 1997). La heptosiltransferasa que une
la molécula de Kdo con la triheptosa mediante enlace con la Hep | esta codificada por
opsX (Gronow et al., 2005). La transferencia de las Hep Il y Ill esta catalizada por las
proteinas codificadas por rfaF y orfH, respectivamente (Hood et al., 1996). IgtF es
responsable de iniciar la extension de oligosacaridos a partir de la Hep |, afiadiendo
una glucosa (Hood et al., 2004a). El nacleo interno, con una glucosa en la Hep |, es la
porcion de LOS conservada en todas las cepas de H.influenzae analizadas (Schweda
et al., 2007).

El nacleo externo estd formado a partir de los oligosacéridos que conforman las
extensiones de la trineptosa (Fig. 8b) (Schweda et al., 2007). Las enzimas encargadas
de afadir las ramificaciones a las Hep Il y lll son codificadas por lic2C y IpsA,
respectivamente. IgtF y IpsA estan presentes en todas las cepas de H. influenzae
analizadas; en cambio, la presencia de lic2C es variable entre cepas (Hood et al.,
2004a). Lic2C cataliza la adicion de una glucosa a la posicion 0-4 de la Hep II. LpsA
puede transferir una glucosa o una galactosa en las posiciones 0-2 o0 0-3 de la Hep IlI.
La adicién de un azucar u otro y la posicion del mismo dependen de la variante alélica
de IpsA presente en cada cepa. Cada cepa produce una de las cuatro combinaciones
posibles respecto al enlace de la primera hexosa a la hep Ill (Deadman et al., 2006).

oafA, cuya expresion esta regulada por variacion de fase, es responsable de la
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incorporacién de grupos O-acetilo a la Hep lll. Ipt6 esta implicado en la adicion de
PEtn a la Hep Il (Schweda et al., 2007).

Tabla 3: Genes que codifican proteinas implicadas en la biosintesis de LOS de HiNT.

SSR en pauta

Gen Enzima abierta de lectura
(5-3)

htrB tetradecanoil transferasa

kdtA Kdo transferasa

kdkA Kdo quinasa

opsX heptosiltransferasa |

rfaF heptosiltransferasa Il

orfH heptosiltransferasa llI

Ipt6 fosfoetanolamina transferasa

IgtF glucosiltransferasa (UDP glucosa

lic2C glucosiltransferasa

IpsA glicosiltransferasa

oafA acetilasa GCAA

IgtC galactosiltransferasa GACA

lic2A galactosiltransferasa CAAT

lex2AB glicosiltransferasa GCAA

liclA colina quinasa CAAT

lic1B transportador de colina

liclC PCho pirofosforilasa

liclD PCho transferasa

lic3A sialiltransferasa CAAT

lic3B sialiltransferasa CAAT

IsgB sialiltransferasa

siaA sialiltransferasa

siaB CMP-Neu5Ac sintetasa

lic2B glicosiltransferasa

losB1/losB2 heptosiltransferasa (DD; DL)

losA glucosiltransferasa CGAGCATA
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Figura 8: Estructura de la molécula de LOS de  H. influenzae. (a) Estructura conservada en
las moléculas de LOS de H. influenzae. El gen que codifica la proteina responsable de cada
enlace esta indicado con un recuadro amarillo. R1-R4 son las ramificaciones a nivel de nucleo
externo. Y es la sustitucién de la Heplll con un OAc o con PEtn. (b) Esquema de la estructura
de una molécula modelo de LOS en H. influenzae. El gen que codifica la proteina responsable
de cada enlace esta indicado con un recuadro amarillo o naranja, en caso de que el gen
presente regulacidon por variacion de fase. Kdo, ketodeoxioctonato; Hep, heptosa; Gal,
galactosa; Glu, glucosa; GIcN, glucosamina; PCho, fosforilcolina; PEtn, fosfoetanolamina;
Neu5Ac, acido N-acetilneuraminico o acido sialico; OAc, grupo O-acetilo; P, fosfato.

El locus lic2, constituido por los genes lic2A, ksgA, lic2C, lic2B e infA, es el

encargado de la extensién de la cadena oligosacaridica a partir de la Hep Il. El gen
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lic2B codifica una glucosiltransferasa encargada de la union de una glucosa/galactosa
a la primera glucosa de la Hep Il (Twelkmeyer et al., 2011; Wong et al., 2011). Existen
cepas de HINT que presentan en el nicleo externo del LOS oligosacéaridos con una
heptosa denominada Hep IV. losAB (losAl/losB1 o losA2/losB2) codifican una
glucosiltransferasa y una heptosiltransferasa, respectivamente (Hood et al., 2010). La
expresion de losA esta regulada por variacion de fase (Erwin et al., 2006b). Los genes
losAB se encuentran flanqueados por infA y ksgA en la misma region donde,
alternativamente, se localiza lic2BC. Por tanto, la regiéon genémica flanqueada por infA
y ksgA en H. influenzae es variable entre cepas, de forma que puede estar vacia,
contener lic2BC o contener losAB (Erwin et al., 2005).

El operén liclABCD es responsable de la sintesis y transferencia de
fosforilcolina (PCho) a la molécula de LOS de H. influenzae. lic1A codifica una quinasa
de colina, liclB codifica un transportador de colina, liclC codifica una pirofosforilasa
que activa PCho para su incorporacién a la molécula de LOS, liclD codifica una
transferasa de PCho (Fig. 8b) (Weiser et al., 1997). La expresion del operén esta
regulada por variacion de fase. PCho se localiza en la molécula de LOS de la mayor
parte de cepas analizadas unida a la primera glucosa de la Hepl, en la posicion R;
(Fig. 8a), si bien se ha descrito la posible asociacion de PCho a residuos de las
extensiones Hep Il y Hep lll. La especificidad de liclD respecto al aceptor de PCho
esta relacionada con polimorfismos en este gen (Lysenko et al., 2000a; Schweda et
al., 2007). Ademas, liclD puede estar duplicado en el genoma, resultando en la
adicion simultanea de dos moléculas de PCho en localizaciones distintas de la
molécula de LOS (Fox et al., 2008).

lic2A y IgtC son responsables de la adicion de digalactosa a una glucosa de la
molécula de LOS (Hood et al., 1996; Weiser et al., 1998). El resultado es la formacion
de una globotriosa, epitopo que mimetiza el antigeno P* (Harvey et al., 2001). Ambos
genes presentan regulacion por variacion de fase (Power et al., 2009; Weiser & Pan,
1998). lex2B, regulado por variacion de fase, es responsable de la transferencia de la
segunda hexosa en la ramificaciébn Hep I. La adicion de una glucosa o una galactosa
depende de la variante alélica del gen lex2B presente en cada cepa (Deadman et al.,
2009). Si la molécula de digalactosa se une a la primera glucosa de la ramificacion
Hep I, la unién de la galactosa proximal es llevada a cabo por Lex2B.

La molécula de LOS de H. influenzae puede presentar acido sialico en forma
de Neu5Ac, acido N-acetilneuraminico. Neu5Ac es un azlcar de nueve carbonos que
el microorganismo capta del medio externo. SiaPQM es el transportador de Neu5Ac
(Allen et al., 2005; Severi et al., 2005). En el citoplasma bacteriano, la molécula de

Neu5Ac entra en una ruta catabdlica o es procesada para su incorporacién al LOS
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(Severi et al., 2007). Para ello, es necesaria la activacion de Neu5Ac con CMP,
proceso catalizado por la CMP-NeuAc sintetasa SiaB (Hood et al.,, 1999b). La
transferencia de CMP-NeuAc a una galactosa de la molécula de LOS es catalizada por
las sialiltransferasas LsgB, SiaA, Lic3A o Lic3B (Fox et al., 2006; Jones et al., 2002).
La presencia en el genoma de H. influenzae de los genes que codifican
sialiltransferasas es variable entre cepas. lic3B, homologo a lic3A, transfiere Neu5Ac a
una galactosa o a otra molécula de Neu5Ac, generando acido disidlico. lic3A y lic3B
estan regulados por variacion de fase (Fox et al., 2006).

La molécula de LOS de H. influenzae presenta variablidad entre cepas y dentro
de una misma cepa. Las moléculas de LOS de H. influenzae contienen glucosa,
galactosa, acido sialico, el aminoazlucar N-acetilglucosamina y las sustituciones de
naturaleza no glucidica PCho, grupos acetilo y PEtn (Schweda et al., 2007). La
variablidad del LOS entre cepas depende de (i) diferencias en el contenido génico, a
nivel de presencia o ausencia de genes implicados en la biosintesis de la molécula; (ii)
variabilidad alélica de los genes implicados en dicha biosintesis. La heterogeneidad
del LOS dentro de una misma cepa se debe a la longitud variable de las cadenas de
oligosacéaridos unidas al nucleo interno. Este hecho puede ser debido a: (i) una
biosintesis incompleta durante la adicion de azucares (Hood et al., 2001); (ii) la
competencia entre distintas transferasas por un mismo aceptor, lo que puede generar
glicoformas distintas en una cepa (Hood et al., 1999a; Schweda et al., 2007); (iii) la
variacion de fase de genes implicados en la biosintesis. La regulacion por variacion de
fase de varios genes implicados en la sintesis de LOS es un fenbmeno combinatorio
gue genera multiples posibilidades en el patrén de la molécula. Ademas, el apagado
de algunas transferasas implica la pérdida de la glicoforma aceptora para otras
transferasas, que no podran incorporar ninguna sustitucion a pesar de expresarse
correctamente.

A modo de ejemplo, y debido a que la cepa HiINT375 ha sido empleada como
cepa de referencia a lo largo de esta Tesis Doctoral, la Figura 9 describe la estructura
del LOS de este aislado clinico pediatrico (Bouchet et al., 2003). HINT375 presenta
ramificaciones oligosacaridicas en las Hep | y Ill. No contiene los genes lic2BC, por lo
que carece de ramificacion en la Hep Il. Presenta dos posibles glicoformas en la
ramificacién Hep lll: Glu-Gal-Gal o Glu-Gal-Neu5Ac-Neu5Ac. Ademas, la molécula de
LOS de HINT375 presenta PCho en la primera glucosa de la ramificacion Hep | (Fig.
9).

Varias modificaciones de la molécula de LOS de HIiNT estan relacionadas con
distintos aspectos de la virulencia de este patdgeno. La adicién de grupos O-acetilo a

la molécula de LOS de HINT y la expresion de losA juegan un papel importante en la
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resistencia del patégeno al ataque bactericida del suero (Fox et al., 2005). La
hexaacilacion del lipido A confiere resistencia a los péptidos antimicrobianos (Starner
et al., 2002) y media la persistencia del patégeno durante la infeccion (DeMaria et al.,
1997; Swords et al., 2002).

El papel de PCho en la virulencia de HINT es multifactorial: (i) PCho facilita la
formacion de agregados bacterianos sobre superficies abibticas y sobre el oido medio,
observado en un modelo in vivo de otitis media en chinchilla (Hong et al., 2007a),
favoreciendo la persistencia de HINT durante la infeccion; (i) PCho mimetiza
estructuralmente la molécula eucariota factor activador de plaquetas (PAF, del inglés
platelet activating factor) y se une al receptor de PAF (PAF-R) presente en la superficie
celular, lo que facilita la adhesion e internalizacién bacteriana en células epiteliales
bronquiales (Gould & Weiser, 2002; Swords et al., 2000; Swords et al., 2001); (iii)
PCho media la resistencia de HINT al ataque bactericida de los péptidos
antimicrobianos (Lysenko et al., 2000b); (iv) si bien juega un papel importante en los
estadios iniciales de la infeccion por HINT, PCho activa la via clasica del complemento
a través de su union a la proteina de fase aguda CRP. Esta union puede ser revertida
por la presencia de surfactante pulmonar (Gould & Weiser, 2002). La regulacion por
variacién de fase del operdn licLABCD permite al patdgeno el control de los niveles de
expresion superficial de PCho para evadir la activacion de la via clasica del
complemento tras las etapas iniciales de la infeccion (Pang et al., 2008; Weiser & Pan,
1998; Weiser et al., 1998). La unién a CRP ocurre cuando la molécula de PCho se
encuentra en la Hep Il de la molécula de LOS, pero no en la posicién O6 de la primera
glucosa de la ramificacion Hep | (Lysenko et al., 2000a). Por otra parte, PCho también
parece permitir la evasion del ataque bactericida del suero mediado por anticuerpos al
prevenir/limitar el acceso de los mismos a la superficie bacteriana (Clark et al., 2012).

La sustitucion de una glucosa con digalactosa lleva a la formacion de una
globotriosa (Gal-Gal-Glc), que mimetiza el antigeno P* presente en la superficie de
eritrocitos y de varios tipos de células epiteliales humanas (Harvey et al., 2001). La
presencia de digalactosa en el LOS de HiNT juega un papel en: (i) la resistencia del
patdgeno a la muerte mediada por activacion de la via clasica del complemento
(Weiser & Pan, 1998). La digalactosa esta relacionada con la inhibicion de la
deposicion de C4b sobre la superficie bacteriana (Erwin et al., 2006a; Ho et al., 2007);
(i) la virulencia del patégeno. La expresion de dos residuos de galactosa aumenta la
virulencia de HIiNT (Griffin et al., 2005).

La presencia de acido sidlico en la molécula de LOS de HINT confiere
resistencia al ataque bactericida del suero humano, impidiendo la deposicion de C3 y

C4 (Figueira et al., 2007; Hood et al., 1999b). Los glicoconjugados con acido sialico
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|
son componentes predominantes de la superficie de las células humanas, por lo que
su presencia en la superficie bacteriana constituye un mecanismo de mimetismo
molecular que contribuye a evadir el sistema inmune del huésped (Harvey et al.,
2001).
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Figura 9. Estructura de la molécula de LOS de la cepa HINT375. Los enlaces representados
con una linea punteada corresponden a glicoformas alternativas. En la ramificacion a partir de
la Heptosa lll, la glicoforma mayoritaria presenta una digalactosa terminal. La forma mayoritaria
(enlaces punteados), presenta acido sialico en su terminacion (Hood y col., 1999). Kdo,
ketodeoxioctonato; Hep, heptosa; Gal, galactosa; Glu, glucosa; GIcN, glucosamina; PCho,
fosforilcolina; PEtn, fosfoetanolamina; NeuAc, acido N-acetilneuraminico o acido sialico; OAc,
grupo O-acetilo; P, grupo fosfato.

3.4.2. Resistencia de HINT a la muerte mediada por péptidos antimicrobianos

HINT posee varios mecanismos de resistencia al ataque bactericida de los
péptidos antimicrobianos (PAs): (i) la acilacion del lipido A (Starner et al., 2002); (ii) la
presencia de PCho en la molécula de LOS (Lysenko et al., 2000b); (iii) el operén
sapABCDFZ. Este operon codifica un transportador de membrana que confiere
resistencia a PAs mediante la unién de SapA a los péptidos bactericidas en el espacio

periplasmico. Una vez unidos a SapA, estos péptidos atraviesan la membrana
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bacteriana a través del complejo Sap y son degradados en el citosol bacteriano por
peptidasas citoplasméticas (Mason et al.,, 2006;Mason et al., 2005;(Shelton et al.,
2011) Ademés, SapA se une a grupos hemo y es esencial para la utilizacion de este
grupo por la bacteria en condiciones de escasez de hierro. Los PAs compiten y
desplazan al grupo hemo en su unién a SapA, priorizando la resistencia a PAs sobre la

captacion de hierro (Mason et al., 2011).

3.4.3. Formacion de biopeliculas por HiINT

Una biopelicula o biofilm es un ecosistema microbiano organizado, formado por
uno o varios microorganismos asociados a una superficie bidtica o abidtica, con
caracteristicas funcionales y estructurales complejas. Este tipo de conformacién
microbiana ocurre cuando las bacterias en fase planctonica se adhieren a una
superficie o sustrato, formando una comunidad, que se caracteriza por la formacion de
una matriz extracelular adhesiva protectora (Costerton, 1995).

Se han propuesto 5 etapas para la formacion de biopeliculas (Fig. 10). En la
primera y segunda etapa, las células planctonicas presentan una asociacion leve y
débil al sustrato seguida por una fuerte adhesion. La tercera y cuarta etapa se
caracteriza por la agregacion celular en microcolonias seguido por la maduracién de la
biopelicula. En la quinta y dltima etapa, las células que conforman la biopelicula se
desprenden de la colonia y retornan a la vida planctonica transitoriamente y se
dispersan.

La formacién de biopeliculas por HINT ha sido objeto de gran controversia. En
los ultimos afios ha habido un gran nimero de estudios que relacionan la formacién de
biopeliculas por HINT con infecciones persistentes. La Otitis Media (OM) es una
enfermedad pediatrica que se produce por una disfuncion del tubo de Eustaquio,
dando como resultado la infeccion por patdégenos oportunistas, como HiNT, que
normalmente residen en la nasofaringe. Mientras que HINT y otras bacterias son
aisladas frecuentemente en pacientes con OM, las secreciones que se producen en la
oreja no permiten el cultivo de bacterias viables. Sin embargo, algunos estudios
muestran que HiNT y otras bacterias son detectadas en estas muestras mediante PCR
(Bakaletz et al., 1998; Post et al., 1996). Andlisis posteriores del tubo de Eustaquio de
pacientes con OM croénica/recurrente y cortes de tejidos de orejas de chinchillas
infectadas mostraron claramente comunidades de HiINT en forma de biopeliculas (Hall-
Stoodley et al., 2006; Post, 2001). En el contexto de infecciones respiratorias
asociadas con EPOC, en un estudio se mostré que HINT expresa peroxiredoxina-

glutaredoxina (pgdX) (Murphy et al., 2005). En este estudio mostraron que los niveles
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de PgdX incrementaron en las biopeliculas de HINT comparadas con los cultivos en
fase planctonica, y que cuatro cepas de HINT deficientes en pgdX mostraron una
menor formacion de biopelicula con respecto a la cepa silvestre (Murphy et al., 2005).
Esta evidencia sugiere la presencia de biopeliculas de HINT en pulmones de pacientes
con EPOC. Ademés, el incremento de peroxiredoxina-glutaredoxina indica que HIiNT
esta sometido a estrés oxidativo, lo cual es consistente con un estudio posterior en el
gue observaron que Dps, un factor de respuesta a estrés oxidativo, esta implicado en
la formacién de biopeliculas por HINT (Pang et al., 2012).

HINT forma agregados extracelulares, sobre superficies bidticas como
abidticas, con caracteristicas de biopelicula (Armbruster et al., 2009; Ehrlich et al.,
2002; Moxon et al., 2008; Murphy & Sethi, 2002; Post, 2001). Los agregados de HINT
estan relacionados con la persistencia del patdgeno en el hospedador y con la
resistencia a antibioticos (Moxon et al., 2008). Estos agregados presentan una matriz
extracelular en la que se ha identificado la presencia de acido sialico, PCho, ADN de
doble cadena, pili tipo IV y varias proteinas, incluyendo IgAl proteasa, HMW1, HMW2
y Hap (Arce et al.,, 2009; Goodman et al., 2011; Hong et al., 2007a; Jurcisek et al.,
2005; Jurcisek & Bakaletz, 2007; Webster et al., 2006). La sialilacion de la superficie
bacteriana promueve la formacion de biopeliculas por HINT en sistemas estaticos y en
sistemas de flujo continuo (Greiner et al., 2004; Swords et al., 2004) y la persistencia in
vivo en animales modelo de OM (Jurcisek et al., 2005; Swords et al., 2004). PCho
favorece la infeccion y persistencia de HINT al reducir la respuesta inflamatoria y
promover la formacion de biopeliculas estables (Hong et al., 2007b). HINT también
expresa pili tipo IV. Como en otras especies, el pili es esencial en la formacion de
biopelicula por HINT (Carruthers et al., 2012; Jurcisek et al., 2007), y anticuerpos anti-
pili tipo IV alteran la formacion de biopeliculas por HINT (Novotny et al., 2009). HINT
también produce DNA extracelular, el cual es importante en la formacién de biopelicula
(Jurcisek & Bakaletz, 2007). La proteina asociada a DNA nuclear DNABIII tiene un
papel estructural importante al estabilizar el DNA extracelular en la matriz de la
biopelicula de HINT. Un trabajo reciente mostré que un anticuerpo anti-DNABIII altera
la formacién de biopelicula por HINT (Goodman et al., 2011). Este trabajo ofrece una
nueva diana para una vacunacion efectiva contra las biopeliculas de HINT v,
posiblemente, de otros patégenos.

La formacién de biopeliculas por HINT esté regulada por la proteina LuxS, que
interviene en la comunicacion entre bacterias. LuxS es una molécula soluble que es
liberada al medio y estd implicada en la formacién, maduracién y dispersién de las
biopeliculas (Armbruster et al., 2009). Este estudio sugiere que la inhibicidn efectiva de

LuxS podria ser una posible diana terapéutica para el tratamiento de OM.
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Durante este trabajo, se ha analizado la implicacion del LOS de HiNT en la

formacion de biopeliculas bacterianas sobre superficies abioticas.

Figura 10. Formacion de una biopelicula bacteriana . Se han propuesto 5 etapas para la
formacién de biopeliculas. En la primera y segunda etapa, las células planctonicas presentan
una asociacion leve y débil al sustrato seguida por una fuerte adhesion. La tercera y cuarta
etapa se caracteriza por la agregacion celular en microcolonias, seguida por la maduracion de
la biopelicula. En la quinta etapa, las células que conforman la biopelicula se liberan de la
colonia, retornan a la vida plancténica transitoriamente y se dispersan.

3.5. Elementos bacterianos y dindmica de la infeccion epitelial por HINT

A continuacion, describimos las caracteristicas de un conjunto de moléculas
bacterianas que actian a modo de adhesinas y resumimos las etapas asociadas a la

infeccion del epitelio respiratorio por HiNT.

3.5.1. Moléculas implicadas en la interaccion de HiINT con el epitelio respiratorio

humano

HINT presenta un conjunto de moléculas y estructuras de superficie que actdan
a modo de adhesinas, a través de las cuales la bacteria interacciona con proteinas de
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la matriz extracelular, con mucina y con la superficie de células del hospedador (Tabla
4). Las adhesinas de HINT presentan variabilidad en base a: (i) su presencia o
ausencia; (i) polimorfismos que incluyen mutaciones puntuales, inserciones o
deleciones; (iii) regulacion de su expresién por variacion de fase.

P2 es una proteina codificada por el gen ompP2, altamente inmunogénica y
abundante en la membrana externa de HINT. P2 se adhiere a la mucina, que es uno
de los componentes principales del moco que cubre el epitelio respiratorio (Reddy et
al., 1996), y al receptor de laminina de células endoteliales (Orihuela et al., 2009). P5
es una proteina codificada por el gen ompP5, altamente inmunogénica y abundante en
la membrana externa de HiNT, que presenta homologia con la proteina OmpA de
Escherichia coli. P5 se une a la mucina (Miyamoto & Bakaletz, 1996; Reddy et al.,
1996) y a la superficie de las células epiteliales a través del receptor CEACAM-1
(Bookwalter et al., 2008; Hill et al., 2001; Virji et al., 2000) y de la molécula ICAM-1 (del
inglés intercellular adhesion molecule-1) (Avadhanula et al., 2006).

La proteina OapA media la adhesién a células epiteliales a través de un
receptor no identificado (Prasadarao et al., 1999; Weiser et al., 1995).

La proteina E (PE) es una proteina de membrana externa de HiNT altamente
conservada, que media la adhesién bacteriana al epitelio respiratorio y a las proteinas
de matriz extracelular laminina y vitronectina (Hallstrom et al., 2009; Ronander et al.,
2008; Ronander et al., 2009; Singh et al., 2010). La unién de PE a vitronectina
previene la deposicion del complemento en la superficie bacteriana y, por tanto, la
formacion del complejo de ataque a la membrana (Singh et al., 2011). Ademas, PE se
une al plasminégeno humano como mecanismo de evasion de la inmunidad innata del
hospedador (Barthel et al., 2012).

H. influenzae posee dos proteinas autotransportadoras que actian como
adhesinas, Hap e Hia. Hap forma parte de un grupo de proteinas extracelulares
conocidas como autotransportadores que se asocian a si mismos (del inglés self-
associating autotransporters, SAATS) (Henderson et al., 2000). La expresion de hap
esta regulada por genes relacionados con la biosintesis del LOS (Spahich et al., 2012).
Hap consta de una secuencia sefial, un dominio barril B (Hapg) y un dominio pasajero
(Hap,). Hap, se autoproteoliza, gracias a su actividad serin proteasa, liberandose al
medio y dejando el dominio Hap; embebido en la membrana plasmatica. Hap media la
adhesion de HINT a la superficie de células epiteliales y a las proteinas de matriz
extracelular fibronectina, laminina y colageno IV (Fink et al., 2002; Hendrixson & St
Geme, 1998). Asimismo, Hap promueve la formacion de agregados bacterianos o
microcolonias en la superficie celular (Hendrixson & St Geme, 1998; St Geme, 2002).

La definicibn de la estructura cristalina de Haps muestra que este dominio es
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responsable de la oligomerizacion intercelular, entre subunidades de proteinas
presentes en la superficie de bacterias distintas, lo que favorece la agregacion inter-
bacteria (Meng et al., 2011). Hia (del inglés Haemophilus influenzae adhesin) media la
adhesion bacteriana a células epiteliales a través de su dominio Hias (Barenkamp,
1996; Laarmann et al., 2002).

HMW1A y HMW2A (del inglés high-molecular-weight) son glicoproteinas de alto
peso molecular presentes en la membrana externa de H. influenzae (St Geme, 1993).
Los genes hmw1A y hmw2A codifican las adhesinas HMW1A y HMW?2A. Estos genes
forman parte de los operones hmwlABC y hmw2ABC, respectivamente (Hood et al.,
2004b; Masoud et al., 2008). HMW1B y HMW2B forman dos dominios barril B que
facilitan la translocacion de HMWI1A y HMW2A a través de la membrana,
respectivamente.

HMW1C y HMW2C carecen de péptido sefial N-terminal por lo que
permanecen en el citoplasma y estabilizan a las proteinas HMW1A y HMW2A (Rao et
al., 1999). HMW1C es una glicosiltransferasa que transfiere un residuo hexosa a una
asparagina de HMW 1A (Grass et al., 2010).

HINT presenta un pili hemaglutinante o fimbria en su superficie, codificado por
el operon hifABCDE (Gilsdorf et al.,, 1997). Las fimbrias de H. influenzae son
estructuras helicoidales con un didmetro de 5 nm y una longitud de 450 nm (St Geme
et al., 1996). Presentan disposicion peritrica y promueven la unién del patégeno a
mucina (Kubiet et al., 2000) y a los tejidos nasofaringeo y nasal (St Geme, 2002). HINT
también expresa pili tipo IV en su superficie, codificado por los operones pilABCD y
cOomABCDEF (Bakaletz et al., 2005). El pili tipo IV es un polimero filamentoso de 5-8
nm de diametro formado por dos subunidades de pilina dispuestas de forma helicoidal.
Esta estructura estd implicada en la adhesién a células del epitelio respiratorio,
formacion de agregados bacterianos, colonizacion del tracto respiratorio superior
(Jurcisek et al., 2007; Pelicic, 2008), captura de ADN exdgeno (Dougherty & Smith,
1999; Macfadyen, 2000) y motilidad por movimiento asociado a superficies (en inglés
twiching) (Bakaletz et al.,, 2005). La expresion de los operones pilABCD vy
comABCDEF es esencial para la funcionalidad del pili tipo IV, ya que mutantes en
cada uno de los 10 genes que forman los dos operones muestran defectos en la

adhesion de la bacteria a células primarias del epitelio bronquial, una disminucién en

Tabla 4: Adhesinas de H. influenzae.

Fuente variabilidad

Adhesina Gen Funcién Presencia
) Polimorfismos SSR
variable
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del gen
ompP2 Adhesién a mucina y a laminina no si no
ompP5 Adhesién a mucina, a CEACAM-1y no si no
a ICAM-1 en células epiteliales
OapA oapA Adhesion a células epiteliales no si no
Proteina E pe Adhesion a vitronectina, laminina 'y no no no
a células epiteliales
hap Adhesion a células epiteliales y a no si no
fibronectina, laminina y colageno.
Formacion de microcolonias.
hia Adhesién a células epiteliales si ND no
HMW 1 hmwlABC Adhesién a una glicoproteina si si En la region
sialilada no identificada en células promotora
epiteliales
HMW?2 hmw2ABC Adhesién a células epiteliales si si En la region
promotora
Fimbria hifABCDE Adhesion a mucina y a tejidos si ND En la region
nasofaringeo y nasal promotora
Pili tipo IV pilABCD Adhesion a células epiteliales, ND ND no
formacion de biofilms,
captacion de ADN
PCho licLABCD Adhesion a PAF-R no si En liclA

su capacidad para formar biopeliculas, y una disminucion en la tasa de eventos de

transformacién natural (Carruthers et al., 2012).

Como se ha descrito en el apartado 3.3 de la seccion de Introduccion, H.
influenzae presenta una elevada tasa de variabilidad antigénica. Ademéas de la
variabilidad antigénica a nivel de la molécula de LOS, las adhesinas de HINT son
variables. Estudios de distribucion génica muestran que aislados que poseen los
operones hmw no poseen hia, y viceversa (St Geme et al., 1998). ompP2, hmwl1A,
hmw2A, oapA y ompP5 presentan variabilidad de secuencia entre cepas. Estas
secuencias heterogeneas codifican regiones de la proteina expuestas al exterior. Esto
sugiere que la presencia de polimorfismos en ompP2 puede ser un mecanismo de

evasion de la respuesta inmune del hospedador. La variabilidad de P2 puede contribuir
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al desarrollo de nuevas respuestas inmunolégicas durante cada exacerbacion
provocada por una cepa de nueva entrada con polimorfismos en P2 respecto a cepas
adquiridas previamente (Thomas et al., 2002). Las secuencias de hmwlA y hmw2A
muestran un elevado nivel de identidad entre aislados (Barenkamp, 1992). Sin
embargo, las regiones situadas en los promotores de hmwlA y hmw2A muestran un
namero variable del heptanucleétido SSR 5 -ATCTTTC entre cepas, 0 incluso entre
cepas isogeénicas aisladas del mismo individuo en momentos distintos (Dawid et al.,
1999; Giufre et al.,, 2008). La variacion de fase en la regiébn promotora de ambos
operones esté asociada a cambios en la expresion de las adhesinas correspondientes.
Asi, un mayor nimero de repeticiones se asocia con una menor expresion proteica y
viceversa (Cholon et al., 2008; Dawid et al., 1999). OapA es otra adhesina que ha
mostrado variabilidad de secuencia entre cepas, que radica en la existencia de
inserciones y repeticiones en tandem en el gen oapA (Prasadarao et al., 1999). La
variabilidad de ompP5 radica en la existencia de sustituciones nucleotidicas no
sinbnimas (Duim et al.,, 1997). P5 presenta varias regiones hipervariables cuya
prediccion estructural indica que quedan expuestas hacia el exterior de la bacteria. El
namero de regiones hipervariables varia entre tres y cinco segun el tipo de
modelizacibn empleada (Duim et al., 1997). La prediccién de la estructura de P5
mediante el programa de prediccibn de barriles B transmembrana PRED-TMBB
(http://biophysics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/) sugiere la presencia de diez dominios
transmembrana y cinco regiones extracelulares (loops) con secuencias hipervariables
(Mullins et al., 2009).

3.5.2. Caracteristicas de la interaccion de HiNT con células respiratorias

Si bien HINT ha sido considerado durante afios un patdégeno fundamentalmente
extracelular, un conjunto de evidencias experimentales indican que HINT es un
patégeno intracelular facultativo. EI modelo de infeccion del epitelio respiratorio
humano por HINT que consideramos actualmente presenta cuatro etapas: (i) adhesion
bacteriana a la superficie celular, en un proceso mediado por un repertorio de
adhesinas bacterianas y receptores eucariotas (evento tipo zipper); (i) agregacion
bacteriana y formacion de microcolonias, en un proceso mediado, al menos en parte,
por Hap; (iii) invasion bacteriana; (iv) localizacién intracelular no proliferativa (Fig. 11).
El empleo de lineas celulares en cultivo indica que HINT invade células epiteliales

bronquiales y alveolares, y células endoteliales (Ahren et al., 2001; Ketterer et al.,
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1999; St Geme & Falkow, 1990; St Geme, 2002; Swords et al., 2001; Virji et al., 1991).
Por otra parte, estudios ex vivo han revelado la presencia de HINT intracelular viable
en tejido adenoide humano procedente de biopsias y en epitelio bronquial de pacientes
EPOC (Bandi et al.,, 2001; Forsgren et al., 1994). Mediante trabajo realizado en
nuestro laboratorio, hemos determinado que HINT invade las células epiteliales
respiratorias mediante un proceso dependiente del citoesqueleto de microtubulos, las
balsas lipidicas de la membrana plasmética eucariota y la cascada de sefializacion
dependiente de PI3K. Tras su internalizacién, la vacuola que contiene HINT adquiere
transitoriamente marcadores de endosoma temprano y, en ultimo término, el patégeno
se localiza sin proliferar en un compartimento acido con caracteristicas de endosoma
tardio (Morey et al., 2011). La localizacion intracelular no proliferativa de HINT puede
estar asociada a la persistencia y recurrencia de la infeccidon por este patdgeno, a
pesar del empleo de tratamiento antibiético y desarrollo de anticuerpos neutralizantes.
Durante esta Tesis Doctoral, hemos profundizado en los mecanismos moleculares
implicados en la invasion epitelial por HINT.

O
@ &P L &

Adhesion == Agregacion == |Invasion=s=»\/ida intracelular

Figura 11. El modelo de infeccién del epitelio respiratorio humano por HIiNT . Nuestro
modelo actual de trabajo presenta cuatro etapas: (i) adhesion bacteriana a la superficie celular,
en un proceso mediado por un repertorio de adhesinas bacterianas y receptores eucariotas; (ii)
agregacion bacteriana y formaciéon de microcolonias, en un proceso mediado, al menos en
parte, por Hap; (iii) invasion bacteriana; (iv) vida intracelular no proliferativa.
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Hipodtesis y objetivos
e e e

HINT invade células del epitelio respiratorio y se aloja en un compartimento
subcelular con caracteristicas de endosoma tardio. La localizacién intracelular no
proliferativa de H. influenzae puede condicionar la persistencia y recurrencia asociada
a la infeccion por este patdégeno, por lo que el andlisis de las estrategias moleculares
empleadas por HINT para acceder al nicho intracelular puede facilitar la identificacion
de posibles dianas terapeuticas. En base a estas evidencias, formulamos la siguiente
hipdtesis : “HINT es un patdgeno intracelular facultativo que modula una
panoplia de cascadas de transduccion de sefial en la célula hospedadora para
invadir el epitelio respiratorio humano”.

El lipooligosacéarido y las adhesinas de HINT son moléculas expuestas en la
superficie de la bacteria que presentan distribucidn, secuencia, estructura y niveles de
expresion variables entre aislados clinicos. En base a estas evidencias, planteamos la
siguiente hipétesis : “La variabilidad de las moléculas expuestas en la superficie
de HINT condiciona las caracteristicas de la interaccion del patégeno con

elementos de la inmunidad innata del hospedador”.

Las hipotesis planteadas fueron abordadas mediante los siguientes objetivos :

1. Andlisis de la contribucion relativa de las sustituciones del lipooligosacérido de
HINT a fenotipos asociados a patogénesis mediante la caracterizacion de
aislados clinicos de pacientes respiratorios crénicos y de cepas mutantes
generadas en el laboratorio.

2. Determinacion de la contribucion de las balsas lipidicas, integrinas, quinasas,
GTPasas, sefalizacion dependiente de PI3K-Akt y [AMPc] a la infeccion del
epitelio respiratorio humano por HiNT.

3. Andlisis de la contribucién relativa de las adhesinas PCho, P5 y Hap a la
infeccion por HINT mediante la caracterizacion de aislados clinicos de origen

patoldgico diverso y de cepas mutantes generadas en el laboratorio.

Los resultados obtenidos a partir de los objetivos propuestos se presentan en

dos capitulos :

Capitulo 1: Analisis de la contribucion relativa de las modificaciones de la

molécula de lipooligosacarido a fenotipos asociados a la patogénesis de HiNT.

Capitulo 2: Diseccion de los mecanismos de subversion celular y de la
contribucién relativa de adhesinas bacterianas durante la infeccion por el

patdgeno respiratorio HiNT.
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1. CEPAS BACTERIANAS, MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo, asi como sus caracteristicas
mas relevantes, se describen en la Tabla 1 (Anexo ) .

Las cepas de H. influenzae se cultivaron en placas de Agar-chocolate
(Biomérieux). Alternativamente, las cepas se cultivaron en placas de sBHI-Agar con
hemina (10 pg/ml) y B-NAD (10 pg/ml). Los cultivos en medio liquido se realizaron en
sBHI. En todos los casos, las bacterias se crecieron a 37°C en una atmésfera con 5%
CO,. Cuando fue necesario, las cepas se crecieron en medio en el que se afiadid
kanamicina 11 pg/ml o eritromicina 10 pg/ml.

Las cepas de E. coli se cultivaron en placas de Luria-Bertani (LB)-Agar a 37°C.
Los cultivos liquidos se realizaron en LB. Cuando fue necesario, las cepas se
crecieron en medio en el que se afadié kanamicina 50 pg/ml, ampicilina 50 pg/ml o
eritromicina 150 pg/ml.

Todas las cepas se mantuvieron almacenadas a -80C. Los stocks bacterianos
se generaron a partir de la biomasa bacteriana de una placa fresca, que fue recogida,
resuspendida en 1 ml de TSB-glicerol 10% y congelada a -80C. En el caso de HiNT,
las cepas a ensayar en los distintos tipos de experimentos fueron siempre reaisladas
de novo de los stocks correspondientes, en ningln caso reaisladas a partir de placas

previas.

2. INMUNODETECCION DE PCho A PARTIR DE COLONIA (COLONY BLOT)

Los niveles de PCho presentes en la molécula de LOS de las cepas de HINT se
determinaron mediante inmunodeteccibn a partir de colonia. La biomasa
correspondiente a cada cepa, crecida en una placa de Agar-chocolate, se recogié con
1 ml de solucién amortiguadora de fosfato salino (PBS, 145 mM NaCl; 7.7 mM
NaHPO,; 2.27 mM NaH,POy; pH 7.2). Diluciones seriadas de la suspension bacteriana
generada se plaquearon en placas de sBHI-Agar. Las placas que contenian entre 100
y 300 colonias se utilizaron para transferir la biomasa bacteriana a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana se lavo dos veces durante 15 min/lavado en tampon TSBB
(0.5 M NacCl, 0.5% Tween-20, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0) y se incubd durante 16 h a 4°C
con el anticuerpo monoclonal ratén anti-PCho TEPC-15 (Sigma) diluido 1:10000 en
TSBB. A continuacion, las membranas fueron sometidas a cinco lavados consecutivos
de 5 min/lavado con TSBB e incubadas durante 16 h en TSBB con un anticuerpo
policlonal cabra anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina (Caltag) diluido 1:10000.
Finalmente, las membranas se lavaron cinco veces con TSBB, se incubaron en
tampon AP (100 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI, pH 9.5) y se revelaron con
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5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato (BCIP, Sigma) y nitroazul de tetrazolio (NBT, Sigma)
disueltos en tampon AP. Tras varios minutos (entre 1 y 5), las colonias que expresan
PCho en la molécula de LOS y que, por tanto, reaccionaron con el anticuerpo TEPC-

15, generaron una sefial morada. La reaccion se par6 afiadiendo 10 ml de agua d.o.i.

3. EXTRACCION, RESTRICCION Y MODIFICACION DE ADN

La extraccion de ADN gendmico bacteriano se realizd siguiendo el método
descrito por Sambrook & Russell (2001). Brevemente, 1.5 ml de un cultivo de
bacterias crecidas en fase estacionaria fue centrifugado. El pellet se resuspendio en
567 ul de tampoén TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA) y se tratdé con SDS (100
pg/ml) y proteinasa K (0.5% p/v) durante 1 h a 37°C para lisar las bacterias. A
continuacion, se afiadieron 100 ul de NaCl 5 M, la preparacion se agito, y se afiadieron
80 pl de solucién CTAB 10%-NaCl 0.7 M. Los lisados se incubaron 10 min a 65°C.
Seguidamente, se procedi6 a la purificacion del ADN mediante dos pasos sucesivos e
idénticos de separacion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). En cada
paso, se afadieron 750 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico a la muestra que se
agitd y se centrifugé 5 min a 14.000 x g para separar la fase acuosa donde se
encuentra el ADN (superior) de la fase fendlica (inferior). Finalmente, la fase acuosa se
pasé a un nuevo tubo y se afiadieron 300 ul de isopropanol (aprox. 0.6 volumenes)
para precipitar el ADN. El tubo se centrifugd 5 min a 14.000 x g y el pellet de ADN se
lavé con etanol 70% para eliminar sales residuales. Tras una ultima centrifugacién (5
min a 14.000 x g), el pellet de ADN se resuspendié con 50 pl de agua d.o.i.

El ADN plasmidico fue extraido de las bacterias correspondientes y purificado
usando los kits comerciales QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y Qiagen Plasmid Midi
Kit (Qiagen). El ADN plasmidico utilizado en experimentos de transfeccion transitoria
de células eucariotas fue purificado mediante el kit comercial Qiagen Endofree plasmid
Maxi Kit (Qiagen).

Para la purificacion de ADN, en solucion o a partir de geles de agarosa, se
usaron los kits comerciales lllustra GFX PCR DNA, Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare) y NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel).

Las enzimas de restriccion de ADN (Promega y New England Biolabs), y las
enzimas de modificacion de ADN T4 ADN ligasa y T4 quinasa (New England Biolabs),

fueron empleadas siguiendo las indicaciones del fabricante.
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4. REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo para amplificar fragmentos
especificos de ADN. Para ello, se emplearon las enzimas polimerasa GoTaq Flexi
ADN (Taq, Promega) o Biotools DNA Polymerase (Biotools). La enzima ADN
polimerasa Vent (New England Biolabs) se utilizé cuando fue necesario obtener una
mayor fidelidad de amplificacion y/o fragmentos de ADN con extremos romos. Los
cebadores usados en este trabajo se describen en la Tabla 2 (Anexo I). Las
reacciones de PCR con polimerasa Taq se realizaron en un volumen final de 50 pl, tal
y como sigue: 1x tampon de reaccion (proporcionado por el fabricante), 0.5 mM
dNTPs, 20 pmoles de cada cebador, 2 mM MgSO,, 1.25 U de ADN polimerasa y ADN
molde. Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: (i) desnaturalizacion inicial
(5 min a 95C); (ii) 30 ciclos de desnaturalizacion (1 min a 95C), anillamiento (1 min,
la temperatura se puso a punto para cada pareja de cebadores) y elongacién (1 min
por kb del fragmento a amplificar, 72<C); (iii) elo ngacion final (10 min a 72<C). Las
reacciones de PCR con polimerasa Vent se realizaron en un volumen final de 50 pl
siguiendo las siguientes condiciones: 1x tampdén de reaccién (proporcionado por el
fabricante, contiene 2 mM MgSQ,), 0.5 mM dNTPs, 20 pmoles de cada cebador, 1.25
U de ADN polimerasa y ADN molde. Las condiciones de reaccién fueron las
siguientes: (i) desnaturalizacion inicial (5 min a 95€C); (i) 30 ciclos de
desnaturalizacion (1 min a 95C), anillamiento (1 min, la temperatura se puso a punto
para cada pareja de cebadores) y elongacion (1 min por kb del fragmento a amplificar,
74<C); (iii) elongacion final (10 min a 74<C). Esta s condiciones fueron usadas en todas
las reacciones de PCR realizadas con polimerasa Vent excepto para las reacciones de
PCR inversa, que se llevaron a cabo para generar un fragmento de ADN lineal con
extremos romos a partir de ADN plasmidico. Las reacciones de PCR inversa se
realizaron en un volumen final de 50 pl, tal y como sigue: 1x tampon de reaccion
(proporcionado por el fabricante, contiene 2 mM MgSQ,), 0.5 mM dNTPs, 25 pmoles
de cada cebador, 0.5 U de ADN polimerasa y 100 ng de ADN molde. Las condiciones
para la reaccién fueron las siguientes: (i) desnaturalizacion inicial (5 min a 92<C); (ii) 15
ciclos de desnaturalizaciéon (30 s a 92C), anillami ento (30 s, la temperatura se puso a
punto para cada pareja de cebadores) y elongacion (1 min por kb del fragmento a

amplificar, 74<C); (iii) elongacién final (10 min a 74<C).
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5. TRANSFORMACION QUIMICA DE E. coli

Este método se utiliz6 para generar cepas de E. coli competentes para su
transformacién con ADN plasmidico. Para ello, 2 ml de un cultivo de E. coli en fase
estacionaria en medio LB se inocul6 en 200 ml de LB. Este cultivo se incub6 a 37°C
con agitacion (180 r.p.m.) hasta alcanzar una DOgyon,=0.5. Las bacterias se incubaron
en hielo durante 10 min antes de ser recogidas mediante centrifugacién (7.000 r.p.m.,
10 min, 4°C). El pellet se resuspendié en 1/5 del volumen del cultivo inicial con
Solucién | (10 mM NaAc pH 5.6-6.0, 50 mM MnCl,, 5 mM NacCl). Las bacterias se
incubaron en hielo durante 10 min antes de ser recogidas mediante centrifugacion
(7000 r.p.m., 10 min, 4°C). El pellet se resuspendié en 1/5 del volumen del cultivo
inicial con Solucion 11 (10 mM NaAc pH 5.6-6.0, glicerol 5%, 70 mM CaCl,, 5 mM
MnCl,). Las bacterias se incubaron en hielo durante 10 min antes de ser distribuidas
en alicuotas de 80 ul y se congelaron inmediatamente a -80°C.

Las bacterias competentes se transformaron con ADN plasmidico. Para ello,
una alicuota de bacterias competentes se descongel6 en hielo y se afiadié el ADN de
interés. La mezcla se incubd en hielo durante 30 min y, a continuacién, fue sometida a
un choque térmico de 90 s a 42°C en un bafio termostatico. Seguidamente, la mezcla
se mantuvo en hielo durante 2 min y se afiadieron 800 pl de medio LB previamente
atemperado a 37°C. La mezcla se incubé a 37°C durante 90 min en agitacion (180
r.p.m.) y se plague6é en LB-Agar con los antibidticos adecuados para seleccionar

colonias transformadas con el ADN plasmidico de interés.

6. TRANSFORMACION DE H. influenzae MEDIANTE INDUCCION DE LA
COMPETENCIA NATURAL (METODO M-IV)

Este método se utilizé para la transformaciéon de H. influenzae con ADN lineal.
La competencia natural en H. influenzae se desarrollé en medio M-IV (Herriott et al.,
1970). El medio M-1V, cuya preparacion esta detallada en la Tabla 5, es un medio en
el que no se produce crecimiento bacteriano y que se prepara fresco para cada
transformacion a partir de las soluciones 21, 22, 23, 24 y 40.

En detalle, la cepa de interés se reaislé a partir del stock almacenado a -80°C
en una placa de Agar-chocolate y se crecio durante 12 h a 37<C con 5% CO ,. A partir
de esta placa, 1-2 colonias fueron inoculadas en un matraz estéril de 100 ml con 20 ml
de sBHI, que se cultivd durante 12 h a 37C con 5% CO, en agitacion (180 r.p.m.). 50
Ml de este cultivo en fase estacionaria fueron inoculados en 35 ml de sBHI atemperado

en un matraz estéril de 500 ml. El cultivo se crecié a 37C con 5% CO, en agitacion
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(180 r.p.m.). Cuando el cultivo alcanz6 una DOegs,m=0.2-0.3, las bacterias se
recogieron mediante centrifugacion (6.000 x g, 4 min, TA). El pellet se lavd con 20 ml
de medio M-IV a TA. La suspension bacteriana se centrifug6 (6.000 x g, 4 min, TA) y el
pellet se resuspendi6é en 35 ml de M-IV a TA. La suspensién bacteriana se transfirio a
un matraz estéril de 500 ml que se agité a 100 r.p.m. y 37<C, con 5% CO , durante 100
min. En este momento, la mayor parte del cultivo bacteriano ha desarrollado
competencia natural que se mantendr4& al menos durante 1 h. La suspensién
bacteriana se distribuyd en alicuotas de 1 ml a las que afiadieron 176 ul de glicerol
100% por alicuota (15% v/v) y se congelaron inmediatamente a -80<C.

Para transformar las bacterias competentes, se descongelé una alicuota en
frio, se centrifug6 y el pellet se resuspendié en 1 ml de M-IV fresco. Se afadio al
menos 1 ug del ADN lineal de interés y la mezcla bacterias-ADN se incub6 durante 30
min a 37C y 180 r.p.m. Se afadieron 5 ml de medio sBHI y la suspension bacteriana
se incubd a 37T y 180 r.p.m durante 2 h. Transcurridas las 2 h, se plaquearon 100 pl
de la suspension o, alternativamente, ésta se centrifug6 (14.000 x g, 1 min), el pellet
se resuspendid en 100 yl de PBS y se plague6é en sBHI-Agar. Las bacterias que
integraron el ADN exdgeno en su genoma mediante un evento de doble recombinacion
homologa crecieron formando colonias que fueron seleccionadas en sBHI-Agar con los

antibioticos adecuados.

7. GENERACION DE PLASMIDOS Y ESTIRPES BACTERIANAS

La estrategia seguida para la generacion de las estirpes mutantes de HINT se
detalla en la Figura 12..

Los genes liclBC (HI1538 y HI1539), hap (HI0354), ompP5 (HI1332), y sus
respectivas regiones adyancentes, se amplificaron a partir de ADN gendmico
purificado de la cepa HINT375. Las amplificaciones se realizaron con polimerasa Taq
y las parejas de cebadores lic1BC-F1/lic1BC-R1, hap-F1/hap-R1 y ompP5-F1/ompP5-
R1, respectivamente. Los cebadores fueron diseflados a partir del genoma
secuenciado de la cepa H. influenzae Rd (KW20) (htpp://cmr.jcvi.org/cgi-
bin/lCMR/GenomePage). Los fragmentos de ADN obtenidos, de 2.0, 2.2 y 2.1 kb
respectivamente, se clonaron en pGEM-T Easy (Promega), generando los plasmidos
pGEM-T/lic1BC, pGEM-T/hap y pGEM-T/ompP5, respectivamente. La informacion
detallada acerca de los pladsmidos generados y empleados en este trabajo esta
descrita en la Tabla 3 (Anexo I) . Estos plasmidos se utilizaron como molde en
reacciones de PCR inversa con polimerasa Vent y las parejas de cebadores lic1BC-
F2/licl1BC-R2, hap-F2/hap-R2 y ompP5-F2/ompP5-R2, respectivamente. Estas
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amplificaciones generaron una delecion de aproximadamente 30 pb en la regién
central de cada gen. Los productos de PCR inversa se utilizaron como vectores en los
gue se cloné un fragmento de ADN de 1.1 kb que contiene el gen ermC. ermC confiere
resistencia a eritromicina y fue obtenido mediante digestion con Smal a partir del
plasmido pBSLerm. Asi, se generaron los pladsmidos pAL-1, pAL-2 y pAL-3, que
contienen casetes de disrupcibn para los genes liclBC, hap y ompP5,
respectivamente. Estos pldsmidos fueron digeridos con Notl para obtener fragmentos
de ADN lineal de 3.1, 3.3 y 3.2 kb, respectivamente. Los casetes de disrupcion se
utilizaron para transformar individualmente la cepa HINT375 mediante el método M-IV.

La generacion de cepas mutantes se llevo a cabo mediante eventos de doble
recombinacion homoéloga en las regiones flanqueantes de cada gen de interés, que
fueron sustituidas por el casete de disrupcion correspondiente. Los eventos de doble
recombinacion homdloga fueron seleccionados mediante plaqueo en sBHI-Agar con
eritromicina (10 pg/ml). Se generaron las cepas HINT375AliclBC, HiINT375Ahap vy
HINT375AompP5. Las cepas HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAliclBC se
generaron mediante dos eventos sucesivos de doble recombinacion homoéloga. El
primer evento de recombinacion se realiz6 sobre la cepa HINT375 silvestre, y genero
la cepa HINT375Ahap. El segundo evento de recombinacion se llevo a cabo sobre la
cepa HiNT375Ahap con los casetes de disrupcion AompP5::km" y Alic1BC::km',
respectivamente. Para generar estos casetes, los vectores procedentes de la PCR
inversa de pGEM-T/ompP5 y pGEM-T/lic1BC se utilizaron para clonar un fragmento
romo de ADN que contiene un casete de resistencia a Km (Km'). Este fragmento se
obtuvo mediante digestion con Hincll a partir del plasmido pUC4K (GE Healthcare).
Asi, se generaron los plasmidos pAL-4 y pAL-5, que contienen casetes de disrupciéon
para los genes ompP5 vy lic1BC, respectivamente. Estos pladsmidos fueron digeridos
con Notl, generando fragmentos lineales de 3.4 y 3.3 kb, respectivamente. Los casetes
de disrupcion AompP5::km"y Alic1BC::km" se introdujeron individualmente en la cepa
HINT375Ahap mediante el método M-IV. Los eventos de doble recombinacion se
seleccionaron mediante plaqueo en sBHI-Agar con eritromicina (10 pg/ml) vy
kanamicina (11 pg/ml). Se generaron las cepas HINT375AhapAompP5 vy
HINT375AhapAlic1BC. En todos los casos, las disrupciones se comprobaron mediante

PCR con cebadores adecuados.
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Tabla 5: Preparacion del medio M-1V.

Soluciéon 21 (S21, pH =7.4) Concentracion
Acido L-Aspartico 4,0 mg/ml
Acido L-Glutamico 0,2 mg/ml
Acido Fumarico 1,0 mg/ml
NaCl 4,7 mg/ml
Tween 80 0,02 % (v/v)
K;HPO, 0,87 mg/ml
KH,PO, 0,67 mg/ml

Solucion autoclavada

Solucién 22 (S22) Protocolo para 100 ml
L — Cisteina 049
L — Tirosina 0,19

Se disolvieron en 10 ml de 1N HCl a 37°C. A continuacién se enras6 a 100 ml con agua

destilada y se afiadio:

L — Citrulina 0,06 g
L — Fenilalanina 0,29

L — Serina 0,39

L — Alanina 2 mg/ml

Solucién esterilizada por filtracion

Solucién 23 (S23) Concentracion
CaCl, 0,1M

Solucién autoclavada

Solucién 24 (S24) Concentracion
MgSO, 0,1 M

Solucién autoclavada

Solucién 40 (S40) Concentracion

Casaminoacidos libres de vitamina 5% (p/v)

Solucion esterilizada por filtracién

Preparacion de M-IV:
Se mezclan las soluciones S21, S22, S23, S24 y S40 en una proporcion de 100:1:1:1:1,
respectivamente.
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Figura 12. Generacion de estirpes mutantes de HINT . Los plasmidos pAL-1 a pAL-5
contienen los casetes de disrupcion Ahap:ermC', AompP5:ermC" y Alic1BC:ermC',
AompP5::km"y Alic1BC::kmr, respectivamente. Estos plasmidos son la fuente de fragmentos de
ADN lineal que se transformaron mediante transformacion natural e integraron en el
cromosoma de HiINT375 mediante doble recombinacion homéloga para generar las estirpes
mutantes correspondientes.

8. DETERMINACION DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS POR HiNT
MEDIANTE FLUJO CONTINUO

Para analizar la formacion de biopeliculas bajo flujo continuo, se usé un
dispositivo de vidrio de 60 ml denominado microfermentador (Pasteur Institute’s
Laboratory of fermentation), con un flujo continuo de 40 ml/h de sBHI en constante
aireacion con aire estéril a presion 0.3 bar. Los microfermentadores contienen
espatulas que sirven como soporte abioético para el crecimiento bacteriano. La cepa de

interés se reaislo del stock almacenado a -80°C en una placa de Agar-chocolate y se
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crecio durante 12 h a 37C con 5% CO,. A partir de esta placa, se inocularon 3-4
colonias en un matraz estéril de 100 ml con 20 ml de sBHI atemperado, que se incubd
a 37C, 5% CO, y 180 r.p.m. hasta alcanzar una DOgynm=1.0, ~2x10® bacterias/ml.
500 pl de este cultivo fueron inoculados en cada microfermentador. Los
microfermentadores fueron incubados durante 16 h a 37 con el flujo y aireacion
descritos anteriormente. Tras este tiempo, se desmonto el dispositivo y se analizé la
formacion de biopelicula sobre la espatula y las paredes del microfermentador. Las
biopeliculas formadas en la espatula fueron fotografiadas con una camara digital Nikon
Coolpix 950. A continuacion, las biopeliculas fueron resuspendidas en un tubo tipo
Falcon con 10 ml de PBS. La turbidez de la suspension bacteriana se analiz6 a
DOeoonm- Cada cepa bacteriana fue analizada utilizando este procedimiento por

duplicado en al menos tres experimentos independientes (n=6).

9. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA DE HINT A PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Cada cepa de interés se reaisl6 del stock almacenado a -80°C en una placa de
Agar-chocolate y se crecio durante 12 h a 37C con 5% CO.,. A partir de esta placa, 10
colonias fueron inoculadas en un matraz estéril de 100 ml con 10 ml de sBHI, que se
cultivd a 37C, 5% CO, y 180 r.p.m. hasta alcanzar una DOgs50nn=0.3. Una vez
alcanzada la fase exponencial, el cultivo se centrifugé (3.500 r.p.m., 20 min, TA), el
pellet resultante se lavé con 10 ml de PBS, y se centrifugé de nuevo. El pellet fue
resuspendido en el remanente de PBS. Esta suspension bacteriana se ajusté a una
DOgsonm=0.15, ~10° u.f.c./ml. La suspension bacteriana se empleé para realizar
diluciones seriadas en PBS (900 pl PBS + 100 pl dilucién anterior) hasta la dilucion 10°
2. A continuacion se realiz6 una dltima dilucién en LTM (del inglés Liquid Testing
Medium) (100 ul TSB; 1ml 100 mM PBS; 200 pl 5 M NaCl y 8.7 ml agua desionizada)
con 900 pl LTM + 100 pl dilucién 107 (dilucién 10 en LTM). En paralelo, se realizaron
diluciones del péptido antimicrobiano de eleccion en LTM (polimixina B o B-defensina
1, [stocks]= 100 pg/ml en agua). Las concentraciones finales de péptido empleadas
fueron: (i) 1; 0.75; 0.5; 0.25 y 0.125 pg/ml, en el caso de la polimixina B; (ii) 1, 0.75 y
0.5 yg/ml, en el caso de la B-defensina 1. A continuacion, se mezclaron 25 ul de cada
dilucion de péptido con 5 ul de la suspension bacteriana en LTM de cada cepa en
estudio. La mezcla bacteria-péptido se incub6 a 37°C durante 30 min 6 durante 1 h,
segun el experimento. El volumen completo (30 pl) se plagueé en sBHI-Agar. Las

bacterias se enumeraron mediante recuento de u.f.c. Los resultados se muestran en %
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de supervivencia, comparando el recuento de u.f.c. de las bacterias incubadas con
cada concentracion de péptido con el recuento control, obtenido para cada cepa en
ausencia de péptido. Cada cepa bacteriana fue analizada utilizando este

procedimiento por duplicado en al menos tres experimentos independientes (n=6).

10. ENSAYO DE AGREGACION BACTERIANA

Cada cepa de interés se reaislé del stock almacenado a -80°C en una placa de
Agar-chocolate y se crecié durante 12 h a 37C con 5% CO,. A partir de esta placa, se
inocularon 2-3 colonias en un matraz estéril de 100 ml con 20 ml de sBHI atemperado
(LB atemperado en el caso de E. coli), que se incub6 a 37C, 5% CO , con agitacion
180 r.p.m. durante 12 h. La densidad éptica de los cultivos se ajustdé con PBS, para
obtener 20 ml de suspension bacteriana a DOgoonm=1 en un tubo tipo Falcon. Esta
suspension bacteriana determina el comienzo del experimento (t=0). Los tubos se
mantuvieron estaticos a TA durante 7 h. Cada h (t=1 a t=7 h), se tom6é 1 ml de
suspension bacteriana de la parte superior del tubo sin perturbar la columna y se
cuantifico la DOegponm- El descenso progresivo de la DOgoonm fue asociado con la
agregacion bacteriana. Cada cepa fue analizada utilizando este procedimiento en al

menos cuatro experimentos independientes (n=4).

11. CULTIVO CELULAR, MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES E
INFECCION DE CELULAS EN CULTIVO

La linea celular de carcinoma pulmonar humano A549 (ATCC CCL185),
derivada de neumocitos humanos tipo Il, se cultivd empleando RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute) (PAA) sumplementando con suero bovino fetal inactivado 10%
(SBF, PAA), HEPES 10 mM (PAA) y una combinacion de antibidticos y antimicoticos
(PAA) que contiene penicilina 100 unidades/ml, sulfato de estreptomicina 0.1 mg/ml y
anfotericina B 0.25 pg/ml. Este medio fue denominado RPMI completo. Las células se
crecieron en frascos de 25 cm?, en una atmosfera saturada de humedad al 95%, con
5% CO, a 37<C. El SBF se inactivd en un bafio himedo a 60° C durante 1 h.

Los ensayos de infeccion de células A549 con HINT se llevaron a cabo en
placas de 24 pocillos. Cuando el experimento requirié la observacion del material
infectado con un microscopio de fluorescencia, las células se crecieron en pocillos
sobre cubreobjetos de vidrio de 13 mm de didmetro. Se depositaron 8x10*
células/pacillo, que se incubaron en RPMI completo durante 48 h para alcanzar ~90%

de confluencia, ~4-5x10° células/pocillo. Para sincronizar el ciclo celular, el medio
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RPMI completo se sustituyé por RPMI-1640 con HEPES vy antibiéticos, sin SBF, 16 h
antes de la infeccion. Previo a la infeccion, las células se lavaron tres veces con PBS y
se afiadi6 1 ml de EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution, Invitrogen) por pocillo. En
todos los casos, las infecciones se realizaron en medio EBSS. En los experimentos en
los que se realizaron infecciones sobre células superconfluentes, se depositaron 8x10*
células/pocillo, que se incubaron durante 72 h. 16 h antes de la infeccidn, el medio
RPMI completo se cambi6 por RPMI-1640 con HEPES y antibioticos, sin SBF.

Para la infeccion con HiNT, las bacterias crecidas en placas de Agar-chocolate
durante 16 h a 37C y 5% CO, se recogieron con 1 ml de PBS. Esta suspension
bacteriana se ajusté con PBS a una densidad éptica DOgp=1 (~10° u.f.c./ml). Se
afiadieron 100 pl de esta suspension a cada pocillo en 1 ml de EBSS, para obtener
una multiplicidad de infeccion aproximada de 100 bacterias por célula (MOl 100:1).

Experimentos de adhesion bacteriana a epitelio respiratorio © o la
determinacion de la adhesidén de HINT al epitelio respiratorio se llevo a cabo mediante
infeccion de las células en cultivo y procesamiento del material para cuantificacion de
u.f.c. Las células A549 fueron infectadas en EBSS durante 30 min. Nos referimos a
este tiempo de infeccién como “tiempo de contacto”, tras el cual los pocillos se lavaron
cinco veces con PBS vy las células se lisaron con 300 ul de PBS-Saponina 0.025%
durante 10 min a TA. Se realizaron diluciones seriadas de los lisados celulares, que
fueron plagueadas en sBHI-Agar. Las bacterias se enumeraron mediante recuento de
uf.c (Fig. 13). Alternativamente, cuando la infeccion se llevd a cabo sobre
cubreobjetos, las células fueron fijjadas para su procesamiento posterior mediante
microscopia (apartado 13 de la seccion Materiales y Métodos). Los experimentos se

realizaron por triplicado, al menos en tres ocasiones independientes (n>9).
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Figura 13: Procesamiento de células en cultivo infectadas con HiINT en experimentos de

adhesion .

Invasion del epitelio respiratorio por HINT:

las células A549 fueron

infectadas en medio EBSS con HIiNT durante 2 h. La suspension bacteriana empleada

para infectar se preparé como se describe previamente. Una vez transcurrido el tiempo

de contacto, los pocillos se lavaron tres veces con PBS y se incubaron en medio

RPMI-1640 con HEPES y SBF, en el que se afadié gentamicina 200 pyg/ml durante 1

h. La gentamicina es un antibiotico que se utilizé6 para eliminar selectivamente la

poblacion bacteriana extracelular. Los pocillos se lavaron tres veces con PBS vy las
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células fueron lisadas con 300 pl de PBS-Saponina 0.025% durante 10 min a TA. Se

realizaron diluciones seriadas que fueron plagqueadas en sBHI-Agar. Las bacterias

intracelulares se enumeraron mediante recuento de u.f.c. (Fig.14). Los experimentos

se realizaron por triplicado, al menos en tres ocasiones independientes (n>9).
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Figura 14: Procesamiento de células en cultivo infectadas con HINT en experimentos de

invasion .
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Exposicion celular a inhibidores quimicos : cuando fue necesario, la
infeccion de células epiteliales se realiz6 sobre células pre-expuestas a agentes
farmacologicos. Los compuestos, cuya actividad y condiciones de trabajo se detallan
en la Tabla 4 (Anexo Il) , se afladieron a los pocillos que contenian 1 ml de EBSS. Una
vez transcurrido el tiempo de cada pre-tratamiento, se realizé la infeccién con HINT
como se ha descrito previamente. Dependiendo de cada caso, el agente farmacologico
se mantuvo durante el tiempo de contacto bacteriano o fue sustituido por EBSS previo
a la adicion de la suspension bacteriana. Las tasas de adhesion e invasion bacteriana
se determinaron como se ha descrito previamente. Para analizar la viabilidad
bacteriana frente a cada compuesto farmacolégico, se mezclaron 1 ml de EBSS con
100 pl de una suspension de HINT de DOggonm=1 en un tubo eppendorf®y se incubd
con cada compuesto a la concentracion de trabajo indicada durante 2 h. Transcurrido
este tiempo, se realizaron diluciones seriadas, plaqueo en sBHI-Agar y recuento de

u.f.c.. El porcentaje de viabilidad bacteriana se calcul6 como (u.f.C. pacterias tratadas / U.f.C.

bacterias control no expuestas al agente farmacolégico) x 100 (Flg 15)

12. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS

Los ensayos de transfeccion de células A549 se realizaron en placas de 24
pocillos. Se depositaron 4x10* células/pocillo, que se incubaron en RPMI completo
durante 24 h para alcanzar ~40% de confluencia. Transcurridas las 24 h, los pocillos
se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con 400 ul de medio Opti-MEM
(Invitrogen). Las transfecciones se llevaron a cabo con 1 ug de ADN plasmidico, o con
50-100 nmol, segun el caso, de ARN de interferencia de doble cadena (dsARNi). En
ambos casos, se utilizé 1.25 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) por pocillo.

En detalle, se empled un tubo eppendorf donde se mezclaron 100 pl de Opti-
MEM con 1 pyg de ADN plasmidico o 100 ul de Opti-MEM con 50-100 nmol de dsARNi.
En ambos casos, se afiadié 1.25 ul de Lipofectamina 2000/tubo. La mezcla se incub6
a TA durante 20 min. Los 100 ul de esta mezcla fueron afiadidos al pocillo en el que
previamente se habian dispensado 400 ul de Opti-MEM. Los pocillos se incubaron
durante 6 h. A continuacioén, el medio se cambié por RPMI-1640 con SBF y HEPES.
Las células se mantuvieron en este medio durante 48 h, momento en el cual fueron
infectadas con HINT como se ha descrito previamente. Los plasmidos y los dsARNi
utilizados en este trabajo estan detallados en la Tabla 5 (ANEXO 1). En cada caso, se
determinaron las tasas de adhesion e invasidén bacterianas tal y como se ha descrito

previamente.
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Figura 15. La exposicion a los inhibidores quimicos no modificé la viabilidad bacteriana. 100 ul de una suspensién de HINT375 a DOggonm=1, generada
tal y como se prepara el in6culo bacteriano empleado para realizar una infeccién, fueron incubados en 1 ml de EBSS durante 2 h, con cada uno de los
inhibidores quimicos usados. A continuacion, se plaquearon diluciones seriadas de cada suspension bacteriana en sBHI-Agar. Los resultados estan
expresados en % de viabilidad con respecto al control (CON), bacterias incubadas en ausencia de inhibidor, cuyo recuento fue considerado como 100%.
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13. TINCION Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las células epiteliales depositadas, crecidas e infectadas sobre cubreobjetos
de vidrio de 13 mm de didmetro en placas de 24 pocillos se fijaron con
paraformaldehido (PFA) 3% durante 15 min a TA. A continuacion, se lavaron tres
veces con PBS y se conservaron a 4C en 1 ml de PBS con 14 pl de NH4Cl 1M hasta
su tincion.

Las bacterias y las moléculas/estructuras celulares de interés se tifieron
mediante inmunofluorescencia directa o indirecta, segun cada caso. El anticuerpo
primario conejo anti-HINT fue generado por nuestro laboratorio (Dr. Pau Morey) y se
empled a una dilucién 1:800. El anticuerpo secundario burro anti-conejo conjugado con
rodamina-RedX (RRX) fue proporcionado por Jackson Inmunological y se utilizé a una
dilucion 1:200. ElI ADN se tifid con Hoechst 33342 (Invitrogen) diluido 1:2500. La
integrina B1 se tifid con anticuerpo primario cabra anti- 1 (Santa Cruz Biotechnology
sc-6622) diluido 1:10. El anticuerpo secundario burro anti-cabra conjugado Cy2 fue
proporcionado por Jackson Inmunological y se utilizé a una dilucion 1:200. En todos
los casos, las tinciones se realizaron en un volumen de 40 pl de PBS con suero de
caballo 10%, saponina 0.1% y los marcadores y/o anticuerpos correspondientes. Los
cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS-saponina 0.1%, una vez con PBS y se
incubaron en una camara himeda en oscuridad con el anticuerpo primario durante 30
min. A continuacion, los cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS-saponina 0.1%,
una vez con PBS y se incubaron en una camara humeda en oscuridad con el
anticuerpo secundario durante 30 min. Tras las incubaciones pertinentes, los
cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS-saponina 0.1%, una vez con PBS y una
vez con agua destilada y se montaron sobre un portaobjetos con el gel montador
Prolong Gold antifade (Invitrogen). Las muestras se conservaron a 4C en oscuridad.
El material tefiido se analizé con un microscopio de fluorescencia Leica CTR6000. Las

imagenes se tomaron con una camara LeicaDFC350FX.

14. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las células epiteliales depositadas, crecidas e infectadas sobre cubreobjetos
de vidrio de 13 mm de didmetro en placas de 24 pocillos se fijaron con glutaraldehido
frio 3% durante 20 min a 4°C. Las muestras fueron deshidratadas en una serie gradual
de acetona al 30-50-70-90-100% durante 10’ cada una. Una vez deshidratadas, las

muestras se recubrieron con oro con un Fine coat ion sputter JFC-1100 (JEOL, Ltd). El
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material fijado se analiz6 con un microscopio de barrido Inspect S microscope (FEI
Company) a un voltaje de 15-20 KV. Esta parte del trabajo se realiz6 en colaboracion

con el Dr. José Ramos Vivas, Fundacién Hospital Marqués de Valdecilla, Santander.

15. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA CON SDS (SDS-PAGE) Y WESTERN BLOT

Los ensayos de infeccion de células A549 con HINT se llevaron a cabo en
placas de 6 pocillos. Se depositaron 1-2x10° células/pocillo, que se incubaron durante
48 h para alcanzar ~90% de confluencia. EI medio RPMI completo se sustituyé por
RPMI-1640 con HEPES y antibiéticos 16 h antes de la infeccion. En cada caso, antes
de llevar a cabo la infeccion, los pocillos se lavaron tres veces con PBS y se afiadieron
4 ml de EBSS/pocillo. Las células se infectaron con HINT, empleando 800 pl/pocillo de
una suspension bacteriana generada como se indica en el apartado 8 de la Seccion
Materiales y Métodos. Trascurrido el tiempo correspondiente, los pocillos se lavaron
tres veces con PBS frio manteniendo las placas en hielo. A continuacion, las células
se lisaron con 100 pl de tampdn de carga (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2% plv
glicerol 10% DTT 50 mM; azul de bromofenol 0.01% p/v) por pocillo. EI material
bioldgico se recogid con un descamador celular y se transfirié a un tubo eppendorf®.
Los extractos celulares se sonicaron durante 15 s, se hirvieron a 100C durante 10 min
y se enfriaron en hielo. El analisis electroforético de las proteinas presentes en los
extractos celulares se realizd utilizando geles desnaturalizantes al 10% de
poliacrilamida con SDS (fase de resolucion). Para ello, se utiliz6 un equipo Mini-
protean® de Bio-Rad. Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa o de PVDF, dependiendo de la proteina de interés. Se
utilizé un sistema de transferencia semihtimedo (Trans-Blot® SD semidry transfer cell
de Bio-Rad), aplicando un voltaje de 10 V durante 35 min. La eficiencia de la
trasferencia se control6 tifiendo la membrana con una solucion comercial de Ponceau
S (Sigma). A continuacion, la membrana se bloque6 durante 16 h con leche en polvo
4% disuelta en TBS. Los anticuerpos primarios utilizados, asi como las condiciones de
uso y las especificacions de cada Western blot estan detallados en la Tabla 6 (ANEXO
). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: ratéon anti-conejo conjugado a
peroxidasa de rabano (HRP, del inglés Horseradish peroxidase) (Sigma, ref. A4914)
diluido 1.1000; conejo anti-raton conjugado a HRP (Pierce, ref. 1858413) diluido
1:1000; y conejo anti-cabra conjugado a HRP (Santa Cruz Biotechnology sc-6622)

diluido 1:5000. Las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios durante
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1 h a TA. Las bandas se detectaron mediante el kit ECL Advance™ Western Blotting
Detection Kit.

Cuando fue necesario, las membranas se lavaron dos veces con PBS-Tween
20 0.5% durante 15 min/lavado y los anticuerpos se eliminaron de las membranas
mediante incubacion durante 30 min con la solucion “Restore Western Blot Stripping
Buffer” (Pierce). Transcurrida esta incubacién, las membranas se lavaron dos veces
con PBS-Tween 20 0.5% durante 15 min/lavado. Tras el segundo lavado, las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios y secundarios deseados.
Como control de carga, se analizd6 en cada caso la cantidad de tubulina en los
extractos mediante Western Blot con un anticuerpo primario ratdén anti-tubulina
humana (Sigma, ref. T5168) diluido 1:3000 y el anticuerpo secundario conejo anti-raton
citado previamente. Las bandas se detectaron mediante el kit SuperSignal® West
Dura Extended Duration Substrate (Thermo, ref. 34075).

16. INFECCION INTRANASAL DE RATONES CD1

Se emplearon ratones CD1 hembra (Charles River, Elbeuf, Francia) de 4-6
semanas de vida y 20-22 g. Los animales se alojaron en jaulas adecuadas (N° registro
animalarios UPNA, ES/31-2016-000002-CR-SU-US) con agua y alimento ad libitum
antes de comenzar los experimentos, siguiendo las recomendaciones del Comité de
Etica y Experimentacion Animal y Bioseguridad (CEEAB) y segun la legislacion vigente
RD 1261/2005.

La cepa de interés se reaisl6 del stock almacenado a -80°C en una placa de
Agar-chocolate y se crecié durante 12 h a 37C con 5% CO,. Las bacterias se
recogieron con 1 ml de PBS. Esta suspension bacteriana se ajusté con PBS a una
DOgoo=1 (~10° u.f.c/ml). 4,16 ml de la suspension bacteriana ajustada fueron
centrifugados durante 5 min a 3.500 r.p.m. El pellet se resuspendié en 1 ml de PBS.
De esta forma, se obtuvo una suspension bacteriana con una concentracion ~ 5x10°
u.f.c./ml.

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con 20 il de una mezcla que
contiene 375 ul de Ketamina (Imagene 1000 de Merial Ref: 03661103001881), 375 pl
de PBS y 250 ul de Rompun (Bayer KP05965). Cada animal fue inoculado
intranasalmente con 20 il de la suspensién bacteriana (~10° u.f.c./animal), colocando
la punta de una micropipeta (punta amarilla empleada en micropipetas 10-200 pl)
sobre la nariz sin tocarla y dejando que el animal respire la gota de inéculo bacteriano.
Tras la inoculacion, los ratones se colocaron sobre una manta eléctrica durante 30 min

para recuperarlos de la anestesia. 24 y 48 h post-infeccion, los ratones se sacrificaron
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y los pulmones se diseccionaron. Los pulmones de cada animal se colocaron en
bolsas individuales previamente pesadas y se afiadi6 PBS a la bolsa (1:9 p/v). Los
6rganos se homogenizaron y se realizaron diluciones seriadas en PBS hasta 10™. 100
ul de cada dilucion fueron plagueados por triplicado en placas de sBHI-Agar. Por otro
lado, las traqueas de los animales sacrificados a las 48 h post-infeccién fueron
diseccionadas, fijadas, embebidas en parafina y procesadas para inmunohistoquimica.
HINT se tifi6 mediante un anticuerpo primario conejo anti-HINT y un anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a HRP. Las imagenes son cortesia de la Dra. Maria
Jesus Grillo, I. Agrobiotecnologia-UPNA-CSIC.

17. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estan expresados como la media * la desviacion estandar. Las
barras de error de las graficas corresponden al error tipico. La igualdad de los
resultados se contrast6 a partir de un analisis de la varianza (ANOVA) de dos colas, el
test t de Student, empleando el programa informético GraphPad Prism versién 4. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas si el valor de P fue <0.05.
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CAPITULO 1: ANALISIS DE LA CONTRIBUCION RELATIVA DE LAS
MODIFICACIONES DE LA MOLECULA DE LIPOOLIGOSACARIDO A FENOTIPOS
ASOCIADOS A LA PATOGENESIS DE HiNT

1.1. Respuestas del hospedador a la infeccion por aislados clinicos de HINT de

pacientes respiratorios cronicos

HINT causa infecciones agudas, cronicas y agudizaciones de tipo microbiano
en pacientes que sufren enfermedades respiratorias crénicas, a menudo
contribuyendo a la progresién de la enfermedad. En nuestro laboratorio, mediante una
colaboracién establecida con la Dra. J. Lifares (Hospital Universitario Bellvitge,
Barcelona), hemos dispuesto de una coleccion de 20 sets de cepas clinicas de HINT
aisladas de 20 pacientes respiratorios crénicos (1 set por paciente) durante diferentes
visitas médicas como consecuencia de una agudizacion de la enfermedad crénica
subyacente (Tabla 7, ANEXO I). Esta coleccién de aislados clinicos ha sido analizada
de forma retrospectiva. La clonalidad de los aislados clinicos se analiz6 mediante
PFGE. El tipado molecular mostré que los aislados clinicos de 14 pacientes (pacientes
1 a 14, grupo A) presentan perfiles de PFGE diferentes. Por el contrario, en los sets de
aislados clinicos de 6 pacientes (pacientes 15 a 20, grupo B), al menos dos aislados
por set presentan el mismo perfil de PFGE (datos proporcionados por Dr. Laura
Calatayud, H. Bellvitge). Los aislados con el mismo perfil de PFGE se consideraron
isogénicos (misma cepa), proponiendo que son cepas que pueden causar una
infeccion cronica, al ser aisladas en al menos dos visitas médicas independientes
(Tabla 7, ANEXO 1). El andlisis de la distribucion de genes implicados en la biosintesis
del LOS revel6 que todos los aislados presentan los genes IgtF, lic2A, licLABCD, lic3A
y lic3B, lo que implica la posible modificacién de la molécula de LOS en la Hep [, con
digalactosa, PCho o &cido sidlico. Sin embargo, la distribucion del gen lic2C es
heterogenea, estando presente en 63% de los aislados, por lo que la modificacién de
la molécula de LOS en la Hep Il es un factor variable (datos proporcionados por Pau
Marti-Lliteras, FISIB).

En este trabajo, se realiz6 una seleccion de aislados clinicos de esta coleccion
retrospectiva disponible para analizar tres fenotipos asociados a la virulencia de HiNT,
la resistencia del patégeno al ataque bactericida de los péptidos antimicrobianos
(PAs), la formacion de biopeliculas y la adhesion bacteriana al epitelio pulmonar

humano. Las caracteristicas de los aislados seleccionados se muestran en la Tabla 6.

97



Resultados

Tabla 6. Caracteristicas de las cepas clinicas de HINT seleccionadas en este trabajo

Paciente Cepa Fecha Sexo/Edad Enfermedad PFGE lic2C

HIiNT aislado subyaciente

1 629 12/12/1997 | Hombre/64 Enfisema Hi-44 -

severo

846 1/4/1998 Hi-43 -

10 995 30/6/1998 | Hombre/38 EPOC Hi-27 +

13 322 12/12/1996 | Hombre/68 EPOC Hi-60 +

865 14/4/1998 Hi-59 -

1244 8/3/1999 Hi-58 +

1715 | 16/11/2000 Hi-61 +

16 350 13/1/1997 Mujer/72 Asma bronquial | Hi-23 -

cronica

17 411 17/2/1997 | Hombre/56 | Bronquiectasis Hi-13 +

584 7111/1997 Hi-13 +

1104 9/11/1998 Hi-13 +

18 628 15/12/1997 | Hombre/69 Patologia Hi-55 -

desconocida

920 8/5/1998 Hi-55 +

19 735 10/2/1998 Mujer/73 Bronquiectasis Hi-56 -

1340 15/6/1999 Hi-57 -

1684 3/10/2000 Hi-57 -

1.1.1. Resistencia de aislados clinicos de HINT al ataque bactericida de péptidos

antimicrobianos

Para llevar a cabo el andlisis de resistencia a péptidos antimicrobianos (PAS),
se seleccionaron aislados representativos de pacientes y perfil de PFGE. Los aislados
seleccionados fueron HINT629, 995, 322, 865, 350, 411, 584, 1104, 628, 920, 735,
1340 y 1684 (Tabla 6). Los PAs son péptidos solubles, elementos integrantes de la
inmunidad innata del hospedador cargados positivamente. Los PAs actuan mediante
interaccion electrostatica con la superficie bacteriana, en particular con el lipido A de
bacterias Gram negativas, que es una molécula anionica (Brogden, 2005; Hancock &
Chapple, 1999; Nicolas & Mor, 1995; Vaara, 1992).

Se analiz6 la resistencia de HINT a polimixina B. Las polimixinas son

lipopéptidos anfipaticos pentacatiénicos sintéticos, activos frente a bacterias Gram
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negativas. De forma similar a los péptidos antimicrobianos naturales, las polimixinas
interaccionan con el LPS anionico (Evans et al., 1999; Hermsen et al., 2003). Cada
cepa se incub6 en ausencia (control) o presencia de un rango creciente de
concentraciones de polimixina B durante 60 min. La supervivencia de cada cepa en
presencia de cada concentracion de péptido se comparé con la supervivencia
bacteriana sin péptido. Los datos estdn expresados en % de supervivencia con
respecto al control (ausencia de péptido), considerado como 100%. La resistencia a
polimixina B fue variable entre aislados clinicos. No pudimos establecer una
asociacion entre lic2C y resistencia a péptidos antimicrobianos, excluyendo, por tanto,
las sustituciones oligosacaridicas en la Hep Il del LOS en este proceso. Sin embargo,
se observo un incremento progresivo en la resistencia a polimixina B de los aislados
clinicos de los pacientes 17, 18 y 19 (Tabla 7). Los aislados de estos pacientes son
isogénicos intra-paciente, por ejemplo, HiNT411, 584 y 1104, aislados del paciente 17,
presentan un mismo perfil de PFGE. Para profundizar en esta observacion, se analizd
la resistencia a polimixina B tras la incubacion de las bacterias con el péptido durante
30 min, lo que confirméd un incremento progresivo de la resistencia a polimixina B en
aislados con el mismo perfil de PFGE (Tabla 8). A continuacion, se analizé la
resistencia bacteriana al péptido natural humano p-defensina 1 mediante la incubacion
de las distintas cepas con concentraciones crecientes de este péptido durante 30 min.
Los resultados confirmaron los datos obtenidos con polimixina B. La Figura 16 ilustra
los datos mostrados en la Tabla 8.

La resistencia de HINT a péptidos antimicrobianos estd relacionada con la
presencia de PCho y con la acilacion del lipido A del LOS (Lysenko et al., 2000a;
Starner et al., 2002). Todos los aislados clinicos presentaron PCho, por lo que no se
pudo establecer una asociacion entre PCho y resistencia a péptidos antimicrobianos.
Igualmente, todos los aislados clinicos presentaron un lipido A hexaacilado, por lo que
no se pudo establecer una asociacion entre acilacion del lipido A y resistencia a
péptidos antimicrobianos (datos obtenidos por P. Marti-Lliteras y Enrique Llobet,
FISIB).

En conjunto, los resultados obtenidos muestran variabilidad en la resistencia a
péptidos antimicrobianos entre aislados clinicos. Asimismo, se observo una resistencia
creciente a polimixina B y a p-defensina 1 en cepas isogénicas aisladas de un mismo
paciente respiratorio crénico en visitas médicas independientes. No se pudo establecer
una asociacion entre resistencia a péptidos y distribucion de lic2C. Igualmente, no se
pudo establecer una asociacion entre diferencias en la cantidad de PCho y el perfil de
acilacion del lipido A con la resistencia a péptidos antimicrobianos mostrados por los

aislados clinicos analizados.
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Tabla 7. Resistencia de aislados clinicos de HiNT seleccionados a polimixina B
de polimixina B empleadas se indican en ug/ml. Los resultados estan expresados en % de
supervivencia con respecto al control (ausencia de péptido), considerado como 100%, tras la
incubacion bacteriana con polimixina B durante 60 min.

. Las dosis

Paciente HINT 1 0.75 0.5 0.25 0.125 0
375 10.1+2.7 13.5+3.7 | 91.5+3.9 100 100 100
1 629 3.9+0.7 10.6+2.0 | 83.2+3.5 100 100 100
10 995 8.9+3.9 16+7.7 87.1+2.0 | 97.9+1.9 100 100
13 322 4.6+0.8 8.1+3.2 86.8+6.8 100 100 100
865 3.7+1.9 8.5+2.7 81.5+6.9 | 99.5+0.1 100 100
16 350 1.5+0.9 6.3+3.9 91.5+3.4 | 97.2+1.8 | 99.6+0.2 100
17 411 2.2+1.3 4.8+1.7 87.6+3.4 | 97.9+1.3 100 100
584 3.0+0.7 11.1+1.5 | 86.9+3.2 | 97.2+2.2 100 100
1104 2.9+1.2 8.8+0.9 85.8+1.9 100 100 100
18 628 1.4+0.6 6.7+1.5 86.1+8.2 | 91.9+5.3 | 99.5+0.4 100
920 7.1+1.6 11.9+2.8 | 80.5+5.8 | 94.8+1.4 | 96.3+2.7 100
19 735 4.0+2.9 8.1+1.9 90.1+1.2 100 100 100
1340 12.0+3.6 19.2+5.4 | 78.7+5.6 | 97.3+2.7 100 100
1684 9.0+1.2 19.7+3.8 96+2.8 | 96.8+2.4 100 100

Tabla 8. Resistencia de aislados clinicos de HINT seleccionados a polimixina B y B-

defensina 1 . Las dosis de polimixina B y y B-defensina 1 empleadas se indican en pg/ml. Los
resultados estan expresados en % de supervivencia con respecto al control (ausencia de
péptido), considerado como 100%, después de la incubacion con polimixina B y B-defensina 1
durante 30 min.

Péptido Paciente Aislado 1 0.75 0.5 0
antimicrobiano HINT
17 411 11.840.9 30.9+2.1 93.945.5 100
Polimixina B 584 35.5+8.3 69.3+9.3 97.4+2.3 100
(30 min) 1104 36.745.3 78.1+8.5 100 100
18 628 12.89+1.7 | 54.6+12.3 | 96.1+3.6 100
920 37.22+6.4 | 74.3+1.6 96.4+3.4 100
19 735 26.5+6.1 48.9+1.4 | 96.5+3.4
1340 34.4+3.5 55.4+7.2 99+0.8 100
1684 51.745.6 75.1+4.2 100 100
B-defensina 1 17 411 57.4+3.7 96.3+2.4 100
584 84.5+2.4 98.2+1.6 100
1104 91.2+4.5 100 100
18 628 61.2+6.5 91.7+3.1 100
920 87.5+3.1 99.6+0.2 100
19 735 68.3+10.6 | 90.6+2.2
1340 87.1+0.4 100 100
1684 94.843.6 100 100
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Figura 16. Cepas isogénicas de HINT aisladas de un mismo paciente respiratorio crénico

en visitas médicas independientes presentan resistencia creciente a polimixina B y a B-
defensina 1. Las cepas de los pacientes 17 (a y b), 18 (c y d), 19 (e y f) se incubaron en
ausencia (control) o presencia de un rango creciente de concentraciones de polimixina B (a, c y
e) y B-defensina 1 (b, d y f) durante 30 min. La supervivencia de cada cepa en presencia de
cada concentracion de péptido se compard con la supervivencia bacteriana sin péptido. Los
datos estan expresados en % de supervivencia con respecto al control (ausencia de péptido),
considerado como 100%.
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1.1.2. Interaccion de aislados clinicos de HINT con el epitelio respiratorio

humano

A continuacion, se analizé la adhesion a células epiteliales A549 de los
aislados clinicos seleccionados previamente a células epiteliales A549 (Tabla 6). La
tasa de adhesion bacteriana fue variable entre las cepas analizadas (Fig. 17a). Sin
embargo, los aislados de los pacientes 17, 18 y 19 (aislados isogénicos en cada
paciente) mostraron una tasa de adhesion menor a la de los aislados no isogénicos de
los pacientes 1, 10, 13 y 16. Asi, en conjunto, la tasa media de adhesién de las cepas
aisladas de los pacientes 17, 18 y 19 es significativamente menor a la de las cepas
aisladas de los pacientes de los pacientes 1, 10, 13 y 16.

HINT presenta un repertorio de adhesinas a través de las cuales la bacteria
interacciona con superficies celulares y/o matriz extracelular (apartado 3.4, seccion
Introduccidn). Una de estas proteinas es P5. Como se indica en el apartado 3.4 de la
seccion Introduccién, la prediccion estructural de P5 muestra que esta proteina
presenta cinco regiones hipervariables expuestas al exterior de la bacteria (loops 1-5).
Mediante la utilizacién de los cebadores P5-Fw/P5-Rv se realizé la amplificacion por
PCR y secuenciacion de los productos de PCR obtenidos, para realizar un analisis de
secuencia de las cinco regiones expuestas en los aislados clinicos seleccionados. Los
resultados obtenidos muestran que la secuencia de P5 fue heterogénea entre
aislados. El alineamiento entre secuencias mostrd diferentes grados de variabilidad
para cada region hipervariable. Asi, en el loop 1 encontramos 16 secuencias
diferentes; en el loop 2, 13 secuencias diferentes; en el loop 3, 15 secuencias
diferentes; en el loop 4, 6 secuencias diferentes; y en el loop 5, 5 secuencias
diferentes. Con respecto al loop 1, el motivo GINNNGAIK/Q (rojo) se encontré en 10
aislados, mientras que el motivo GLRALARE (azul) se encontrd en 4 aislados. Este
tipo de motivos han sido observados previamente en colecciones de aislados distintas
a la analizada en este trabajo (Webb & Cripps, 1998). Los loops 2, 3 y 5 tuvieron un
tamafio similar, mientras que el loop 4 fue el mas corto. Las secuencias marcadas en
gris corresponden a secuencias encontradas anteriormente en nuestro laboratorio en
una coleccién de cepas no isogénicas de origen patoldgico diverso (Marti-Lliteras et
al., 2011); en particular, una secuencia en el loop 1, una secuencia en el loop 2, cuatro
secuencias en el loop 3, 3 secuencias en el loop 4 y dos secuencias en el loop 5. Las
cepas gue mostraron el mismo PFGE tuvieron una secuencia idéntica en los 5 loops
de P5 (Tabla 9).

P5 es un ligando bacteriano del receptor celular CEACAM1 (Hill et al., 2001).

Para garantizar la presencia del receptor en células A549, los ensayos de adhesion se
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llevaron a cabo utilizando células superconfluentes, donde la expresiéon de CEACAM1
es alta (Slevogt et al., 2008). Se analiz6 la adhesion de cuatro cepas clinicas
representativas a células A549 superconfluentes. Las cuatro cepas mostraron niveles

de adhesion similares a los obtenidos al emplear monocapas celulares con confluencia

~90%. (Fig. 17b).

Tabla 9. Secuencia de los
aislados de HiNT seleccionados

loops extracelulares predichos en la proteina P5 de los

Lazo 1 Aislado HINT
GQASFHDGLRALAREYKV------- GYHRNS 832,955,1082
GQASFHDGVHALHDGVHALARQNKAGYHRNS 1340,1684

GQGSFHDGINNNGAIKQDLEL--GYGHRRNT
GQGSFHDGINNNGAIKEDLSA--SYGYRRNT

411,584,1104,628,920
350,573,1250

GQGSFHDGINNNGAIKENLTS--GYGYRRNT 735
GQGSFHDGINNNGAIQKDLEL--GYGYRRNT 2738,865,1244
GQASFHDGLRALAREKVV------- GYHRNS 2378
GQGSFHDGINRNRVIIDGLPGDYG---RRNT 322
GQGSFHDGINNNGAIKNNLPGY--YGYRRNT 2875,629
GQGSFHDGINNNGAIQKHLTL--SYGYRRNT 2302
GQASFHDGINNNGAIKKDLLELTSYGYRRNT 2612
GQASFHDGINNNGAIKKDLLGLASYGYRRNT 846
GQGSFHDGINNNGAIKEDLSSY--YGYKRNT 1689
GQASFHDGLRALARENKYV------- GYHRNS 1715
GQASFHDGLRALAREKNV------- GYHRNS 2801
GQGSFHDGINNNGAIKQNLSSAN-YGYRRNT 995

Lazo 2 Aislado HINT
DNFGRAKLRSNGQALAKHTN 735
DDFGRAKFRVAGKPKVKHTN 1340,1684
DDFGRAKGRHEGKTIAKHTN 832,955,1082
DNFGRAKLREAGKPRAKHTN 350,573,1250,411,584,1104,628,920
DDFGRAKGREKGRTVAKHTN 865,1244,2738,2801
DNFGRVKARQERKTLAKHTN 2378,322,629
DNFGRVKFRAEGKTEAKHTN 2612
DNFGRAKLREAGKPKAKHTN 2875
DNFGRAKLRANGQTLAKHTN 2302
DDFGRVKLRLAGKPKVKHTN 846
DNFGRVKLRLAGKPKVKHTN 1689
DDFGRAKGREKGKTVAKHTN 1715
DNFGRVKLREAGKPKAKHTN 995

Lazo 3 Aislado HINT
VRSDYKFY----GTRDHKKGR 1340,1684

VRSDYKFYT---GTRNRDIGR
VRSDYKFYEVANGTRERKKGR

832,955,1082
350,573,1250,322,629

VRSDYKVYEVADGTRDHKKGR 735
VRSDYKFYADANGTRDHKKGR 411,584,1104,628,920
VRSDYKLYNKNSSTLKDLGEH 1244,2738,2801
VRSDYKFYEDANGTRKHKEGR 2302
VRSDYKFYEAANGTRDHKKGR 2875
VRSDYKFYDKNGSTFKNPGEH 865
VRSDYKFYEVANGTRDHKKGR 2612
VRSDYKFYEVANGTRDYN 2378
VRSDYKFYEDANGTRDHKKGR 846
VRSDYKFYEEANGTRDHKKSR 1689
VRSDYKLYNKNSSSNSTLKNL 1715
VRSDYK-YEVANGTRDHKKGR 995
Lazo 4 Aislado HINT
LTRVGKYRAQDK 735
LTRVGKLRTQDK 832,955,1082
LTRVGKYRPQDK 350,573,1250,411,584,1104,628,920,2612,2738,865,1244,846,1
689,1340,1684,995
LTRVGKYRTQKT 1715,2801
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LTRVGKYRPQDN 2378

LTRVGKFRTQDK 2875,322,629,2302

Lazo 5 Aislado HINT

RFGQGAAP-VVAAPEVVSKT 350,573,1250,411,584,1104,628,920,1340,1684,2612,2875,322,
629,846,832,955,1082,735,2302,2738,865,1689,

RFGQGEAP-VVAAPEMVSKT 2801,995

RFGQGSVPAPVVAPEMVSKT 2378

RFGQ-AAP-VVAAPEMVSKT 1244

RFGQGAAP-VVAAPEMVSKT 1715

1.1.3. Formacién de biopeliculas de aislados clinicos de HINT sobre superficies

abidticas

Se analizo6 la formacién de biopeliculas de los aislados clinicos seleccionados.
Para ello, empleamos microfermentadores de flujo continuo. La biopelicula formada se
desprendié de la espatula y paredes del microfermentador mediante agitacién suave,
generandose una suspension bacteriana en PBS cuya DOgg fue cuantificada.

La formacién de biopelicula de los aislados clinicos no isogénicos (HINT322,
HINT865 y HINT995) fue significativamente mayor a la formada por los aislados
clinicos isogénicos (HiNT411, HiNT584, HINT995, HiNT628, HiINT920, HiNT735,
HiINT1340 y HINT1684).

Tabla 10. Formacién de biopeliculas de los aislados clinicos seleccionados . La biopelicula
formada se desprendié de la espatula y paredes del microfermentador mediante agitacion
suave, generandose una suspension bacteriana en PBS cuya DOgqg fue cuantificada.

Cepa DOsgoonm
HINT322 1.02 + 0.49
HINT865 1.65+0.23
HINT995 1.57+0.19
HiINT411 0

HINT584 0
HiINT1104 0

HINT628 0.01+0.01
HINT920 0.15+0.15
HINT735 0
HINT1340 0
HINT1684 0
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Figura 17. Adhesién de aislados clinicos de HINT a células A549. (a) Las células A549 se

infectaron con los aislados clinicos de HIiNT seleccionados durante 30 min, empleando una
MOI 1:100. La adhesion bacteriana se determind como % Adhesion= (u.f.c. output/u.f.c.
input)/100. (b) Analisis de la adhesion de cuatro aislados clinicos seleccionados a células A549
superconfluentes. La adhesién bacteriana fue determinada como en (a). (c) Deteccion del
receptor CEACAM1 en células A549 superconfluentes mediante Western blot empleando
anticuerpo primario raton anti-CEACAM1 y un anticuerpo secundario cabra anti-raton
conjugado a HRP. Los extractos fueron preparados a partir de células no infectadas. La

deteccién de tubulina se usé como control.

105



Resultados

1.2. Analisis de la contribucién relativa de las sustituciones del LOS de HINT a
fenotipos asociados a patogénesis mediante la caracterizacion de cepas

mutantes

El andlisis fenotipico en aislados clinicos resulté informativo, si bien no permitio
el establecimiento de asociaciones claras entre genes que codifican enzimas
implicadas en la sintesis del LOS y los fenotipos analizados. Para profundizar en este
aspecto, se empled una cepa de HINT cuya estructura de LOS es conocida, y un
conjunto de mutantes isogénicos generados en nuestro laboratorio que presentan la
molécula de LOS progresivamente truncada (cepas generadas por el Dr. Pau Morey).
HINT375 es un aislado clinico pediatrico que ha sido empleado como cepa de
referencia para la generacion de estirpes mutantes (Bouchet et al., 2003). La Figura 9
(apartado 3.4.1., seccion Introduccién) describe la estructura del LOS de HINT375.
Esta molécula presenta ramificaciones oligosacaridicas en las Hep | y Ill. No contiene
los genes lic2BC, por lo que carece de ramificacion en la Hep Il. Presenta dos posibles
glicoformas en la ramificacibon Hep Ill: Glu-Gal-Gal o Glu-Gal-Neu5Ac-Neu5Ac.
Ademads, la molécula de LOS de HINT375 presenta PCho en la primera glucosa de la
ramificacién Hep |. Las caracteristicas completas de las cepas mutantes empleadas se
presentan en la Tabla 1 (ANEXO 1) y se resumen en la Tabla 11.

Mediante el empleo de estas cepas, se analizaron dos fenotipos asociados a la
virulencia de HiNT, la resistencia del patégeno al ataque bactericida de los péptidos

antimicrobianos y la formacion de biopeliculas sobre superficies abidticas.

Tabla 11. Caracteristicas de los mutantes en genes que codifican enzimas responsables
de la sintesis de LOS de HiNT empleadas en este trabajo.

Cepa Estructura LOS

HINT375 Cepa silvestre, estructura mostrada en Fig. 9

HINT375AIgtF Cepa carente de ramificacién oligosacaridica en Hep |
HINT375AIpsA Cepa carente de ramificacién oligosacaridica en Hep IlI
HINT375AIgtFAIpsA  Cepa carente de ramificaciones oligosacaridicas en Hep | y Hep 11l
HINT375A0psX Cepa carente de las Hep I, Il y lII.

HINT375Alic1BC Cepa carente de PCho

HINT375Alic2A Cepa carente de digalactosa

HINT375AsiaB Cepa carente de acido sialico

HINT375AlgtF-c Complementacion cromosémica de la cepa HINT375AIgtF
HINT375Alic1BC-c Complementacion cromosémica de la cepa HINT375Alic1BC
HINT375Alic2A-c Complementacion cromosomica de la cepa HINT375Alic2A
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1.2.1. Contribucion relativa de sustituciones del LOS a la resistencia de HINT al
ataque bactericida de péptidos antimicrobianos

Se analizo la supervivencia de las cepas descritas en la Tabla 11 a polimixina
B. Cada cepa fue incubada con un rango de concentraciones crecientes de polimixina
B durante 60 min. Se analiz6 la supervivencia bacteriana frente a las distintas
concentraciones de polimixina B, comparada con el nUmero de bacterias en ausencia
de polimixina B. Los resultados se muestran en % de supervivencia con respecto al
control (ausencia de péptido). La sustitucion PCho esta implicada en la resistencia de
HINT a péptidos antimicrobianos (Lysenko et al., 2000a). Como era previsible, el
mutante HINT375Alic1BC fue més susceptible a polimixina B que la cepa silvestre
HINT375. Asimismo, al analizar HINT375Alic1BC-c, cepa en la que la ausencia de
PCho estd complementada, se restauré el nivel de resistencia a polimixina B a niveles
similares a los de la cepa silvestre (Tabla 12). El transportador Sap esta ligado a
resistencia frente PAs en HINT (Shelton et al., 2011). Para comparar la contribucion de
PCho y Sap a la resistencia de HIiNT frente a PAs, se analizé la supervivencia de
HiINT375Asap en presencia de concentraciones crecientes de polimixina B.
HINT375AliclBC y HiNT375Asap mostraron niveles de susceptibilidad frente a
polimixina B similares, en ambos casos menores al de la cepa silvestre (Tabla 12). Por
el contrario, el mutante HINT375AsiaB no mostr6 cambios significativos en su
resistencia frente a polimixina B respecto a la cepa silvestre, excluyendo un papel del
acido sialico en la resistencia de HINT a PAs. HINT375Alic2A mostré una ligera mayor
sensibilidad a polimixina B que la cepa silvestre, que fue restaurada a los niveles de la
cepa silvestre en la cepa complementada HiINT375Alic2A-c (Tabla 12). Los mutantes
HINT375AIgtF y HINT375AlpsA mostraron niveles de susceptibilidad a polimixina B
mayores a los de la cepa silvestre, sugiriendo que las ramificaciones a partir de las
Hep | y Il del LOS de HINT375 estan implicadas en la resistencia bacteriana a PAs
(Tabla 12). Confirmando esta hipotesis, HINT375AIgtFAIpsA y HINT375A0psX
mostraron los niveles mas bajos de resistencia a polimixina B del conjunto de
mutantes analizados.

A continuacién, se analizd la resistencia bacteriana al péptido natural pB-
defensina 1. Se empled p-defensina 1 0.5 pug/ml y se cuantificé la supervivencia de
cada cepa tras incubacion con el péptido durante 60 min. Los resultados obtenidos,
mostrados en la Tabla 13, fueron comparables a los obtenidos al ensayar la
resistencia bacteriana a polimixina B. HiNT375Alic1BC fue méas susceptible a -
defensina 1 que la cepa silvestre, mostrando una sensibilidad comparable a la de
HiINT375Asap. La susceptibilidad de HINT375AliclBC fue restaurada al nivel de la

cepa silvestre al complementar la mutacion, cepa HINT375Alic1BC-c. HINT375AsiaB
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mostré niveles de resistencia a B-defensina 1 similares a la cepa silvestre.
HINT375Alic2A mostré un ligero descenso en la resistencia frente a p-defensina 1, que
fue restaurado a niveles de la cepa silvestre cuando la mutacién fue complementada.
HINT375AIgtF y HINT375AIpsA mostraron un ligero descenso en la resistencia frente a
B-defensina 1, similar al obtenido por la cepa HINT375Alic2A. Este descenso fue
restaurado a niveles de la cepa silvestre en la cepa complementada HiINT375AIgtF-c.
HINT375AIgtFAlpsA y HINT375A0psX mostraron niveles de resistencia a [3-defensina 1

mas bajos que los mutantes menos truncados y que la cepa silvestre.

Tabla 12. Resistencia a polimixina B de cepas mutantes generadas a partir de HINT375

en las que la molécula LOS esta truncada a distintos niveles . Las dosis de polimixina B
empleadas se muestran en pg/ml. Los resultados estan expresados en % de supervivencia con
respecto al control (ausencia de péptido).

Cepa HINT 1 0.75 05 0.25 0.125 0

HINT375 1.2+0.7 7.741.7 89.3+7.8 | 99.1+0.8 | 97.6+2.1 | 100
HINTAsapA 0 0 48.3+8.6 | 81.8425 | 96.6+2.9 | 100
HINTAsiaB 0 5.4+4.9 90.8+8.3 | 95.7+0.9 | 98.2+1.3 | 100
HINTAlC2A 0.6+0.5 44422 67.7+2.9 | 88.4+1.1 | 97.4+2.2 | 100
HINTAlic2A-c 5.2+2.8 8.6+2.9 93.9+2.2 100 100 100
HINTAlic1BC 0 0.6+0.4 55.9+3.9 | 88.7+3.5 | 99.6+0.2 | 100
HINTAlic1BC-c 65+12 | 13.9+6.8 94+4.1 | 945452 | 97.3+2.4 | 100
HINTAIgtF 44429 | 102482 | 57.2+#13.8 | 64.3+5.2 | 92.8+6.7 | 100
HINTAIgtF-c 6.1+4.7 10+3.1 96.6+2.8 100 100 100
HINTAIpsA 0 1.3+1.1 80.5+3.7 | 89.9+5.7 | 91.3+8.4 | 100
AlgtFAIpsA 0 0 24.6+3.6 | 76.84+6.3 | 92.6+0.9 | 100
AopsX 0 0 3.3+2.9 9.4+7.7 | 13.4+5.2 | 100

Estos resultados sugieren que PCho y digalactosa, pero no el acido siélico,
estan implicados en la resistencia bacteriana frente a péptidos antimicrobianos.
Asimismo, establecemos una correlacion entre el grado de truncamiento del LOS y la
sensibilidad de HINT a PAs.
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Tabla 13. Resistencia a B-defensina 1 de cepas mutantes generadas a partir de HINT375
en las que la molécula LOS esta truncada a distintos niveles . Los resultados estan
expresados en % de supervivencia con respecto al control (ausencia de péptido).

Cepa B-defensina 1 (0.5 pg/ml)
HINT375 100
HINT375AsapA 60,3+4,1
HINT375AsiaB 97,8+1,8
HINT375Alic2A 76,244
HINT375Alic2A-c 985+1
HINT375Alic1BC 42,1+6,3
HINT375AAlic1BC-c 91,7+5,2
HINT375AIgtF 60,5+6,5
HINT375AlgtF-c 99,7+0,1
HINT375AIgtFAIpsA 33277
HINT375A0psX 20+1.8

1.2.2. Contribucién relativa de sustituciones del LOS de HIiNT a la formacién de

biopeliculas sobre superficies abitticas

Se analiz6 la contribucién relativa de las sustituciones oligosacaridicas
presentes en el LOS de la cepa HINT375 a la formacién de biopeliculas. Para ello,
empleamos microfermentadores de flujo continuo. El andlisis de los datos se hizo
como sigue: (i) analisis cualitativo, se visualizé de forma macroscopica la formacién de
biopelicula en el microfermentador, asi como la densidad bacteriana de la biopelicula
formada sobre la espatula de vidrio (Fig. 18); (ii) andlisis cuantitativo, la biopelicula
formada se desprendié de la espatula y paredes del microfermentador mediante
agitacion suave, generandose una suspension bacteriana en PBS cuya DOgyonm fue
cuantificada (Tabla 14); (iii) analisis comparativo entre cepas, la DOgp de la
suspension bacteriana correspondiente a la cepa silvestre se consider6 100% de
formacion de biopelicula, y se emple6 como referencia para el calculo de la formacién
relativa de biopelicula por las cepas mutantes analizadas (Fig. 18).

La biopelicula formada por HINT375AliclIBC y HiINT375AsiaB fue
significativamente menor a la formada por la cepa silvestre (Tabla 14). La
complementacion de PCho restaur6 la capacidad de formacién de biopelicula, tal y
como se observa en la cepa HINT375AliclBC-c. La formacién de biopelicula por el
mutante HINT375Alic2A fue similar a la cepa silvestre, excluyendo un posible papel de
la digalactosa en la formacién de biopeliculas. HINT375AlgtF y HINT375AlgtFAIpsA

mostraron una capacidad de formacién de biopelicula menor que la cepa silvestre, no
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aprecidndose diferencias entre cepas. En cambio, HINT375AlpsA mostré una
capacidad de formacion de biopelicula similar a la de la cepa silvestre. De forma
inesperada, HINT375A0psX formé una biopelicula similar a la de la cepa silvestre.

En conjunto, estos resultados muestran que PCho y el acido sidlico, pero no la

digalactosa, estan implicados en la formacion de biopeliculas por HiNT.

Tabla 14. Formacion de biopeliculas de cepas mutantes generadas a partir de HINT375

en las que la molécula LOS est4 truncada a distintos niveles . La biopelicula formada se
desprendi6 de la espatula y paredes del microfermentador mediante agitacion suave,
generandose una suspensioén bacteriana en PBS cuya DOgynm fue cuantificada.

Cepa DOsgoonm

HINT375 1.82+0.28
HINT375AsiaB 0.92+0.22
HINT375Alic2A 1.48+0.14
HINT375Alic1BC 0.99+0.47
HINT375Alic1BC-c 1.58+0.07
HINT 375AIgtF 0.91+0.39
HINT 375AIgtF-c 157+0.16
HINT375AIpsA 1.71+0.31
HINT375AIgtFAlpsA. | 1.08+0.35
HINT375A0psX 1.90+0.05
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Figura 18. Contribucion relativa de sustituciones oligosacaridicas del LOS de HIiNT a la
formacion de biopeliculas. Se usé un microfermentador de vidrio de 60 ml con un flujo
continuo de 40 ml/h de sBHI en constante aireacién con aire estéril a presién (0.3 bar). La
espatula que contiene el microfermentador sirve como soporte abiético para el crecimiento
bacteriano. En cada experimento, se emplearon simultaneamente seis microfermentadores. (a)
La biopelicula formada en cada espatula fue fotografiada, se muestran imagenes
representativas de la biopelicula formada por cinco de las cepas analizadas. (b) Cuantificacién
y comparacion de la formacion de biopeliculas entre cepas. Las biopeliculas fueron
resuspendidas en PBS y se cuantifico la turbidez de cada suspensién a DOggonm. La turbidez
obtenida al analizar la cepa silvestre se consideré como 100% y fue empleada para establecer
la capacidad relativa de los mutantes testados para forma biopeliculas. Cada cepa bacteriana
fue analizada por duplicado en al menos tres experimentos independientes (n=6).
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CAPITULO 2: DISECCION DE LOS MECANISMOS DE SUBVERSION CELULAR Y
DE LA CONTRIBUCION RELATIVA DE ADHESINAS BACTERIANAS DURANTE LA
INFECCION POR EL PATOGENO RESPIRATORIO HiNT

2.1. Contribucion de las balsas lipidicas, integrinas, quinasas, GTPasas,
sefializacion dependiente de PI3K-Akt y [AMPc] a la infeccion del epitelio

respiratorio humano por HiNT.

Como se ha sefialado en el apartado 3.5.2 de la seccion Introduccion, el
modelo de infeccion del epitelio respiratorio humano por HINT que consideramos
actualmente presenta cuatro etapas: (i) adhesion bacteriana a la superficie celular, en
un proceso mediado por un repertorio de adhesinas bacterianas y receptores
eucariotas; (ii) agregacion bacteriana y formacién de microcolonias; (iii) invasion
bacteriana; (iv) localizacion intracelular no proliferativa (Fig. 11).

Durante esta Tesis Doctoral, hemos profundizado en los mecanismos
moleculares implicados en la invasion epitelial por HINT. Hemos analizado el papel de
un conjunto de moléculas de la célula hospedadora en la adhesién e invasién del
epitelio respiratorio humano por HINT. Para ello, empleamos como modelo
experimental la linea celular de neumocito tipo 1l humano A549 y la cepa HINT375. Las
estructuras y procesos celulares analizados son: (i) balsas lipidicas, caveolina y
clatrina; (ii) sefializacion PI3K-Akt; (iii) integrinas; (iv) quinasas; (v) GTPasas; (vi) AMP
ciclico citosalico.

Salvo que se indique lo contrario, todos los experimentos se realizaron
empleando los protocolos de infeccion y determinacion de la adhesién e invasion

bacteriana descritos en el apartado 11 de la seccion Materiales y Métodos.

2.1.1. Observacion de la adhesion e invasion epitelial por HINT mediante
microscopia electronica de barrido.

Para el estudio de la interaccidn entre HINT y el epitelio respiratorio humano, se
utiliz6 como modelo experimental la linea celular de neumocito de tipo I humano
A549. Se infectaron células A549 con la cepa HINT375, con una multiplicidad de
infeccion de 100:1. El tiempo de contacto fue de 2 h. La adhesion e invasion de
HINT375 a células A549 se analiz6 mediante microscopia electronica de barrido. La
Figura 19 muestra una imagen representativa de una célula infectada. Se observan
bacterias adheridas a la superficie epitelial y/o en vias de internalizacion. Se observa
una unién intima de las bacterias a la superficie epitelial, posiblemente mediada a

través de la interaccién especifica entre ligando(s) bacterianos y receptor(es)
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eucariotas. Esta parte del trabajo se ha realizado en colaboracién con el Dr. José

Ramos Vivas (Fundacion Hospital Marqués de Valdecilla, Santander).

10!19!'201i HVY mag wbD HFW spot det ————— 5 pum
2:10:29 PM 20.00 kW 20 000 x 9.5 mm 14.9 ym 3.0 ETD Inspect

Figura 19. Imagen de microscopia electrénica de barrido mostrando la adhesién de
HINT375 a células del epitelio respiratorio humano A549 . La flecha muestra una bacteria
adherida a la superficie epitelial y en vias de internalizacion.

2.1.2. Papel de balsas lipidicas, caveolina y clatrina en la invasion del epitelio

respiratorio humano por HiINT

Las balsas lipidicas son microdominios dinamicos de la membrana eucariota
enriquecidos en colesterol, esfingolipidos y varios tipos de proteinas, incluyendo
caveolinas 1, 2 y 3, flotilina y proteinas de anclaje glicosilfosfatidilinositol (del inglés
GPI anchored proteins). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio indicaron
gue la deplecion de colesterol de las balsas lipidicas mediante el tratamiento de
células A549 con metil-B-ciclodextrina, MBCD, reduce significativamente la invasion de
la cepa HINT375, sin modificar la tasa de adhesion bacteriana (Morey et al., 2011).
Tomando esta observacion como punto de partida, se procedié a la deplecion y
posterior restauracion del colesterol de la membrana plasmatica eucariota mediante
tratamiento celular con MBCD y posterior adicion de SBF 20% durante 3 h. A
continuacion, las células se infectaron con HINT375 y se determind el nivel de invasion

bacteriano. La invasion epitelial de HINT375 se restauré a un nivel comparable al
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obtenido al emplear células control (CON) no tratadas (Fig. 20a). Dado que las balsas
lipidicas son regiones dindmicas de la membrana eucariota, se analizdé el posible
efecto de cambios en la movilidad de estos microdominios en la invasion de HINT375.
La temperatura es un pardmetro que afecta a la fluidez de las membranas y la
movilidad de las proteinas presentes en ellas (Hoffmann et al., 2010). Por ello, se
modificé la temperatura de incubacion de las células y se procedid a su infecciéon con
HINT375. La incubacién de las células a 41°C durante 24 h antes de la infeccion
bacteriana aumenté el nivel de invasiéon de HINT375. Sin embargo, la incubacion
celular a 33°C no modificé el nivel de invasiéon de HINT375, en comparacion a los
resultados obtenidos con células incubadas a 37°C (Fig. 20b). EI aumento de
temperatura estd asociado a un aumento de fluidez de la membrana (Hoffmann et al.,
2010), por lo que la mayor invasion observada al incubar las células a 41°C sugiere
que el aumento de la fluidez de las membranas favorece la invasion epitelial por HiNT.
La adhesion bacteriana fue similar en los tres casos, independientemente de la

temperatura de incubacion de las células (Fig. 20c).

El gangliésido es un componente de las balsas lipidicas. Algunos patégenos
utilizan gangliésido GM1 para internalizarse en la célula hospedadora (Watarai et al.,
2002). Para analizar el papel del gangliosido GM1 en la internalizacion de HINT375,
las células A549 se infectaron con HINT375 durante 30 y 120 min, se fijaron con PFA 'y
se tifieron con toxina B de Vibrio cholerae conjugado a Texas Red, un marcador del
gangliésido GM1. El andlisis mediante microscopia confocal mostr6é que el gangliésido
GM1 co-localiza con HiNT375 (Fig. 21). La co-localizacion GM1-bacteria fue
cuantificada mediante recuento de eventos observados con el microscopio confocal,
observandose un 28.9% de co-localizaciéon tras 30 min de infeccion y un 27.5% tras

120 min de infeccion epitelial.

Figura 21 . HINT375 co-localiza con el gangliésido GM1 . Imagen de microscopia confocal en
donde se observa co-localizacién de HiINT375, en verde, con el gangliésido GM1, en rojo.
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Figura 20. Papel de las balsas lipidicas en la invasién de células A549 por HINT375. (a )
Efecto de la deplecién y posterior restauracion del colesterol en la infeccion epitelial por
HINT375. Las células A549 fueron pretratadas con MBCD. Posteriormente, se incubaron con
EBSS o con SBF 20%, se infectaron con HINT375, y se cuantific6 la tasa de invasién
bacteriana. Los resultados se expresan en u.f.c./pocillo. (b) La movilidad de las balsas lipidicas
modula la invasién de HINT. Las células A549 se incubaron a 37°C (CON, control), 33°C
(movilidad proteica reducida) y 41°C (mayor proteica movilidad) y se infectaron con HINT375 a
37°C. Se determiné la tasa de invasién bacteriana. (c) La movilidad de las balsas lipidicas no
modula la adhesion de HINT. Las células A549 se incubaron como en (b). Se determind la tasa
de adhesidn bacteriana.

115



Resultados

A continuacién, se analizé el papel de la proteina caveolina-1 (cav-1) en la
invasion de células A549 por HINT375. Las células fueron transfectadas de forma
independiente con dos dsARNi especificos de cav-1, CAV1® y CAV1®. Las células se
infectaron 48 h después de la transfeccion. La tasa de invasion bacteriana fue inferior
a la observada en células transfectadas con el dsARNi control AllStars (AS-CON) (Fig.
22a), si bien la interferencia de cav-1 no modificé la adhesion de HINT375 a células
A549 (Fig. 23a). La disminucion de los niveles de cav-1 debido a la interferencia se
monitoriz6 mediante Western blot, utilizando un anticuerpo primario raton anti-
caveolina y un anticuerpo secundario conejo anti-ratébn-HRP (Fig. 22b). Por otra parte,
existen evidencias que apuntan al papel de cav-1 como un regulador negativo en la
endocitosis mediada por caveola (Le et al., 2002). Estas evidencias nos llevaron a
analizar el efecto de la sobreexpresion de cav-1 en la invasion del epitelio respiratorio
por HINT375. Para ello, las células A549 fueron transfectadas de forma transitoria con
un vector que expresa cav-1-GFP (pCav-GFP), e infectadas con HiINT375. La invasion
bacteriana fue menor en células transfectadas en las que se sobreexpresé cav-1 que
en células control no transfectadas (Fig. 22c). La sobreexpresion de cav-1 no modifico
la tasa de adhesion bacteriana a células A549 (Fig. 23b). La sobreexpresion de los
niveles de cav-1-GFP se monitorizd6 mediante Western blot, utilizando un anticuerpo
primario ratén anti-GFP y un anticuerpo secundario conejo anti-ratébn-HRP (Fig. 22d).

La endocitosis mediada por caveolina es un proceso dependiente de la
GTPasa dinamina (Echarri et al., 2007; Nichols, 2003). Se examiné la implicacién de
dinamina en la invasién epitelial por HINT375. Esta GTPasa fue inactivada mediante
pretratamiento de células A549 con el inhibidor quimico dynasore, lo que redujo la tasa
de invasion bacteriana respecto a la observada en células control (Fig. 22e). La
adhesion bacteriana no se vio alterada como consecuencia del bloqueo de dinamina
(Fig. 23c). Dinamina también participa en el proceso de endocitosis mediada por
clatrina. Asimismo, existen evidencias que indican que algunos patdégenos bacterianos
invaden células epiteliales mediante un proceso dependiente de clatrina (Veiga &
Cossart, 2005; Veiga et al., 2007). En base a estas observaciones, se analizé el papel
de clatrina en la invasion de células A549 por HINT. Las células A549 se transfectaron
con un pool de cuatro dsARNi para interferir clatrina. La invasion de HINT375 en las
células en las que se interfirié clatrina fue mayor a la observada en células control
transfectadas con dsARNi AllStars (Fig. 22f). La adhesién bacteriana no se vio
alterada al interferir clatrina (Fig. 23d). La efectividad de la interferencia de clatrina se
monitorizé mediante Western blot, utilizando un anticuerpo primario conejo anti-clatrina

y un anticuerpo secundario ratén anti-conejo-HRP (Fig. 229).
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Figura 22. Papel de caveolina-1, dinamina y clatrina en la invasion epitelial por HINT375.

(a) Caveolina-1 fue interferida en células A549 con dsARNi CAV1® y CAV1” las células se
infectaron con HINT375 y se cuantifico la tasa de internalizacion bacteriana. (b) Monitorizacion
de la interferencia de caveolina mediante Western blot anti-caveolina (panel superior). El
control de carga se realizd6 mediante inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). (c)
Caveolina-1 fue sobreexpresada en células A549 mediante transfeccion transitoria con pCAV1-
GFP; las células se infectaron con HINT375 y se cuantificé la invasion bacteriana. (d)
Monitorizacion de la sobreexpresion de caveolina-1 en células transfectadas con pCAV1-GFP
mediante Western blot anti-GFP (panel superior). El control de carga se realiz6 mediante
inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). (e) Implicacién de las GTPasas dinamina 1y 2 en
la internalizacién de HINT. Las células A549 se pretrataron con dynasore y se infectaron con
HINT375. (f) Clatrina previene la invasion por HINT. Clatrina fue interferida en células A549 con
dsARNi clatrina; las células se infectaron con HINT375 y se cuantificé la internalizacion
bacteriana. (g) Monitorizacion de la interferencia de clatrina mediante Western blot anti-clatrina
(panel superior). El control de carga se realiz6 mediante inmunodeteccion de tubulina (panel
inferior).
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Figura 23. Papel de caveolina-1, dinamina y clatrina en la adhesion de células A549 por
HINT375. (a) Caveolina-1 fue interferida en células A549 con dsARNi CAV1® y CAV1®; las
células se infectaron con HINT375 y se cuantificd la tasa de adhesion bacteriana. (b)
Caveolina-1 fue sobreexpresada en células A549 mediante transfeccién transitoria con pCAV1-
GFP; las células se infectaron con HINT375 y se cuantifico la adhesion bacteriana. (c)
Implicacion de las GTPasas dinamina 1 y 2 en la adhesidn epitelial de HiNT. Las células A549
se pretrataron con dynasore y se infectaron con HiNT375. (d) Clatrina no modula la adhesién
epitelial de HINT. Clatrina fue interferida en células A549 con dsARNi clatrina; las células se
infectaron con HiINT375 y se cuantificé la adhesion bacteriana.
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Estos datos muestran que caveolina-1, dinamina y clatrina participan en la
invasion epitelial por HINT375, jugando un papel antagénico en dicho proceso. Este
evento requiere la integridad de los microdominios de la membrana plasmética de la

célula hospedadora.

2.1.3. La actividad Akt es importante en la invasion del epitelio respiratorio

humano por HINT

PI3K cataliza la conversiéon de Ptdins(4,5)P, en Ptdins(3,4,5)Ps;. Estudios
previos realizados en nuestro laboratorio indicaron que la inactivacion de PI3K
mediante el tratamiento de células A549 con los inhibidores quimicos LY294002 y
wortmanina reduce significativamente la tasa de invasién de HINT375, sin modificar los
niveles de adhesion bacteriana (Morey et al., 2011). Por otra parte, la infeccion de
células A549 con HINT estimula la fosforilacién y consiguiente activacion de la serina-
treonina quinasa Akt, y esta fosforilacion es dependiente de la actividad PISK (Morey
et al.,, 2011). Tomando estas observaciones como punto de partida, se examiné la
implicacion de Akt en la invasion del epitelio respiratorio por HINT375. Akt fue
inactivado mediante pretratamiento de células A549 con Akt; VIII, un inhibidor selectivo
de las isoformas Akt-1 y Akt-2. Este bloqueo redujo la tasa de invasion bacteriana con
respecto a la observada en células control no tratadas (CON) (Fig. 24a). La adhesion
bacteriana no se vio alterada por el bloqueo de Akt (Fig. 24b).

Fosfolipasa C-y (PLC-y) es otro efector de PI3K (Uliczka et al., 2009).
Se examind la implicacion de PLC-y en la invasion del epitelio respiratorio por
HINT375. PLC-y fue inactivado mediante pretratamiento de células A549 con el
inhibidor quimico U73122, lo que aumentd significativamente la tasa de invasion
bacteriana respecto a la observada en células control. La adhesion bacteriana no se
vio alterada por el bloqueo de PLC-y (Fig. 24c). PLC-y hidroliza Ptdins(4,5)P,
generando IP; y DAG (Uliczka et al., 2009). DAG recluta proteina quinasa C (PKC). Se
analiz6 el papel de PKC en la invasion de HINT375. Para ello, las células se trataron
con tres inhibidores de PKC, G66983, Calfostin C y GF109203X. El tratamiento
independiente con los tres inhibidores no modific la adhesion ni la invasion de células
A549 por HINT375, respecto a los niveles obtenidos en células no tratadas (Fig. 24d).

Estos datos muestran que la internalizacion de HINT375 esta facilitada por
PI3K y sus efectores Akt y PLC, los cuales juegan un posible papel antagénico en la

invasion epitelial por este patdgeno respiratorio.
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Figura 24. Papel de Akt y PLC- yen la invasion de células A549 por HINT375.  Implicacion
de Akt en la infeccion epitelial por HINT. (a) Las células A549 fueron pretratadas con el
inhibidor Akti VIII, e infectadas con HINT375. Se cuantificaron las tasas de invasion (a) y de
adhesién (b) bacterianas en presencia o ausencia (CON) de Akti VIII. Implicaciéon de PLC-y y
PKC en la infeccion epitelial por HINT. PLC-y, pero no PKC, previene la invasion epitelial por
HINT. Las células A549 fueron pretratadas con el inhibidor de PLC-y U-73122, y con los
inhibidores de PKC G66983, calphostin C y GF109203X, e infectadas con HINT375. Se
cuantificaron las tasas de invasion (c) y de adhesién (d) bacterianas en presencia o ausencia
(CON) de cada inhibidor.
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2.1.4. Las integrinas Pl y a5 estdn implicadas en la invasion del epitelio

respiratorio humano por HINT

Las integrinas son sensores de la matriz extracelular cuya activacion induce su
dimerizacion, lo que conlleva el reclutamiento y activacion de cascadas de
sefalizacién eucariota como PI3K-Akt (Caswell et al.,, 2009; Huveneers & Danen,
2009). Habiendo establecido la importancia de PI3K-Akt en la invasién celular por
HINT375 (Morey et al., 2011), analizamos el papel de las integrinas en este proceso.
Las integrinas pueden ser activadas por cationes divalentes, en particular Mn?*
(Muenzner et al., 2010). Las células A549 fueron tratadas con Mn** e infectadas con
HINT375, lo que determind un incremento significativo de la invasion bacteriana
respecto a la observada en células control no tratadas (Fig. 25a). La adhesion
bacteriana no se vio alterada por el tratamiento con Mn** (Fig. 26a). Existen evidencias
gue indican que las células A549 expresan integrina Bl (Guo et al.,, 2009). Para
analizar el papel de la integrina 1 en la invasion epitelial por HINT, las células A549
fueron incubadas de forma independiente con 3 anticuerpos anti-integrina p1: (i)
TS2/16, un anticuerpo activador de integrina pB1; (ii) Lia 1/2, un anticuerpo bloqueante
de B1; (iii) Alex 1/4, un anticuerpo control. La incubacion de células A549 con TS2/16
provocd un aumento de la tasa de invasion de HINT375, respecto a la observada en
células control; la incubacion celular con Lia 1/2 caus6é una disminucién de la tasa de
internalizacion bacteriana; la incubacién celular con Alex 1/4 no modificé el nivel de
invasion de HINT375 (Fig. 25b). La adhesion de HINT375 a células A549 fue similar
en células control y en células tratadas con TS2/16, Lia 1/2 y Alex 1/4 (Fig 26b). Para
confirmar la implicacion de integrina B1 en la invasion del epitelio respiratorio por HiNT,
las células A549 fueron transfectadas con un pool de dos dsARNi que reducen la
expresion de integrina B1, e infectadas con HINT375 48 h posttransfeccion. La
invasion de HINT375 en células transfectadas con el pool de dsARNi de integrina (31
fue menor a la observada en células transfectadas con el dsARNi control AllStars (AS-
CON) (Fig. 25c). La adhesion bacteriana no se vio alterada al interferir integrina 1
(Fig. 26¢). La eficiencia de la interferencia de integrina 1 se monitoriz6 mediante
Western blot, utilizando un anticuerpo primario cabra anti-integrina 1 y un anticuerpo
secundario ratén anti-cabra-HRP (Fig. 25c). Asimismo, mediante microscopia de
fluorescencia, se observd que HINT375 colocaliza con integrina B1 (Fig. 25d). Para
ello, integrina B1 se tiRG con un anticuerpo primario cabra anti- integrina 1 y un

anticuerpo secundario burro anti-cabra conjugado a Cy2.
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A continuacion, se analiz6 qué subunidad a de las integrinas esta implicada en
la invasion de células A549 por HINT375. Se utilizaron de forma independiente los
anticuerpos P1B5, P4C2 y PID6, que bloquean las subunidades integrina a3, a4 y a5,
respectivamente. La incubacion de células A549 con PID6 provocé una disminucion de
los niveles de adhesion e invasion de HINT375. Mediante la utilizacion de tres
concentraciones de anticuerpo, se observo que el bloqueo provocado por PID6 es un
evento dependiente de la cantidad de anticuerpo empleada (Figs. 25e y f). Por el
contrario, la incubacion de células A549 con P1B5 y P4C2 no alterd los niveles de
adhesion y/o invasion de HINT375 (Figs.
26d y e). Estos resultados sugieren la implicacion de integrina o5 en la infeccion
epitelial por HINT375. Para confirmar estos datos, las células A549 fueron incubadas
con un péptido sintético que contiene la secuencia RGD. RGD es la secuencia a través
de la cual la fibronectina se une a su ligando fisiolégico integrina a5. De esta forma, si
HINT presenta ligando(s) de integrina a5, el péptido RGD competir4 con el ligando
bacteriano. La incubacion de células A549 con el péptido RGD provocé una
disminucion de los niveles de adhesion e invasion de HiINT375. La utilizacion de tres
concentraciones de péptido indico que el bloqueo es un evento dependiente de la
dosis de péptido (Fig. 25g y h).

En conjunto, estos resultados indican que las integrinas Bl y a5 estan
implicadas en la invasién del epitelio respiratorio por HINT. Ademas, los datos sugieren
que HINT375 presenta uno o varios ligandos de integrina a5, que puede ser un

receptor de HINT en el epitelio respiratorio.

2.1.5. Las tirosina quinasas estan implicadas en la invasion del epitelio

respiratorio por HINT

La activacion de las integrinas estimula varias cascadas de sefializacion que, a
menudo, son iniciadas a través de tirosina quinasas como FAK y quinasas de la familia
Src (Guarino, 2010; Mitra et al., 2005). La activacidbn de integrinas promueve la
autofosforilacion de FAK, lo que crea un sitio de union de alta afinidad para Src. La
unién Src-FAK estimula la actividad de Src que, a su vez, promueve la fosforilacion y
activacion maxima de FAK. El complejo FAK-Src, una vez activado, recluta y/o fosforila
proteinas adaptadoras y cascadas de sefalizacion que modulan diversas funciones de
la célula hospedadora, incluyendo PI3K-Akt (Guarino, 2010). Dada la implicacion de
las integrinas Bl y o5 y de PI3K-Akt en la infeccion del epitelio respiratorio por HiNT,

se analiz6 el papel de tirosina quinasas eucariotas en la invasion epitelial por HIiNT.
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Las células A549 se trataron con genisteina, un inhibidor general de tirosina quinasas,
lo que provocd una reduccion significativa de la invasion celular por HINT375,
comparado con los niveles de invasidén en células control (Fig. 27a). A continuacién, se
analizé el efecto de PF-743228, un inhibidor especifico de FAK. Este inhibidor también
redujo la tasa de invasion bacteriana (Fig. 27a). Para confirmar la implicacién de FAK
en la invasién de células A549 por HINT, las células se transfectaron de forma
independiente con dos dsARNi que reducen la expresién de FAK, FAK?y FAK®, y se
infectaron con HINT375 48 h post-transfeccion. La invasion de HINT375 en células
transfectadas con dsARNi FAK?® y FAK® fue menor que la observada en células control,
transfectadas con dsARNi AllStars (AS-CON) (Fig. 27c¢). La eficacia de la interferencia
de FAK se monitoriz6 mediante Western blot, utilizando un anticuerpo primario conejo
anti-FAK y un anticuerpo secundario ratén anti-conejo-HRP (Fig. 27e).

Para analizar el papel de las tirosina quinasas de la familia Src en la invasion
de células epiteliales por HINT se us6 PP2, un inhibidor especifico de esta familia de
tirosina quinasas. La exposicion celular a PP2 redujo la tasa de invasion de HINT375
(Fig. 27a). Como control, se us6 PP3, un analogo estructural no funcional de PP2. La
exposicion celular a PP3 no modifico la invasion bacteriana (Fig. 27a). Para confirmar
el papel de las tirosina quinasas de la familia Src en la invasion epitelial por HINT, las
células se transfectaron de forma transitoria con el vector pc-SrcK297M, que
sobreexpresa una variante no activa de c-Src, y a continuacion se infectaron con
HINT375. En estas condiciones, se observd una reduccion de los niveles de invasion
bacteriana, en comparacion a los observados en células no transfectadas (Fig. 28a).

El bloqueo farmacoldgico, el bloqueo mediante dsARNi 0 mediante la expresion
de variantes inactivas de Src no modifico los niveles de adhesion de HINT375 a
células A549, comparados con los observados al emplear células control no tratadas
(Figs. 27b-d y 28b).
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Figura 25. Papel de las integrinas en la invasion epitelial de HINT375. Implicacion de
integrina B1 en la infeccion epitelial por HINT. (a) Las células A549 fueron pretratadas con Mn**
e infectadas con HINT375. Se cuantifico la tasa de invasion bacteriana en presencia o ausencia
(CON) de MnCl,. (b) Las células A549 fueron incubadas con anticuerpos anti-integrina B1
activador (TS2/16), bloqueante (Lia 1/2) y control (Alex 1/4), e infectadas con HINT375. Se
cuantificé la tasa de invasiéon bacteriana en presencia o ausencia (CON) de anticuerpo. (c)
Integrina B1 fue interferida en células A549; las células se infectaron con HINT375 y se
cuantificé la invasion bacteriana. Derecha: monitorizacién de la interferencia de integrina 1
mediante Western blot anti- integrina B1 (panel superior). El control de carga se realizé
mediante inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). (d) Co-localizacién de HINT375 con
integrina B1. Las bacterias se tifieron con Hoechst 33342 (azul), integrina B1 se tifié con cabra
anti-integrina B1 y raton anti-cabra conjugado con Cy2 (verde). La imagen es representativa de
una infeccion de células A549 con HINT375 durante 120 min. Implicacion de integrina a5 en la
infeccion epitelial por HINT. Las células A549 fueron incubadas con concentraciones crecientes
del anticuerpo bloqueante anti-integrina a5 PD16, e infectadas con HINT375. Se cuantificaron
las tasas de invasion (e) y adhesion (f) bacteriana. Las células A549 fueron incubadas con
concentraciones crecientes del péptido RGD, e infectadas con HiINT375. Se cuantificaron las
tasas de invasion (g) y adhesion (h) bacteriana.
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Figura 26. Papel de las integrinas en la adhesién de HINT375 al epitelio respiratorio.

Implicacion de integrina B1 en la adhesion epitelial de HINT. (a) Las células A549 fueron
pretratadas con Mn?*, e infectadas con HINT375. Se cuantificé la adhesién bacteriana en
presencia o ausencia (CON) de MnCl,. (b) Las células A549 fueron incubadas con anticuerpos
anti-integrina B1 activador (TS2/16), bloqueante (Lia 1/2) y control (Alex 1/4), e infectadas con
HINT375. Se cuantificd la adhesién bacteriana en presencia o ausencia (CON) de anticuerpo.
(c) Integrina B1 fue interferida en células A549; las células se infectaron con HINT375 y se
cuantificé la adhesion bacteriana. Ausencia de implicacion de integrinas a4 y a3 en la infeccién
epitelial por HINT. Las células A549 fueron incubadas con concentraciones crecientes de los
anticuerpos bloqueantes anti-integrina a4 P4C2 y anti-integrina a3 P1B5, e infectadas con
HINT375. Se cuantificé la tasa de adhesion bacteriana en cada caso, (d) y (e) respectivamente.

La actividad de tirosina quinasas de la familia Src esta regulada positivamente

por su fosforilacion en el residuo Tyr418, localizado en la regidén catalitica de las
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quinasas de esta familia. Este residuo tirosina es fosforilado en respuesta a
determinados estimulos (Guarino, 2010). Se analiz6 si la infeccion de células A549
con HINT estimula la fosforilacion Tyr418 y subsiguiente activacion de tirosina
quinasas de la familia Src. Se depositaron 2.4x10° células A549 en placas de 60x15
mm y se incubaron hasta alcanzar una confluencia ~9.6x10° células/placa. A
continuacion, las células fueron infectadas con HINT375 durante 10, 20, 40, 60, 80,
100 y 120 min. Los niveles de fosforilacion de Tyr418 en quinasas de la familia Src en
respuesta a la infeccién bacteriana se monitoriz6 mediante Western blot, utilizando un

anticuerpo primario conejo anti-Src"*'®

y un anticuerpo secundario ratén anti-conejo-
HRP. La infeccion de células A549 por HINT375 aumento el nivel de fosforilacion de
tirosina quinasas de la familia Src en Tyr418 (Fig. 28d).

Dado que las tirosina quinasas fosforilan un repertorio de proteinas eucariotas,
se analizo si la activacion de tirosina quinasas de la familia Src provoca un cambio en
los niveles de fosforilacién de proteinas citosélicas de células A549. Las células A549
se infectaron en las condiciones descritas para la deteccion de Tyr418 fosforilado (Fig.
28d) y se monitorizé el nivel de fosforilacién de las proteinas citosélicas mediante
Western blot, utilizando un anticuerpo primario raton anti-P-tirosina (4G10) y un
anticuerpo secundario conejo anti-ratén-HRP. La infeccién de células A549 por HINT
indujo un aumento en el nivel general de fosforilacion de proteinas citosélicas (Fig.
28e).

Por ultimo, las células A549 se transfectaron con un pldsmido que expresa la
fusion pSrc-GFP. 48 h después de la transfeccion, las células A549 se infectaron con
HINT durante 120 min y se fijaron con PFA. Las bacterias se tifieron con un anticuerpo
primario conejo anti-HINT y un anticuerpo secundario burro anti-conejo-Texas Red
(rojo) o con Hoescht 33342 (azul), para su visualizacibn mediante microscopia de
fluorescencia. Se observé que HINT375 colocaliza con Src-GFP (verde) en células
Ab49 (Fig. 28f).

El conjunto de estos datos mostr6 una contribucion positiva de FAK y de
tirosina quinasas de la familia Src, en particular c-Src, en la invasion de células A549
por HINT375.
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Figura 27. Las tirosina quinasas de la célula hospedadora estan implicadas en la
invasion de HINT375. Las células A549 fueron pretratadas con genisteina, PP2, PF-573228 o
PP3, e infectadas con HINT375. Se cuantificaron la invasién (a) y adhesion (b) bacteriana, en
presencia o ausencia (CON) de cada inhibidor farmacolégico. La quinasa FAK esta implicada
en la invasion epitelial por HINT375. FAK fue interferida en células A549 con dsARNi FAK® y
FAK" las células se infectaron con HINT375 y se cuantificé la tasa de internalizacion (c) y de
adhesién (d) bacteriana. (e) Monitorizacion de la interferencia de FAK mediante Western blot
anti-FAK (panel superior). El control de carga se realizé mediante inmunodeteccion de tubulina
(panel inferior).
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Figura 28. Las quinasas de la familia Src, incluyendo c-Src, estan implicadas en la
invasion epitelial por HINT375. La variante inactiva de c-Src SrcK297M fue sobreexpresada
en células A549 mediante transfeccion transitoria con pSrcK297M; las células se infectaron con
HINT375 y se cuantificd la invasion (a) y la adhesién (b) bacteriana. (c) Monitorizacion de la
sobreexpresion de c-SrcK297M mediante Western blot anti-Src (panel superior). El control de
carga se realiz6 mediante inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). (d) Monitorizacion de la
fosforilacién de tirosina quinasas de la familia Src en la posicion Y418 mediante Western blot
anti-SrcPy**® (panel superior). Los extractos celulares se prepararon con células no infectadas
(-), o infectadas con HINT375 durante 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min. El control de carga se
realiz6 mediante inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). (e) Monitorizacion de la
fosforilacion en tirosina de proteinas celulares mediante Western blot anti-PTyr 4G10. Los
extractos celulares se prepararon de la forma descrita en (d). (f) Co-localizacion de HiINT con
Src. Las células A549 se transfectaron con pSrc-GFP. HINT se tifié con anticuerpos conejo
anti-HiNT y burro anti-conejo conjugado con RXX (rojo) (panel superior), o con Hoescht 33342
(azul) (panel inferior). Src-GFP se observa en verde. La imagen es representativa de una
infeccion de células A549 con HiINT375 durante 120 min.

2.1.6. Contribucién de GTPasas de la familia Rho en la invasion epitelial por HINT
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La sefalizacion celular mediada por integrinas puede estar asociada a
GTPasas de la familia Rho. Cdc42, Rac y RhoA son miembros integrantes de esta
familia (Caswell et al., 2009; Huveneers & Danen, 2009). Algunos patdgenos
manipulan el citoesqueleto para invadir la célula hospedadora a través de la
modulacion de la actividad de las GTPasas de la familia Rho (Carabeo, 2011; Yoshida
et al., 2003). Se analiz6 el efecto de la exposicion celular a toxina B de Clostridium
difficile, que inhibe Cdc42, Rac y RhoA, en la invasion de células A549 por HINT. Este
inhibidor no modificd los niveles de adhesién y/o invasion de HINT375 (Fig. 29a). A
continuacion, se analiz6 el papel de Racl mediante tratamiento de las células A549
con el inhibidor NSC23766 e infeccion con HINT375. La exposicion celular a este
agente farmacoldgico disminuyé la tasa de invasion bacteriana (Fig. 29a), si bien la
adhesion fue similar a la obtenida al infectar células control (Fig. 30a). Por el contrario,
el tratamiento celular con CTO04, un inhibidor especifico de RhoA, incrementd el
namero de bacterias intracelulares (Fig. 29a). El tratamiento de las células con CT04
no modifico la adhesion bacteriana (Fig. 30a).

Para confirmar la implicacibn de Racl en la invasién epitelial por HiNT, las
células A549 fueron transfectadas con un pool de cuatro dsARNi que reducen la
expresion de Racl, e infectadas con HINT375 48 h después. La invasién de HINT375
en células transfectadas con el pool de dsARNi fue menor a la observada en células
control, transfectadas con dsARNi AllStars (AS-CON) (Fig. 29b). La adhesién
bacteriana no cambié al interferir Racl (Fig. 30b). La eficacia de la interferencia de
Racl se monitorizé mediante Western blot, utilizando un anticuerpo primario ratén anti-
Racl y un anticuerpo secundario conejo anti-ratbn-HRP (Fig. 29c, panel superior).
Estos datos muestran que la GTPasa Racl esta implicada en la invasion de células
A549 por HINT.

Vav2 es un GEF de Racl que se activa mediante fosforilacion dependiente de Src
(Marignani & Carpenter, 2001). En base a los resultados obtenidos (Figs. 27a, 28a y
29a), que sugieren que Src y Racl estdn implicados en la invasion del epitelio
respiratorio por HINT375, se analizd el papel de Vav2 en este proceso. Las células

Ab49 se transfectaron
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Figura 29. GTPasas de la familia Rho actian de forma coordinada en la invasion epitelial

por HINT375. (a) Las células A549 fueron pretratadas con NSC23766, CT04, o toxina B de C.
botulinum, e infectadas con HINT375. Se cuantifico la invasion bacteriana, en presencia o
ausencia (CON) de cada inhibidor farmacolégico. (b) Racl y Pakl fueron interferidos en células
A549 con dsARNi Racl, Pak1®y Pak1®; las células se infectaron con HINT375 y se cuantifico la
tasa de internalizacion bacteriana. (c) Monitorizacién de la interferencia de Racl y Pakl
mediante Western blot anti-Racl (panel superior) y anti-Pakl (panel inferior). (d) Vav2 fue
interferido en células A549 con dsARNi Vav2; las células se infectaron con HINT375 y se
cuantificd la tasa de internalizacion bacteriana. (f) Monitorizacion de la interferencia de Vav2
mediante Western blot anti-Vav2 (panel superior). (e) Opl8/estatmina fue interferido en células
A549 con dsARNi Opl8/estatmina; las células se infectaron con HINT375 y se cuantificé la tasa
de internalizacién bacteriana. (g) Monitorizacion de la interferencia de Opl8/estatmina
mediante Western blot anti-Op18/estatmina (panel superior). En todos los casos, los controles
de carga se realizaron mediante inmunodeteccion de tubulina (paneles inferiores en c, f y g).
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Figura. 30. GTPasas de la familia Rho no modulan la adhesién epitelial de HiINT375.
Las células A549 fueron pretratadas con NSC23766, CT04, o toxina B de C. botulinum, e
infectadas con HINT375. Se cuantifico la adhesién bacteriana, en presencia o ausencia (CON)
de cada inhibidor farmacolégico. (b) Racl y Pakl fueron interferidos en células A549 con
dsARNi Racl, Pak1®y Pak1®; las células se infectaron con HINT375 y se cuantifico la tasa de
adhesién bacteriana. (c) Vav2 fue interferido en células A549 con dsARNi Vav2; las células se
infectaron con HINT375 y se cuantificé la adhesiéon bacteriana. (d) Opl8/estatmina fue
interferido en células A549 con dsARNi Op18/estatmina; las células se infectaron con HINT375
y se cuantifico la adhesién bacteriana.
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con un pool de dos dsARNi para interferir la expresion de Vav2. La tasa de invasion
bacteriana en células transfectadas en las que se interfiri6 Vav-2 fue menor a la
observada en células transfectadas con dsARNi control AllStars (Fig. 29d). La
adhesion bacteriana no se vio alterada al interferir Vav2 (Fig. 30c). La eficacia de la
interferencia de Vav2 se monitorizé mediante Western blot, utilizando un anticuerpo
primario conejo anti-Vav2 y un anticuerpo secundario raton-anticonejo-HRP (Fig. 29f).

Paks son una familia de serina-treonina quinasas que actian como efectores
de Racl (Van den Broeke et al., 2010). Dado que los resultados obtenidos indican la
implicacion de Racl en la invasién del epitelio respiratorio por HINT, se analizé el
papel de Pakl en este proceso. Las células se transfectaron de forma independiente
con dos dsARNi que reducen la expresién de Pakl, Pak1® y Pak1®, y se infectaron con
HINT375 48 h después. La invasion de HiINT375 en células transfectadas con los
dsARNi Pak1® y Pakl1® fue menor que la observada en células control, transfectadas
con dsARNi AllStars (AS-CON) (Fig. 29b). La adhesion bacteriana no se vio alterada
al interferir Pakl (Fig. 30b). La eficacia de la interferencia de Pakl se monitorizé
mediante Western blot, utilizando un anticuerpo primario conejo anti-Pak y un
anticuerpo secundario ratén anti-conejo-HRP (Fig. 29c, panel inferior ).

La polimerizacién del citoesqueleto de microtubulos eucariota es un proceso
dindmico que depende de Racl. Racl promueve la polimerizacidén y crecimiento de los
microtdbulos en células en migracion a través de Pakl, que inhibe la proteina
Opl8/estatmina. Op18/estatmina desestabiliza la integridad de los microtubulos, por lo
que el efecto inhibidor de Pakl sobre Opl8/estatmina contribuye a la estabilizacion de
dicho citoesqueleto (Raftopoulou & Hall, 2004). La importancia del citoesqueleto de
microtdbulos en la invasion de HINT375 fue establecida previamente en nuestro
laboratorio mediante el uso de los inhibidores nocodazol y colchicina. La exposicion
celular a estos compuestos disminuyé la tasa de invasion de HiINT375 en células A549
(Morey et al., 2011). Para analizar el papel de Opl18/estatmina en la invasion epitelial
por HINT375, las células se transfectaron de forma independiente con dos dsARNi que
reducen la expresion de Opl8/estatmina, Opl8/estatmina® y Opl8/estatmina®, y se
infectaron con HINT375 48 h después. La invasibn de HINT375 en células
transfectadas con los dsARNi Opl8/estatmina® y Op18/estatmina® fue menor que la
observada en células control transfectadas con un dsARNi AllStars (AS-CON) (Fig.
29e). La eficacia de la interferencia de Opl8/estatmina se monitoriz6 mediante
Western blot, utilizando un anticuerpo primario conejo anti-Opl8/estatmina y un

anticuerpo secundario ratén anti-conejo-HRP (Fig. 299g).
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En conjunto, estos datos muestran que la invasion de células A549 por
HINT375 requiere la sefalizacion Vav2-Racl-Pakl1l-Opl8/estatmina para modular de

forma adecuada la dinamica de los microtubulos de la célula hospedadora.

2.1.7. Los niveles de AMP ciclico eucariota modulan la invasion de HINT en el

epitelio respiratorio

Los mensajeros secundarios como el AMP ciclico (AMPc) modulan multitud de
funciones celulares. EI AMPc regula negativamente la actividad de Racl, en un
proceso dirigido por la proteina quinasa A (PKA) (Howe, 2004; Nagasawa et al., 2005;
O'Connor & Mercurio, 2001; Waschke et al., 2004). Esta evidencia, y el requerimiento
de Racl en la invasién de HINT mostrado anteriormente (Fig. 29a), nos llevé a
analizar el papel de AMPc y PKA en la invasion epitelial por HINT375. Las células
A549 se trataron con forskolin, un activador de adenilato ciclasas, mediadores de la
conversion de ATP en AMPc (Song et al., 2007). El tratamiento celular con forskolin
redujo la invasion bacteriana, sugiriendo que el incremento en la [AMPc] intracelular
puede bloquear la invasion de HINT375 (Fig. 31a). De la misma forma, se analizé el
efecto de la exposicion celular a prostaglandina E2 (PGE,) en la invasion de HINT375.
La actividad de PGE, estd mediada por los 4 receptores prostanoides EP1-EP4,
presentes en células A549 (Fang et al., 2004; Vancheri et al., 2004). La activacion de
EP2 y EP4 incrementa la [AMPCc] intracelular (Vancheri et al., 2004). La adicion de
PGE, exdgeno redujo la tasa invasién de HiINT375 en células A549, apoyando los
datos obtenidos con forskolin (Fig.31a). El tratamiento de células A549 con forskolin o
PGE, no modificé la adhesion bacteriana, respecto a la observada en células control
(Fig. 31b).

Una vez establecido que el incremento de [AMPc] reduce la invasion de
HINT375, se analizé el papel de PKA en este proceso. En base a la observacion que
indica que PKA puede bloquear la activacion de Racl (Howe, 2004; Nagasawa et al.,
2005; O'Connor & Mercurio, 2001; Waschke et al., 2004), planteamos que la inhibicion
de PKA podria favorecer la internalizacion de HINT375. Se empled el inhibidor
farmacologico de PKA H-89, lo que incremento la tasa de invasion de HINT375 en
células A549, sin alterar la adhesién bacteriana (Fig. 31a).

Estos datos sugieren que el incremento de [AMPc] citosdlico y la activaciéon de
PKA son dos eventos que contribuyen a prevenir la invasion de HINT en el epitelio

respiratorio.
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2.8. La fosforilacion de Akt en células A549 infectadas por HINT depende de Src
y Racl

Estudios previos indican que Src puede jugar un papel en la activacién de PI3K
(Guarino, 2010). Habiendo determinado la implicacion de Src en la invasion de células
A549 por HINT375, se analizé si la fosforilacion de Akt depende de tirosina quinasas
de la familia Src. Analizamos mediante Western blot el nivel de fosforilacion de Akt en
Serd73 en células A549 infectadas por HINT375, en ausencia o presencia del inhibidor
de Src PP2. Se empled un anticuerpo primario conejo anti-P>*“"3Akt y un anticuerpo
secundario cabra anti-conejo-HRP. El tratamiento celular con PP2 redujo el nivel de
fosforilacion de Akt inducido por la infeccién por HINT375 (Fig. 32a).

Por otra parte, Racl regula la dinamica de los fosfoinositidos durante la
invasion bacteriana (Wong & Isberg, 2003). Habiendo establecido la importancia de
Racl en la invasion de HINT (Fig. 29a), se determiné si la fosforilacion de Akt inducida
por HINT es dependiente de Racl. Se analizé el nivel de fosforilacion de Akt en Ser
473 en células A549 infectadas por HINT375, en ausencia o presencia del inhibidor de
Racl NSC27366. Se empleé un anticuerpo primario conejo anti-PS*“"*Akt y un
anticuerpo secundario cabra anti-conejo-HRP. EIl nivel de fosforilacibn de Akt fue
menor en células tratadas con NSC27366 que en células control no tratadas (Fig.
32h).

Estos datos muestran que la fosforilacion de Akt en Ser473 en células A549
infectadas por HINT es un evento de sefializacion que depende de tirosina quinasas

de la familia Src y de la GTPasa Racl.

2.1.9. Papel de RhoA en la invasién del epitelio respiratorio por HINT375

Para confirmar la implicacion de RhoA en la invasion epitelial por HiNT, las
células A549 fueron transfectadas con un pool de cuatro dsARNi que reducen la
expresion de RhoA, e infectadas con HINT375 48 h después. La invasién de HINT375
en células transfectadas con el pool de dsARNi fue menor que la observada en células
control, transfectadas con dsARNi AllStars (AS-CON) (Fig. 33a). La adhesién
bacteriana no se vio alterada al interferir RhoA (Fig. 33b). La eficacia de la
interferencia de RhoA se monitoriz6 mediante Western blot, utilizando un anticuerpo

ratén anti-RhoA y un anticuerpo secundario conejo anti-ratébn-HRP (Fig. 33c).
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Figura 31. El incremento de [AMPCc] citosdlico reduce la invasion del epitelio respiratorio

por HINT375. Las células A549 fueron pretratadas con PGE, exdgeno, forskolin o H-89, e
infectadas con HINT375. Se cuantificaron la invasion (a) y adhesion (b) bacteriana, en
presencia o ausencia (CON) de cada inhibidor farmacoldgico.
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Figura 32. Las tirosina quinasas de la familia Src y Racl modulan la activacion de Akt
durante la infecciébn por HINT375. (a) Las tirosina quinasas de la familia Src modulan la
activacion de Akt en el curso de la infeccion por HINT. Deteccion de la fosforilacion de Akt en la
posicién Ser473 mediante Western blot con anti-AktPSer*”®. Los extractos celulares se
prepararon con células no infectadas (-), o infectadas con HiNT durante 20, 40, 60, 80, 100 y
120 min en presencia (+) o ausencia (-) del inhibidor PP2 (panel superior). El control de carga
se realiz6 mediante inmunodeteccién de tubulina (panel inferior). (b) Racl modula la activacién
de Akt durante la infeccién de HINT. Deteccidn de la fosforilacién de Akt en la posicion Ser473
mediante Western blot con anti-AktPSer*”®. Los extractos celulares se prepararon con células
no infectadas (-), o infectadas con HIiNT durante 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min en presencia (+)
o0 ausencia (-) del inhibidor NSC23766 (panel superior). El control de carga se realizé mediante
inmunodeteccion de tubulina (panel inferior).
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ROCK es una serina-treonina quinasa que actia como efector de RhoA (Raftopoulou
& Hall, 2004). Dado que los resultados obtenidos sugieren la implicacién de RhoA en
la invasion epitelial por HINT (Fig 33a), se analizé el papel de ROCK en la invasion de
HINT375 en células A549. Se uso el inhibidor especifico de ROCK Y-27632. La
exposicion celular a Y-27632 aumentd la tasa de invasion de HINT375 (Fig. 33d). La
adhesion bacteriana no se vio alterada (Fig. 33e). Por otro lado, existen evidencias
gue indican la existencia de una conexion entre RhoA-ROCK y el citoesqueleto de
microtubulos, y que ROCK reduce la estabilidad de los microtabulos (Takesono et al.,
2010). La importancia del citoesqueleto de microtibulos en la invasién de HINT375 fue
establecida previamente en nuestro laboratorio, mediante el uso de nocodazol y
colchicina (Morey et al., 2011). Para analizar si la inhibicion del desestabilizante de
microtubulos ROCK restaura el efecto negativo del tratamiento celular con colchicina,
favoreciendo asi la invasion epitelial por HINT375, las células A549 se pretrataron 1 h
con colchicina, posteriormente 30 min con Y-27632 y a continuacién se infectaron con
HINT375. El tratamiento con Y-27632 abolié el efecto negativo de la colchicina,
restaurando la invasion bacteriana a los niveles obtenidos en células no tratadas (Fig.
33d).
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Figura 33. RhoA y ROCK previenen la internalizacion epitelial de HINT375. RhoA fue

interferido en células A549 con dsARNi RhoA; las células se infectaron con HINT375 y se
cuantificaron las tasas de internalizacion (a) y adhesion (b) bacteriana. (¢c) Monitorizacion de la
interferencia de RhoA mediante Western blot anti-RhoA (panel superior). El control de carga se
realiz6 mediante inmunodeteccion de tubulina (panel inferior). Papel de ROCK en la invasion
epitelial por HINT. Las células A549 fueron pretratadas con Y-27632, colchicina o Y-
27632+colchicina, e infectadas con HiINT375. Se cuantificaron la invasion (d) y adhesion (e)
bacteriana, en presencia o ausencia (CON) de cada inhibidor farmacolégico.
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2.2. Analisis de la contribucion relativa de las adhesinas PCho, P5y Hap y a la

infeccidn por HINT

2.2.1. Analisis de variabilidad entre aislados clinicos en la dinamica de la

interaccion entre HINT y el epitelio pulmonar humano

Mediante una colaboracion establecida con los Drs. J. Lifiares (H. Bellvitge) y
A. Oliver (Hospital Universitario Son Espases, Mallorca), hemos dispuesto en nuestro
laboratorio de una coleccion de 111 cepas clinicas de HINT no isogénicas, aisladas de
111 pacientes que sufrieron una infeccion aguda (1 cepa por paciente) (Tabla 8,
ANEXO 1). Trabajo previo realizado con un grupo de aislados de esta coleccién mostro
heterogeneidad en sus niveles de adhesion al epitelio respiratorio humano en cultivo
(Figura 3, Marti-Lliteras et al., 2011). La adhesion variable observada nos llevé a
preguntar la(s) razon(es) de la misma. Hipotetizamos que esta variabilidad fenotipica
puede deberse, entre otros, a la heterogeneidad genética entre aislados, a diferencias
entre cepas en la expresion de genes claves en la interaccion epitelial, y/o a
diferencias en los mecanismos de subversién de la maquinaria eucariota empleados
por los distintos aislados.

Para explorar la variabilidad observada, seleccionamos tres cepas de
referencia, (i) HINT375, empleada en los andlisis de mecanismos moleculares de
invasion epitelial presentados en el apartado 2.1. de la seccidon de Resultados; (ii)
HINT398, aislado de un paciente EPOC usado en trabajos previos de nuestro
laboratorio (Regueiro et al., 2009); (iii) Hi Rd KW20, cepa cuyo genoma completo ha
sido secuenciado (http://cmr.jcvi.org/tigrscripts/CMR/GenomePage.cgi?database=ghi),
y seis aislados clinicos cuya adhesion epitelial ha sido caracterizada previamente
(Tabla 15). El andlisis de distribucién génica de licLABCD, ompP5 y hap mediante
PCR con cebadores especificos empleando como molde ADN gendémico de cada una
de las cepas, determind la presencia de las tres agrupaciones génicas en las nueve
cepas seleccionadas. Igualmente, todas las cepas expresaron PCho en su superficie
(Tabla 16). Estos datos sugieren que la variabilidad adhesiva entre aislados no esta
directamente asociada con una heterogeneidad en la distribucion de los genes que
codifican las adhesinas PCho, P5 y Hap.

A continuacién, hemos realizado un analisis comparativo de la implicacién de
dos estructuras superficiales eucariotas, integrina a5 y glicosilacion, en la adhesién

epitelial de los aislados seleccionados.
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Tabla 15. Origen clinico de los aislados de HiNT usados en este estudio

edad: 2 meses

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia

HINT398 Aislado clinico de EPOC que expresa un nivel alto de Regueiro et al.,
PCho en la molécula de LOS. Nombre alternativo: 2009
cepa 157952

HINT1500 Cepa clinica aislada de un paciente EPOC; edad: 62 Pau Marti et al.,
afios 2011

HINT1560 Cepa clinica aislada de un paciente con enfisema; Pau Marti et al.,
edad: 61 afios 2011

HINT1566 Cepa clinica aislado de un paciente EPOC; edad: 74 Pau Marti et al.,
anos 2011

HINT1606 Cepa clinica aislada de un paciente con Pau Marti et al.,
bronquiectasis; edad: 51 afios 2011

HINT1619 Cepa clinica aislada de un paciente con fibrosis Pau Marti et al.,
quistica; edad: 3 afios 2011

HINT1622 Cepa clinica aislada de un paciente con bronquiolitis; Pau Marti et al.,

2011

Tabla 16. Distribucién génica ( licLABCD, ompP5, hap y hmw) y expresion de PCho en las
cepas seleccionadas en este trabajo.

Cepa liclABCD PCho ompP5 hap hmw1/2
HINT375 + Alta + + +
HINT398 + Alta + +
Hi Rd KW20 + Baja + + -
HINT 86-028NP + Alta + + +
HINT1500 + Alta + + +
HINT1560 + Alta + + +
HINT1566 + Doble + + +
HINT1606 + Baja + + +
HINT1619 + Alta + + +
HiINT1622 + Alta + + +

Para analizar la implicacién de la integrina a5 en la adhesion epitelial de las

cepas en estudio, las células A549 se incubaron con el anticuerpo bloqueante anti-

integrina a5 PID6 y se infectaron independientemente con cada cepa. La incubacion

celular con PID6 provocé una disminucion de los niveles de adhesion de todas las

cepas respecto a células control no tratadas, excepto en el caso de Hi Rd KW20.

Igualmente, las células fueron incubadas con un péptido sintético que contiene la

secuencia RGD, lo que provoc6 una disminucién de los niveles de adhesion de todas

las cepas, excepto Hi Rd KW20, respecto a las células control no tratadas (Fig. 34).
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Figura 34. Papel de la integrina a5 y de glicosilaciones eucariotas en la adhesion epitelial

de aislados clinicos de HINT. Se usaron las cepas HINT375 (a), Hi Rd KW20 (b), HINT398
(c), HINT1500 (d), HINT1560 (e), HINT1566 (f), HINT1606 (g), HINT1619 (h), HINT1622 (i). Las
células A549 se incubaron con tunicamicina (T), concanavalina A (C), el péptido sintético RGD,
o el anticuerpo anti-integrina a5 PDI6, y se infectaron de forma independiente con cada una de
las cepas. Se cuantificaron los niveles de adhesién bacteriana, comparados con la adhesién a
células control no tratadas (primera columna de cada panel). Los datos estan mostrados como
porcentaje de adhesion, comparado con la adhesién de cada cepa a células control sin tratar

(100%).
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Estos resultados nos permiten extender a un nimero significativo de cepas el
papel de la integrina a5 como un posible receptor celular de HINT. Asimismo, los datos
apuntan a la ausencia del putativo ligando bacteriano de integrina a5 en la cepa Hi Rd
KW20.

Por otra parte, numerosas proteinas localizadas en la membrana plasmatica de
células eucariotas estan glicosiladas (Taganna et al., 2011). En este trabajo,
analizamos la implicacion de la N-glicosilacion de proteinas (unién de carbohidratos al
grupo amino de la cadena lateral de asparagina o glutamina) en la adhesion epitelial
de HiNT. Las células A549 fueron tratadas con el inhibidor quimico de N-glicosilacién
tunicamicina, e infectadas con las cepas seleccionadas. La tunicamicina provocé un
descenso en la tasa de adhesion de HINT375, HINT398, HINT1500, HiINT1606,
HINT1619 y HiNT1622, respecto a la observada en células control no tratadas. En
cambio, Hi Rd KW20, HINT1560 y HINT1566 mostraron niveles de adhesion similares
en células tratadas y en células control no tratadas (Fig. 34).

Por otra parte, la manosa es un monosacérido presente en algunas
glucoproteinas animales y existen evidencias sobre la existencia de lectinas
bacterianas que unen epitopos eucariotas con residuos manosilados, como la
superlectina BC2L-C de Burkholderia cenocepacia (Sulak et al., 2011). Para analizar el
posible papel de residuos eucariotas manosilados en la infeccién epitelial por HiINT, las
células A549 se incubaron con concanavalina A, una lectina que une de forma
especifica residuos de manosa, con el objeto de bloquear una posible unién de HINT a
residuos manosilados de la superficie epitelial. La incubacion de células A549 con
concanavalina A no alterd la tasa de adhesion de ninguna de las cepas analizadas,
respecto a células control sin tratar (Fig. 34). Estos datos sugieren que HINT no se
adhiere a residuos de manosa en la superficie de la célula hospedadora.

En conjunto, los datos obtenidos con las 9 cepas analizadas sugieren que la
variabilidad adhesiva entre aislados no esta relacionada con una distribucion
heterogénea de licLABCD, ompP5 y hap. Sin embargo, los datos obtenidos indican la
existencia de variabilidad mecanistica, al menos en relacion con la subversion de

residuos glicosilados de la superficie epitelial.

2.2.2. Andlisis de la contribucion de las adhesinas PCho, P5 y Hap de HINT a
fenotipos asociados a patogénesis mediante la caracterizacion de cepas
mutantes

El andlisis fenotipico en aislados clinicos result6é informativo, si bien no permitio

el establecimiento de asociaciones claras entre adhesinas y los fenotipos analizados.
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Para profundizar en este aspecto, se empled la cepa HINT375 y un conjunto de
mutantes isogénicos que carecen de PCho, P5 y Hap, tres moléculas cuyo papel en la
adhesion epitelial de HINT ha sido descrito previamente (Hendrixson & St Geme, 1998;
Swords et al., 2000; Virji et al., 2000). Las cepas empleadas son: HiINT375Alic1BC,
HINT375A0mpP5, HINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y HiINT375AhapAliclBC. Las
caracteristicas completas de las cepas mutantes empleadas se presentan en la Tabla
1 (Anexo ).

Se analizaron tres fenotipos asociados a la virulencia de HiNT, la agregacion
interbacteriana, la infeccion epitelial y mecanismos moleculares subyacentes, y la

infeccidén pulmonar en un modelo animal murino.

2.2.2.1. Contribucion relativa de adhesinas de HINT en estadios iniciales de la
infeccion

En primer lugar, se analizé la implicacion de las adhesinas PCho, P5 y Hap en
la capacidad de agregacion inter-bacteriana de HINT. Empleamos como controles
negativos de agregacion las cepas E. coli CC118 y Hi Rd KW20, y tomamos como
punto de referencia el nivel de agregacion de HINT375, cepa en la que la agregacion
se hace evidente 2 h después del inicio del ensayo (Tabla 17). HINT375Ahap mostro
una capacidad de agregacion menor que la cepa silvestre. Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos que indican el papel de Hap en la formacién de
agregados de HINT (Hendrixson & St Geme, 1998). HINT375Ao0mpP5 vy
HINT375Alic1BC agregaron de forma comparable a la cepa silvestre, si bien se
observdé un descenso de DOgonm a t=1 h ligeramente superior al de HINT375.
HINT375AhapAompP5 y HiNT375AhapAlicl1BC agregaron de forma comparable a
HINT375Ahap, ligeramente mas rapido en el caso de HiNT375AhapAompP5. Estos
resultados confirman el papel de Hap en la agregacion inter-bacteria y limitan la
implicacion de P5 y PCho en este fenotipo bacteriano.

A continuacion, se analizé la contribucion de las adhesinas PCho, P5 y Hap a
la infeccion del epitelio pulmonar. Se analizaron las tasas de adhesién e invasion de
HINT375Alic1BC, HINT375AompP5, HiNT375Ahap, HINT375AhapAompP5 vy
HINT375AhapAlic1BC, comparadas con la cepa silvestre. HINT375AompP5 mostré
niveles de adhesién e invasion menores que la cepa silvestre. HINT375Alic1BC mostré
una tasa de adhesiébn mayor que la cepa silvestre. La adhesién e invasion de
HiINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAliclBC fue comparable a los

datos obtenidos con la cepa silvestre (Fig. 35).
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Tabla 17. Andlisis comparativo de la agregacion de las cepas HiNT375, HINT375  Alic1BC,
HINT375A0ompP5, HINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAlic1BC.
Cepa 0h 1h 2h 3h 4 h 5h 6 h 7h

E. coli CC118 1.03 1.03 1.03 1.04 1.03 1.04 1.04 1.03
Hi Rd KW20 1.00£0.04 0.96x0.05 0.93+0.03 0.86%0.06 0.80+0.08 0.75+0.10 0.72+0.12 0.67+0.12
HINT375 1.04+0.04 0.94+0.03 0.46+0.03 0.36+0.04 0.28+0.03 0.24+0.04 0.20+0.04 0.18+0.05
HiINTAhap 1.03+0.02 0.95+0.03 0.84+0.06 0.69+0.10 0.56+£0.06 0.47+0.04 0.36%0.06 0.27+0.05
HINTAompP5 0.97£0.08 0.62+0.22 0.32+0.17 0.23x0.10 0.20+0.09 0.14+0.08 0.13+0.07 0.10+0.05
HINTAIlic1BC 0.9910.06 0.65#0.12 0.33x0.19 0.21+0.11 0.18+0.10 0.14+0.08 0.13+0.08 0.10+0.06
HINT 1.00+0.01 0.89+0.11 0.70+£0.08 0.49+0.13 0.38+0.08 0.32+0.07 0.27+0.05 0.21+0.04
AhapAompP5
HINT 1.00+0.01 0.94+0.04 0.84+0.01 0.75+0.04 0.60+£0.05 0.52+0.03 0.40+0.01 0.32+0.01
AhapAlic1BC

Por dltimo, se realizé un andlisis comparativo de la implicacion de la integrina
a5 y la glicosilacion de proteinas eucariotas en la adhesion epitelial de
HINT375Alic1BC, HINT375AompP5, HiNT375Ahap, HINT375AhapAompP5 vy
HINT375AhapAlic1BC, comparadas con la cepa silvestre. Para analizar la implicacion
de la integrina a5 en la adhesion epitelial de las cepas mutantes en estudio, las células
A549 se incubaron con el anticuerpo bloqueante anti-integrina a5 PID6 y se infectaron
con cada cepa. La incubacion de celular con PID6 provocé una disminuciéon de la
adhesion de todas las cepas mutantes respecto a células control no tratadas, igual que
ocurre en el caso de la cepa silvestre (Fig. 36). Igualmente, las células fueron
incubadas con un péptido sintético que contiene la secuencia RGD. La incubacion de
celular con RGD provocé una disminucion de los niveles de adhesién de todas las
cepas testadas, silvestre y mutantes, respecto a células control. Estos resultados
excluyen la implicacién de PCho, P5 y Hap y como ligandos de integrina a5 (Fig. 36).

Por otra parte, las células A549 fueron tratadas con tunicamicina e infectadas
con el repertorio de estirpes mutantes. La tunicamicina provocd un descenso similar en
la tasa de adhesion de todas las cepas testadas, HINT375 y mutantes carentes de
PCho, P5 y Hap. Este resultado excluye la implicacion de las tres adhesinas
mencionadas como ligando de proteinas N-glicosiladas (Fig. 36).

Por el contrario, la incubacién de células A549 con concanavalina A no alterd la
tasa de adhesion de las cepas, respecto a las células control, confirmando que la

manosa no parece ser un ligando eucariota de posibles lectinas de HINT (Fig. 36).
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Figura 35. Analisis comparativo de la adhesion (a) e invasion (b) de HINT375,
HINT375Alic1BC, HINT375A0mpP5, HINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y
HINT375AhapAlic1BC a células A549.
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Figura 36. Papel de la integrina a5 y de glicosilaciones eucariotas en la adhesién epitelial de
HINT375 (a), HIiNT375AliclBC (b), HINT375A0mpP5 (c), HiNT375Ahap (d),
HINT375AhapAompP5 (e), HiNT375AhapAliclIBC (f). Las células se incubaron con
Tunicamicina (T), con Concanavalina A (C), con el péptido sintético RGD, o con anticuerpo
anti-integrina a5 PDI6 y se infectaron de forma independiente con cada cepa. Se cuantificaron
los niveles de adhesion bacteriana, comparados con la adhesion a células control no tratadas
(primera columna de cada panel). Los datos estan mostrados como porcentaje de adhesion

comparados con la adhesién de cada cepa a las células control sin tratar.
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2.2.2.2. Contribuciéon relativa de adhesinas de HIiNT en la infeccién in vivo

mediante el empleo de un modelo de infeccion intranasal murina

Para analizar la implicacion de las adhesinas PCho, P5 y Hap en la infeccion
por HINT in vivo, infectamos ratones CD1 intranasalmente con cantidades
comparables de las cepas HIiNT375, HINT375AliclBC, HINT375A0mpP5,
HiINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAlicl1BC. Los animales se
sacrificaron 24 y 48 h postinfeccion. Se realiz6 la diseccién y procesamiento de los
pulmones, que fueron homogeneizados y plaqueados en sBHI-Agar para el recuento
de u.f.c. Tras 24 h de infeccién, no se apreciaron diferencias significativas en los
nameros de bacterias recuperadas de los pulmones de las cepas silvestre y mutantes
(Fig. 37a). En cambio, tras 48 h de infeccion, los recuentos de HINT375Alic1BC,
HINT375AompP5 y HINT375AhapAompP5 fueron menores a los obtenidos a partir de
animales infectados con la cepa silvestre (Fig. 37b). Las cepas HINT375Ahap y
HINT375AhapAlicl1BC mostraron recuentos similares a los de la cepa silvestre.
Evidencias previas han sugerido la implicacion de PCho en la infeccién pulmonar
(Pang et al., 2008). Nuestros resultados, ademas de confirmar esta evidencia,
sugieren que P5 es importante en la infeccién pulmonar por HiINT. Asimismo, Hap no
parece contribuir positivamente a la infeccién pulmonar por HiNT, ya que los recuentos
bacterianos obtenidos a partir de ratones infectados con HINT375AhapAompP5 y
HINT375AhapAlic1BC resultaron mayores a los obtenidos a partir de ratones
infectados con HINT375AompP5 y HINT375Alic1BC, respectivamente (Fig. 37b). Por
otro lado, las trdqueas de los animales sacrificados a las 48 h post-infeccion fueron
diseccionadas, fijadas, embebidas en parafina y procesadas para inmunohistoquimica.
HINT se tifi6 mediante un anticuerpo primario conejo anti-HINT y un anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a HRP. Las Figuras 37c, d y e son tres imagenes
correspondientes a una diferente magnificacion de la misma zona. En ellas vemos una
seccion de la trdquea de ratén, mostrando la presencia de HINT en el interior de
células con morfologia de macréfago. Las imagenes son cortesia de la Dra. Maria
Jesus Grillo, 1. Agrobiotecnologia-UPNA-CSIC.
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Figura 37. Andlisis comparativo de la infeccion por HINT375, HINT375Alic1BC,
HINT375A0mpP5, HINT375Ahap, HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAlic1BC mediante un
modelo de infeccién intranasal murino. 10 ratones hembra CD1 de 4 semanas de edad y 20-22
g fueron infectados con cada cepa. Tras 24 h, se sacrificaron 5 ratones (a); tras 48 h, se
sacrificaron los 5 ratones restantes (b). En ambos casos, los pulmones fueron diseccionados,
homogeneizados y plaqueados en sBHI-Agar para el recuento de u.f.c./6rgano. (c,d y €)
Localizacién de HIiNT en el interior de fagocitos profesionales in vivo. Serie de imagenes de
inmunohistoquimica de una seccién de traquea de raton, mostrando la presencia de HIiNT en el
interior de células con morfologia de macrofago. Los animales fueron infectados
intranasalmente con HINT375 y sacrificados 48 h post-infeccion. Las traqueas fueron
diseccionadas, fijadas, embebidas en parafina y procesadas para inmunohistoquimica. Tincion:
anticuerpo primario conejo anti-HiNT y anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP. La
sefial marrén en el interior de células con morfologia de macréfago es indicativa de la
presencia de bacterias intracelulares. Se muestran tres imagenes correspondientes a una
diferente magnificacion de la misma zona. Cortesia de Dra. Maria Jesus Grillo, 1.
Agrobiotecnologia-UPNA-CSIC.
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1. RESPUESTAS DEL HOSPEDADOR A LA INFECCION POR AISLADOS
RESPIRATORIOS CRONICOS DE HIiNT Y POR MUTANTES TRUNCADOS
EN EL LIPOOLIGOSACARIDO

En este trabajo, se ha analizado la heterogeneidad de un conjunto de cepas de
HINT aisladas de pacientes respiratorios crénicos en relacion a tres fenotipos
asociados a la virulencia de este patdgeno bacteriano: resistencia a péptidos
antimicrobianos, formacion de biopeliculas y adhesién a epitelio pulmonar humano. Un
andlisis de distribucion de genes que codifican modificaciones del LOS en estos
aislados indica que todos presentan los genes IgtF, IpsA, lic2A, licLABCD, siaB, lic3A'y
lic3B. Por el contrario, la distribucion de lic2C es heterogénea, lo que determina
variabilidad entre aislados en relacion a la sustitucion glucidica presente en la Hepll
del LOS (Pau Marti Lliteras, datos no publicados). Los aislados en estudio se
agruparon en cepas de “nueva entrada” (sets de cepas del grupo A de pacientes,
pacientes 1,10,13 y 16) y cepas cronicas (sets de cepas del grupo B de pacientes,
pacientes 17,18 y 19). Los dos tipos de cepas (“nueva entrada” y cronicas) mostraron
diferencias fundamentales en los tres ensayos realizados que discutimos a
continuacion. Los aislados clinicos de los pacientes 17, 18 y 19 (cepas crénicas en
cada paciente) mostraron un incremento progresivo en la resistencia a los PAs PxB y
B-defensina 1, es decir, en estos pacientes, la cepa aislada en cada visita fue mas
resistente a PAs que la aislada en la visita anterior, si bien mostraron el mismo
pulsotipo. Dado que observamos la presencia de PCho en todos los aislados, que
ademds presentaron la misma estructura de lipido A hexa-acilado, no se pudo
establecer una asociacion clara entre PCho o lipido A y la resistencia a PAs creciente
observada. Tampoco se pudo establecer una asociacion clara entre lic2C y la
resistencia a PAs, dado que lic2C est4 variablemente presente entre las cepas
analizadas. La resistencia de HINT a PAs est4 asociada con el operén sapABCDFZ
(Mason et al., 2005; Shelton et al., 2011). La variacion potencial de este operdn entre
los aislados analizados, en cuanto a distribucién, conservacion de secuencia o
expresion, es desconocida.

Nuestros datos también sugieren que hay diferencias de adhesién entre los
aislados clinicos analizados. Las cepas que forman parte de sets con el mismo pefil de
PFGE (pacientes grupo B) mostraron una adhesion a células A549 menor que las
cepas que forman parte de sets con distinto perfil de PFGE (pacientes grupo A). Este
resultado es sorprendente, ya que resulta intuitivo establecer una asociacion entre

cronicidad, adaptacién y adhesion. Por otra parte, esta menor adhesién podria
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favorecer una menor respuesta inflamatoria del epitelio respiratorio, facilitando la
evasion del sistema inmune y la colonizacion bacteriana. Nuestros datos se
encuentran en concordancia con un trabajo previo que muestra que cepas de HINT de
nueva adquisicion, aisladas en episodios de exacerbacion de pacientes EPOC, se
adhieren mas eficientemente e inducen una mayor secrecion de IL-8 que cepas
colonizadoras (Chin et al., 2005). Por otro lado, aislados de P. aeruginosa recogidos
de pacientes con infecciébn pulmonar cronica, mostraron una menor adhesion e
internalizacion en células A549 que cepas aisladas de pacientes con colonizacion
intermitente. A pesar de esta menor adhesion, los datos muestran que los aislados
provocan una estimulacién inflamatoria prominente, contribuyendo a la patogénesis de
la enfermedad (Hawdon et al., 2010).

Por otro lado, analizamos la formacion de biopeliculas entre los aislados
clinicos analizados. De la misma forma que en el fenotipo de adhesion comentado
anteriormente, las cepas que forman parte de sets con el mismo pefil de PFGE
(pacientes grupo B) mostraron una menor formacion de biopeliculas que las cepas que
forman parte de sets con distinto perfil de PFGE (pacientes grupo A). Este resultado es
sorprendente, ya que resulta intuitivo establecer una asociacion entre cronicidad,
adaptacion y formacién de biopeliculas. Nuestros datos se encuentran en
concordancia con un trabajo previo que muestra que aislados clinicos seriados de
cepas de P. aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica mostraron una gradual
menor formacion de biopeliculas (Lee et al., 2005). Por otro lado, los aislados
isogénicos del grupo B estimularon una menor secrecion de IL-8 con respecto a las
aislados clinicos no isogénicos, mostrando, ademés de una baja capacidad de
adhesion epitelial, una menor respuesta inflamatoria (datos no mostrados).

En resumen, en este estudio analizamos una coleccion de cepas clinicas
aisladas de pacientes que sufren una enfermedad cronica subyacente. Nuestros datos
sugieren que puede haber una adaptacion bacteriana durante la colonizacién del
hospedador que, entre otros, puede estar asociada con un incremento progresivo de la
resistencia a PAs, una baja adhesion epitelial y una escasa capacidad de formacion de
biopeliculas. Dado que la comprension de las caracteristicas que provocan esta
adaptacion es crucial para la formulacién de terapias adecuadas frente a la infeccién
cronica asociada a enfermedades respiratorias crénicas como es la EPOC, trabajo
futuro abordara este tipo de estudios, no s6lo mediante el analisis fenotipico
diferencial, sino también a través de la secuenciacién del genoma completo de
microorganismos de interés, con el objetivo de realizar estudios de genémica funcional

que nos aporten informacion Gtil en microbiologia clinica.
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Para profundizar en el establecimiento de asociaciones claras entre genes que
codifican enzimas implicadas en la sintesis del LOS y los fenotipos analizados, se
emple6 una cepa de HINT cuya estructura de LOS es conocida, y un conjunto de
mutantes isogénicos generados en nuestro laboratorio que presentan la molécula de
LOS progresivamente truncada. Se analizaron la resistencia del patégeno al ataque
bactericida de los PAs y la formacion de biopeliculas sobre superficies abidticas.
Todos los mutantes del LOS analizados, excepto HINT375AsiaB mostraron mayor
sensibilidad a PxB y B-defensina 1 que la cepa silvestre. La menor resistencia a PAs
de HiNT375AliclBC y HiNT375AsapA confirman evidencias previas apuntando al
papel de PCho y SapA en la resistencia de HINT a PAs (Lysenko et al., 2000a; Shelton
et al., 2011). Por otra parte, los datos obtenidos nos permiten hacer una asociacion
entre la presencia de digalactosa en la molécula de LOS vy la resistencia de HINT a
PAs. Ademas, a medida que truncamos el LOS de HINT375, la sensibilidad bacteriana
a los péptidos analizados fue mayor. Es posible que a medida que truncamos el LOS
de HiNT, las cargas superficiales negativas de la membrana plasmatica queden
disponibles para interaccionar con moléculas cationicas. Este estudio constituye el
primer andlisis sistematico de la implicacion de la molécula de LOS en la resistencia
de HINT a PAs, revelando el papel de digalactosa, de las Hep | y Ill, y de las
sustituciones glucidicas en ambas heptosas en la resistencia de HINT a PAs.
Igualmente, los datos obtenidos excluyen el &cido sialico como un factor importante en
este fenotipo.

Por otro lado, analizamos la implicacion del LOS en la formacion de
biopeliculas por HINT. Los mutantes HINT375AIgtF, HINT375Alic1BC y HINT375AsiaB
mostraron una menor capacidad para formar biopeliculas en el modelo de
microfermentador empleado, respecto a la cepa silvestre. Estos datos confirman
evidencias previas que apuntan al papel de PCho y acido sialico en la formacion de
biopeliculas por HiINT, y muestran la relevancia general de la sustitucion glucidica en
la Hep | en este fenotipo (Hong et al., 2007b; Jurcisek et al., 2005; Swords et al.,
2004). Ahora bien, la digalactosa no parece ser responsable de la relevancia de la
sustitucion glucidica en la Hep | en la formacion de biopeliculas, ya que
HINT375Alic2A form6 biopeliculas comparables a los de la cepa silvestre.
HINT375AlpsA presentd una biopelicula similar a la de la cepa silvestre, lo cual no
presenta una explicacién evidente, ya que la sustitucién de &cido sialico en HINT375
se localiza en la Hep Il y HiNT375AsiaB muestra una deficiencia clara en su
capacidad de formacién de biopelicula. EI mutante HINT375AlgtFAlpsA form6 una
biopelicula similar a los mutantes HINT375Alic1BC y HINT375AlgtF, lo cual refuerza

los resultados obtenidos con los mutante sencillos. De forma inesperada, observamos
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que HINT375A0psX, el mutante mas truncado de los analizados, que presenta
expuesto su Kdo, formé una biopelicula similar a la cepa silvestre. Es posible que el
truncamiento severo de la molécula de LOS en este mutante cause cambios en la
envoltura celular que compensen las carencias derivadas de la mutacion generada en
el LOS (McLennan et al., 2008). Por otro lado, HINT375A0psX es un mutante que
tiene expuesta la molécula de Kdo. Un estudio previo indica que una diferencia entre
bacterias en fase planctonica y bacterias en fase biopelicula es que extractos celulares
de bacterias en fase biopelicula presentan una reaccion significativamente mayor
frente a un anticuerpo anti-Kdo que bacterias en fase planctonica. Esta observacion
sugiere que el Kdo puede estar implicado de forma prominente en la formacion de
biopeliculas. HINT375A0psX tiene expuesto el Kdo, lo cual puede, tanto compensar el
efecto deletéreo de la ausencia de sustituciones importantes como son PCho y acido

sialico, como jugar un papel activo per se en la formacion de biopeliculas.

2. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA INVASION
EPITELIAL POR HINT

Al comienzo de este trabajo, era conocido que HINT es un patdgeno
oportunista capaz de invadir varios tipos de células no fagociticas, incluyendo células
epiteliales hepaticas, endoteliales, neumocitos tipo Il y células de epitelio bronquial
(Ahren et al., 2001; Ketterer et al., 1999; Morey et al., 2011; St Geme & Falkow, 1990;
St Geme, 2002; Swords et al., 2000; Virji et al., 1991). La entrada de este patdgeno en
células epiteliales requiere la correcta polimerizacibn del citoesqueleto de
microtubulos, la correcta conformacién de las balsas lipidicas, y la activacion de la ruta
de sefalizacion PI3K-Akt (Morey et al., 2011). HINT se localiza intracelularmente en un
compartimento vacuolar denominado NTHi-CV (del inglés NTHi-containing vacuole),
en el interior del cual la bacteria no replica. Este compartimento presenta
caracteristicas de endosoma temprano de forma transitoria. EI compartimento maduro
adquiere los marcadores de endosoma tardio Lamp-1, Lamp-2, CD63 y Rab7, y
presenta pH &cido (Morey et al.,, 2011). La capacidad de adaptarse a la vida
intracelular puede proporcionar a los microorganismos un refugio para evadir el
reconocimiento por células fagociticas o por factores humorales del sistema inmune,
como el sistema del complemento, los péptidos antimicrobianos, las colectinas o los
anticuerpos (Kumar et al., 2009).

En este trabajo, hemos analizado el papel de un conjunto de moléculas y

cascadas de sefalizacion de la célula hospedadora A549 en la invasion por HINT375.
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Los resultados obtenidos muestran que la cepa HiINT375 utiliza las integrinas p1y o5 y
las tirosina quinasas FAK y Src para entrar en células A549. El proceso de invasion
epitelial también requiere caveolina 1, en microdominios de la membrana plasmética
ricos en colesterol. Por otra parte, la invasion de HiNT esta favorecida por la activacion
de la GTPasa Racl, el GEF Vav2 y el efector Pakl. Nuestros resultados sugieren que
la activacion de Pakl puede estar asociada a la inactivacion del agente
desestabilizador de microtubulos Opl8/estatmina, lo que podria facilitar la
polimerizacién del citoesqueleto de microtlbulos, y la entrada bacteriana. Por otro
lado, RhoA y su efector ROCK parecen juegar un papel antagonista al de Racl en la
invasion de células A549 por HINT375. Este papel antagonista puede estar
condicionado por el hecho de que la polimerizacidon del citoesqueleto de actina que
puede estar controlada por la sefalizacion RhoA-ROCK, previene la invasion
bacteriana. Por otra parte, el control negativo ejercido por RhoA-ROCK puede
relacionarse con el hecho de que la inactivacion de ROCK restaura el efecto inhibitorio
del agente bloqueante de la polimerizacién de microtibulos colchicina, o que sugiere
un efecto negativo de ROCK sobre la polimerizacibn de microtdbulos durante la
invasion epitelial por HINT. La activacién de Akt mediada por PI3K también participa
en la invasién de HINT375, y este evento requiere la actividad de Racl y Src. Por
Gltimo, niveles altos de AMPc en el citosol eucariota reducen la invasiéon de HINT375,
un fenémeno ligado a la activacion de la quinasa PKA. La Figura 38 integra la
informacion generada en este trabajo, con el objetivo de mostrar una vision de
conjunto de los mecanismos moleculares implicados en la internalizacion de HINT375
en células A549.

Las balsas lipidicas son microdominios fluidos de la membrana plasmatica que
tienen movilidad lateral (Manes et al., 2003). HINT emplea estos microdominios
durante la infeccion epitelial, dado que la deplecion de colesterol de los mismos reduce
la entrada bacteriana. Otros patdgenos utilizan las balsas lipidicas para invadir células
eucariotas, sugiriendo que la invasidon mediada por las balsas lipidicas puede ser un
proceso generalizado en los patdégenos invasivos. Sin embargo, los mecanismos
moleculares empleados por distintos microorganismos varian (Zaas et al., 2005).
Caveolina 1 tiene un papel determinante en la forma y tamafio de las caveolas, y en la
reorganizacién de moléculas de sefalizacién alrededor de la caveola naciente (Zaas et
al., 2005). En este trabajo, mostramos que caveolina 1 esta implicada en la invasion
de HINT375. Sin embargo, nuestros datos también muestran que la sobreexpresion de
caveolina 1 no favorece la entrada bacteriana, sugiriendo que el equilibrio en la
cantidad de caveolina 1 puede condicionar la capacidad de HINT para invadir la célula

hospedadora. Otros patdégenos como E. coli (Duncan et al., 2004) y Listeria (Bonazzi

158



Discusion

et al., 2008) requieren caveolina 1 para invadir células no fagociticas. Por el contario,
la deficiencia de caveolina 1 incrementa la internalizacién de S. aureus, N.
gonorrhoeae y E. coli enteropatogénica (Boettcher et al., 2010).

Por otra parte, un nimero creciente de bacterias utiliza clatrina para invadir
células no fagociticas. Listeria usa caveolina 1 y clatrina para entrar en células no
fagociticas (Bonazzi et al., 2008; Veiga & Cossart, 2005), mientras que Rickettsia
utiliza caveolina 2 y clatrina para invadir las células no fagociticas (Chan et al., 2009).
En cambio, nuestro trabajo muestra que la invasién epitelial por HINT aumenta en
ausencia de clatrina, sugiriendo que la clatrina previene la entrada de HINT en células
epiteliales a través de un mecanismo desconocido.

Las integrinas son moléculas con un papel critico en numerosos procesos
como la adhesion celular a las proteinas de la matriz extracelular, las interacciones
célula-célula, y la migracion, proliferacion y supervivencia celular. Las bacterias utilizan
dos tipos de estrategias para activar las integrinas, y asi favorecer su internalizacion:
(i) expresan proteinas que se unen directamente a integrinas (invasina de Yersinia
enterocolitica 0 Y. pseudotuberculosis, Ipa de Shigella flexneri, CagL de Helycobacter
pylori); (i) expresan proteinas que se unen a proteinas de la matriz extracelular, las
cuales a su vez se asocian a las integrinas (S. aureus, Streptococcus pyogenes, N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, Bartonella henselae, M. leprae). Ambas estrategias no
son excluyentes; por ejemplo, Y. enterocolitica expresa invasina para unirse a integrina
B1, y YadA para unirse a la fibronectina de la matriz extracelular (Hoffmann et al.,
2011). Nuestros resultados muestran que HINT375 utiliza las integrinas B1 y a5 para
invadir células A549. Ademas, el tratamiento celular con un anticuerpo y un péptido
que limitan la unién de posibles ligandos bacterianos a la integrina a5, provoca una
reduccién de la adhesion e invasion epitelial de HINT375, lo que sugiere que HINT
puede presentar ligando(s) a través de los cuales la bacteria interacciona directamente
con integrina a5. Sin embargo, no podemos descartar una union indirecta de HiNT a
integrinas, ya que HINT puede unirse a las proteinas de matriz extracelular
fibronectina, laminina, colageno IV y vitronectina (Fink et al., 2002; Hallstrom et al.,
2011).
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Figura 38. Modelo propuesto para explicar los mecanismos moleculares implicados en

la internalizacion de HINT375. HINT375 requiere de las integrinas Bl y a5 y de las tirosin
quinasas FAK y Src para el proceso de entrada a células A549. Este evento requiere de
caveolina 1 de los microdominios de la membrana plasmaética ricos en colesterol. La invasion
de HINT esta favorecida por la activacion de la GTPasa Racl, junto con el GEF Vav2 y su
efector Pakl. La activacibn de Pakl estaria asociado a la inactivacién del agente
desestabilizador de los microtibulos, Opl8/estatmina, para facilitar la polimerizacion de los
microtubulos y la entrada bacteriana. Por otro lado, RhoA y su efector ROCK actian de forma
antagonista a Racl en el proceso de invasion de células A549 por HiINT375. La activacién de
Akt mediada por PI3K también participa en la invasion de HiINT375, y este evento requiere la
actividad de Racl y Src. Por ultimo, los niveles altos de AMPc citosolico reducen la entrada de
HINT375 a células A549, fenémeno ligado a la activacion de PKA.
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En nuestro trabajo, hemos hecho extensivas las observaciones respecto al
papel de la integrina a5 en la infeccidn epitelial por HINT375 a un conjunto de aislados
clinicos que habian sido caracterizados previamente en nuestro laboratorio (Marti-
Lliteras et al., 2011). Nuestros datos muestran que la incubacién celular con un
anticuerpo anti-integrina a5 o con el péptido RGD reduce la adhesion de las cepas
HINT375, HINT398, HINT1500, HiNT1560, HiNT1566, HINT1606, HINT1619 vy
HiNT1622. Ademas, la cepa HINT86-028NP (aislado de otitis media pediatrica cuyo
genoma completo ha sido secuenciado, http://cmr.jcvi.orgltigr-
scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=nthi04, también parece emplear la integrina o5
como receptor celular, a diferencia de la cepa H. influenzae Rd KW20, cuya adhesion
a células A549 fue similar en ausencia o presencia de anticuerpo anti-a5 integrina y/o
péptido RGD (Fig. 39). Estas observaciones nos llevaron a plantear la existencia de
una distribucion diferencial de un posible ligando de integrina a5 entre cepas de HINT.
Dado que los genomas de las cepas Hi Rd KW20 y HiINT86-028NP estan disponibles,
realizamos una busqueda in silico de genes presentes en HiNT86-028NP y ausentes
en Hi Rd KW20 que codifican proteinas con localizacion subcelular en membrana, y en
las cuales encontramos la secuencia RGD. Al realizar esta basqueda, encontramos
que el gen hmwlA, que codifica la adhesina HMW1A, cumple estas caracteristicas.
Ademés, HMW1A presenta homologia de secuencia con la proteina FHA de Bordetella
pertussis. FHA ha sido caracterizada como una adhesina de B. pertussis que
promueve la invasion epitelial de este patdgeno a través de la interaccion de su
secuencia RGD con la integrina a5B1 (Ishibashi et al., 2001). Estos datos abren la
posibilidad de analizar el putativo papel de HMW1A como ligando bacteriano de la
integrina a5. Esta linea de trabajo esta siendo explotada en nuestro laboratorio en la
actualidad.

Por otra parte, en este estudio mostramos que FAK y Src, dos quinasas que
actian de nexo entre integrinas y un conjunto de cascadas de sefializacién en la célula
hospedadora (Guarino, 2010; Mitra et al., 2005), estdn implicadas en la invasién
epitelial por HINT375. La sefializacion mediada por integrinas también facilita la unién
de Racl a sus efectores, como es el caso de Pakl (del Pozo et al., 2004). Nuestros
resultados muestran que la infeccion de células A549 por HINT estimula la activacion
de Racl, y que tanto Racl como Pakl juegan un papel positivo en la invasion
bacteriana. Los GEFs Vav2, DOCK180 y Tiam activan Racl. Considerando que Src,
en su conformacion activa, promueve la activacion de Vav y Tiam1l (Guarino, 2010),
gque caveolina 1 interacciona con Vav2 (Boettcher et al., 2010), y que Src y caveolina 1

parecen intervenir en la invasion por HiINT, analizamos el papel de Vav2 en la invasion
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epitelial por HINT. La interferencia de Vav2 confirmd que esta molécula participa en la
invasion bacteriana, apoyando que puede ser un GEF de Racl durante la invasion de
células A549 por HINT375. La sefializacion mediada por Racl estd implicada en la
migracion celular, al modular la dindmica del citoesqueleto de actina en los
lamelipodios (Heasman & Ridley, 2008).

£ Control
1 .l RGD
3 anti-os

u.f.c./pocillo (x10%)

Figura 39. Papel de la integrina a5 en la adhesion epitelial de HINT375, HINT86-028NP y
Hi Rd KW20. Las células A549 se incubaron con el péptido sintético RGD (columnas en negro)
o0 con el anticuerpo anti-integrina a5 PDI6 (columnas en gris), y se infectaron de forma
independiente con las cepas HINT375, HiINT86-028NP y HiRd HW20. Se cuantificaron los
niveles de adhesién bacteriana, comparados con la adhesion a células control, no tratadas
(primera columna de cada panel, en blanco). Los datos estan mostrados en ufc/pocillo.

Ademas, Racl modula la dindmica de los microtibulos al promover su
elongacion, a través de Pakl, que inactiva la proteina desestabilizadora de los
microtubulos Op18/estatmina (Ridley et al., 2003). Nuestros datos sugieren que HINT
manipula la actividad de Racl para favorecer su entrada, al facilitar el ensamblaje de
los microtubulos mediante la inactivacion Opl8/estatmina via Pakl. Si bien existe una
conexion entre Racl y Opl8/estatmina en el desarrollo axonal de neuronas (Watabe-
Uchida et al.,, 2006), este es el primer estudio que muestra un papel de
Opl8/estatmina en una interaccién patégeno-hospedador.

Por otra parte, Racl activa PIP5K, una enzima implicada en la formacién de
Ptdins(4,5)P, que, a su vez, se convierte en PtdIns(3,4,5P; en una reaccion
catalizada por PI3K (Weernink et al., 2004). Nuestros resultados sugieren que, durante
la infeccion epitelial por HINT, PI3K actla aguas abajo de Racl, y que la activacion de
Akt juega un papel determinante en la invasion epitelial por HINT. Ademas, PLC-y
previene la invasion de HINT, quizas al limitar los niveles PtdIins(4,5)P,, un sustrato de

PI3K requerido para la activacion subsiguiente de Akt.
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Un resultado llamativo de este trabajo es que la inhibicibn de RhoA y ROCK
incrementa la invasion bacteriana. Por otro lado, es conocido que RhoA previene la
entrada de N. gonorrhoeae en células epiteliales a través de un mecanismo en el que
interviene caveolina 1. Caveolina 1, en su forma fosforilada, impide la invasion epitelial
de N. gonorrhoeae al inducir la polimerizacién del citoesqueleto de actina mediada por
Vav2-RhoA (Boettcher et al., 2010). Mecanisticamente, hay varias opciones que
pueden contribuir a explicar el aumento de invasion epitelial de HINT observado al
bloguear RhoA: (i) la sefializacion celular via integrinas puede suprimir la actividad de
RhoA en un proceso dependiente de Src (Arthur et al., 2000); (ii) Racl puede regular
negativamente la actividad de RhoA (Huveneers & Danen, 2009); (iii) la disponibilidad
del GEF de RhoA GEF-H1 esta regulada por su interaccion con el citoesqueleto de
microtubulos en conformacion polimerizada (Krendel et al., 2002). Desconocemos si
estos U otros eventos de sefalizacibn son los responsables de los fenotipos
observados. En conjunto, las GTPasas de la familia Rho parecen actuar de forma
coordinada en la invasion epitelial por HINT. Esto podria explicar la ausencia de un
efecto detectable en células tratadas con el inhibidor de Racl, Cdc42 y RhoA toxina B
de C. difficile. Ademas, nuestros resultados sugieren una conexion entre Racl y RhoA,
dado que la inhibicion de ROCK restaura el efecto inhibitorio del tratamiento con
colchicina en la invasion epitelial por HINT. Una conexion de este tipo entre ROCK y el
citoesqueleto de microtubulos se ha observado en la regulacion de la polaridad
migratoria de los leucocitos (Takesono et al., 2010).

Finalmente, mostramos que el incremento de [AMPc] citosolico reduce la
invasion epitelial por HINT375. AMPc activa la quinasa PKA, la cual inhibe Racl
(Howe, 2004; Nagasawa et al., 2005; O'Connor & Mercurio, 2001; Waschke et al.,
2004). Nuestros datos sugieren que la reduccion de la tasa de invasion bacteriana
observada en células tratadas con forskolin o PGE, puede estar relacionada con la
activacion de PKA, que a su vez limita la activacion de Racl, GTPasa que ha revelado

un papel esencial en el proceso de invasién epitelial por HINT.
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Fig. 40. Modulacion de la [AMPc] en una célula eucariota . Altos niveles de AMPc activan la
proteina quinasa A (PKA), que cataliza la fosforilacion (activacion) de intermediarios de rutas
de sefalizacion. La activacién de estas rutas resulta en un efecto anti-inflamatorio, y conduce a
la relajaciéon de la musculatura lisa pulmonar (broncodilatacion). Por otro lado, la activacion de
PKA inhibe a Racl-GTP. El aumento del nivel de AMPc puede potenciarse por activaciéon de
adenilato ciclasas (facilitada de forma exdgena por Forskolin o PGE,), o por inhibicién de
fosfodiesterasas, PDE (facilitada de forma exdgena en la practica clinica mediante la aplicacion
de inhibidores de PDE como el roflumilast).

Existen numerosas evidencias que indican la existencia de patdégenos que
residen en el interior de las células como estrategia de evasion de la inmunidad del
hospedador, lo que puede contribuir a la cronificacion de la infeccién. Teniendo en
cuenta esta linea argumental, la aplicacion de terapias que limiten el acceso de estos
microorganismos al interior celular puede constituir una aproximacion adecuada frente
a este tipo de infecciones. Un ejemplo es el empleo de farmacoterapias que
incrementan el nivel de AMPc citosélico en el tratamiento de infecciones persistentes
como la provocada por E. coli uropatogénica (UPEC). UPEC invade células epiteliales
en un proceso que depende de la GTPasa Racl. Observaciones experimentales
indican que el tratamiento de ratones con forskolin favorece la rapida eliminacién de
UPEC del tracto urinario (Bishop et al., 2007; Song et al., 2007). Por otro lado, el
inhibidor de PDE, roflumilast (nombre comercial Daxas), que incrementa el AMPc
intracelular, es la base de una terapia anti-inflamatoria administrada a pacientes EPOC
(Barnes et al., 2005), frecuentemente colonizados por HiNT. ElI hecho de que el
incremento de AMPc citosélico mediante la activacion de adenilato ciclasas limite la
invasion epitelial por HINT, sugiere que la inhibicion de PDE, podria también reducir
dicha invasion. Basandonos en la hipétesis de que la localizacion intracelular de HINT

en células epiteliales puede favorecer la persistencia/cronicidad de la infeccion, lo que
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puede estar a su vez relacionado con la progresion irreversible de enfermedades
respiratorias cronicas como la EPOC, la administracién de una terapia anti-inflamatoria
gue al mismo tiempo reduzca la persistencia de la infeccion cronica por HINT puede
limitar la progresion de la enfermedad respiratoria crénica y quiza contribuir a reducir

las exacerbaciones microbianas en este tipo de pacientes.

3. PAPEL DE P5, PCho Y HAP EN LA INFECCION POR HiNT

HINT expresa diversas moléculas implicadas en estadios iniciales de la
infeccion (Hill et al., 2001; Rao et al., 1999; Swords et al., 2001). En la Ultima parte de
este trabajo, analizamos la contribucién de P5, Hap y PCho a la infeccion por HiNT
mediante el empleo de cepas mutantes. Si bien excluimos estas tres moléculas como
posibles ligandos bacterianos de la integrina a5 o de estructuras glicosiladas de la
superficie epitelial, los resultados obtenidos revelan un papel destacado de P5 en la
infeccion por HINT y generan interrogantes acerca del papel de Hap en la infeccion por
este patdgeno respiratorio.

HINT375AompP5 mostrd niveles de adhesién e invasion epitelial menores que
la cepa silvestre al emplear células A549. Igualmente, la infeccion intranasal murina
con esta cepa mutante mostré una tasa de infeccion pulmonar menor a la obtenida con
la cepa silvestre. Estos datos apoyan evidencias previas apuntando al papel de P5
como ligando bacteriano implicado en la infeccion por HINT (Avadhanula et al., 2006;
Bookwalter et al., 2008; Hill et al., 2001; Reddy et al., 1996; Virji et al., 2000). Sin
embargo, datos obtenidos en nuestro laboratorio no corroboran el papel previamente
establecido de P5 como ligando bacteriano del receptor eucariota CEACAM-1 (Dra.
Begofia Euba, datos no publicados). Asi, no hubo diferencias significativas en la
adhesion de la cepa silvestre a células HelLa que expresan de forma estable
CEACAM-1, respecto a células HelLa control (que no expresan CEACAM-1). Del
mismo modo, el mutante carente de P5 no mostré diferencias significativas en la
adhesion a células HeLa-CEACAM-1, respecto a células HelLa control. Por otro lado,
células A549, que expresan de forma natural CEACAM-1, fueron transfectadas de
forma transitoria con dos dsARNi independientes e infectadas con HINT375. No se
apreciaron diferencias en la adhesion de HINT a células transfectadas y a células
control sin transfectar. Asimismo, HINT375AompP5 present6 los mismos niveles de
adhesion a células A549 en las que se interfiri6 CEACAM-1 y a células control sin
transfectar. En conjunto, estas observaciones sugieren que CEACAM-1 no parece
desempenfiar un papel esencial en la adhesién epitelial de HINT, y que P5 puede no ser

el ligando de este receptor eucariota, si bien los datos obtenidos sugieren que P5
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juega un papel destacado en la infeccién por HINT. Por otra parte, HINT375Alic1BC y
HINT375Ahap presentaron niveles de adhesion e invasion epitelial comparables a los
de la cepa silvestre. Estos resultados contrastan con evidencias previas que apuntan
la importancia de PCho y Hap en la infeccion epitelial por HINT. Si bien desconocemos
las razones de la divergencia entre nuestros resultados y datos publicados por otros
grupos (Fink et al., 2002; Hendrixson & St Geme, 1998; St Geme, 1994; Swords et al.,
2000; Weiser et al., 1998), es necesario indicar que el empleo de cepas distintas y
lineas celulares y condiciones experimentales de infeccion diferentes puede contribuir
a las divergencias observadas. HINT375AhapAompP5 y HINT375AhapAlic1BC
mostraron niveles de adhesion e invasion similares a los de la cepa silvestre.

En cuanto a la capacidad de agregacion inter-bacteriana, HINT375Ahap mostré
una capacidad de agregaciébn menor que la cepa silvestre. Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos que atribuyen a Hap un papel en la formaciéon de
agregados de HINT (Hendrixson & St Geme, 1998). HINT375AompP5 vy
HINT375AliclBC agregaron de forma comparable a la cepa silvestre.
HINT375AhapAompP5 y HiNT375AhapAlicl1BC agregaron de forma comparable a
HINT375Ahap, ligeramente mas rapido en el caso de HiINT375AhapAompP5. Estos
resultados confirman el papel de Hap en la agregacion inter-bacteria y limitan la
implicacion de P5 y PCho en este fenotipo bacteriano.

La infeccion intranasal murina con HINT375AliclBC mostr6 una tasa de
infeccibn pulmonar menor a la obtenida con la cepa silvestre. Por otro lado, la
infeccion intranasal con HiINT375Ahap y HiINT375AhapAliclBC mostré tasas de
infecciobn pulmonar similares a las de la cepa silvestre. Ademas, los niveles de
HINT375AhapAompP5 recuperados de los pulmones de ratones infectados, si bien
menores a la tasa de recuperacion de la cepa silvestre, fueron significativamente
mayores a los obtenidos al infectar ratones con el mutante HINT375AompP5. Los
datos obtenidos sugieren que la ausencia de Hap, no solo no altera la infeccién
pulmonar por HINT375, sino que favorece la infeccion en ausencia de PCho y P5. Este
tipo de observacion se ha realizado en el caso de la adhesina YadA de Y.
pseudotuberculosis, cuyo papel en la adhesion bacteriana a superficies eucariotas ha
sido ampliamente caracterizado (Bialas et al., 2012), y cuya ausencia, sin embargo, no
provoca defectos aparentes en un modelo de infeccibn murina (Han & Miller, 1997). En
conjunto, los resultados obtenidos abren interrogantes acerca de la relevancia
biolégica de la autoagregacion bacteriana asociada a Hap durante la infeccion
pulmonar por HiNT. Trabajo futuro determinard la distribucién y conservacion de hap
en aislados clinicos de distinta naturaleza, asi como su expresién y actividad en

distintos modelos de experimentacion.
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1. Cepas clinicas cronicas de HiNT, aisladas de pacientes respiratorios cronicos en
visitas consecutivas, presentan un incremento progresivo en su resistencia al ataque
bactericida de PAs. Este aumento progresivo de resistencia no esté relacionado con la
sustitucién glucidica presente en la Hep Il del LOS, con la presencia de PCho, ni con

el grado de acilacién del lipido A de la molécula de LOS.

2. Cepas clinicas de HINT de “nueva adquisicion”, aisladas de pacientes respiratorios
cronicos en visitas consecutivas, presentan niveles de formacioén de biopeliculas y de

adhesion epitelial mayores a los mostrados por aislados clinicos crénicos.

3. El empleo de cepas mutantes que presentan un truncamiento secuencial de la
molécula de LOS, generadas a partir de HINT375, indica la existencia de una relacion
directamente proporcional entre el truncamiento del LOS vy la sensibilidad de HINT a
PAs. El acido sialico no desempefia un papel prominente en la resistencia de HINT375
a PAs.

4. El empleo de cepas mutantes de HINT que presentan un truncamiento secuencial
de la molécula de LOS, generadas a partir de HINT375, indica que acido sialico y
PCho, pero no digalactosa, intervienen en la formacion de biopeliculas en un modelo

de flujo continuo en microfermentador.

5. La invasion epitelial por HINT requiere la integridad de los microdominios lipidicos
de la membrana plasmatica de la célula hospedadora, asi como de las proteinas

caveolina 1 y GTPasa dinamina.

6. La integrina Bl esta implicada en la invasion del epitelio respiratorio por HIiNT. La
integrina a5 participa en los eventos de adhesion e invasion epitelial por HINT. Las
moléculas bacterianas PCho, Hap y P5 no son ligandos de integrina a5 durante la

infeccion epitelial por la cepa HINT375.

7. Tirosina quinasas de la familia Src y la tirosina quinasa FAK participan en la

invasion epitelial por HINT.
8. La sefializacion Vav2-Racl-Pak1-Opl8/estatmina favorece la invasion epitelial de

HINT a través de la modulacion del citoesqueleto de microtibulos de la célula

hospedadora.

168



Conclusiones

9. La internalizacion epitelial de HINT esta facilitada por la quinasa Akt, que actia de
forma antagonica a la lipasa PLC-y. La fosforilacion de Akt en células infectadas por

HINT depende de tirosina quinasas de la familia Src y de la GTPasa Racl.

10. La sefializacion RhoA-ROCK previene la invasion epitelial de HINT.

11. El incremento de la concentracion de AMPc citosdélico a través de la activacion de
adenilato ciclasas, y la activacion de la quinasa PKA, previenen la invasion del epitelio

respiratorio por HiNT.

12. Cepas clinicas de HINT no isogénicas, aisladas de individuos no relacionados,
presentan una capacidad de adhesion epitelial heterogénea que no esta relacionada
con la subversion diferencial de integrina a5 ni de residuos de manosa de la célula

hospedadora.

13. En la cepa HINT375, P5 es una adhesina implicada en la adhesién de este
patégeno a epitelio respiratorio humano en cultivo y en la infeccién pulmonar en un

modelo de infeccién intranasal murina.

14. En la cepa HINT375, Hap es un autotransportador implicado en la autoagregacion
bacteriana, pero no en la adhesién a epitelio respiratorio humano en cultivo. Asimismo,
la ausencia de hap restaura la deficiencia mostrada por una cepa carente de ompP5

en la infeccién pulmonar en un modelo de infeccién intranasal murina.
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ANEXO [

TRABAJO

CEPAS,
FARMACOLOGICOS, dsRNA Y ANTICUERPOS

CEBADORES, PLASMIDOS,

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo

INHIBIDORES
EMPLEADOS EN ESTE

Cepa

Caracteristicas relevantes

Referencia

HINT375

Aislado clinico de otitis media. Cepa silvestre que
expresa un nivel intermedio de PCho en la molécula
de LOS

(Bouchet et al.,
2003)

Hi Rd KW20

Cepa carente de capsula, generada a partir de una
cepa de H. influenzae serotipo d. Cepa no patégena

(Fleischmann et

al.,

1995)

HINT375Alic1BC

Mutante de HINT375 en el que los genes lic1B y liclC
han sido sustituidos mediante doble recombinacién
homdloga por un fragmento de ADN de 3.3 kb que
contiene una disrupcion de liclBC con un gen de
resistencia a eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375AsiaB

Mutante de HINT375 en el que el gen siaB ha sido
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de siaB con un gen de resistencia a
eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375Alic2A

Mutante de HINT375 en el que el gen lic2A ha sido
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de lic2A con un gen de resistencia a
eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375AIgtF

Mutante de HINT375 en el que el gen IgtF ha sido
sustituido mediante doble recombinacion homéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de IgtF con un gen de resistencia a
eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375AIpsA

Mutante de HINT375 en el que el gen IpsA ha sido
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de IpsA con un gen de resistencia a
eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375A0psX

Mutante de HINT375 en el que el gen opsX ha sido
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de opsX con un gen de resistencia a
eritromicina

Dr.

Pau Morey

HINT375AlgtFAlpsA

Mutante de HINT375AlgtF en el que el gen IpsA ha
sido sustituido mediante doble recombinacién
homdloga por un fragmento de ADN de 3.6 kb que
contiene una disrupcién de IpsA con un gen de
resistencia a kanamicina

Dr.

Pau Morey

HINT375AlgtF-c

Complementacion cromosémica de la cepa mutante
HINT375AlgtF. El pseudogen HI0601.1 ha sido
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 4.8 kb que contiene una
disrupcion de HI0601.1 con el gen IgtF expresado bajo
el control de su propio promotor y un gen de
resistencia a kanamicina

Dr.

Pau Morey

HINT375Alic1BC-c

Complementacion  cromosémica de la cepa
HINT375Alic1BC. El pseudogen HI0601.1 ha sido

Dr.

Pau Morey
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sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 4.5 kb que contiene una
disrupcion de HI0601.1 con el gen lic1BC expresado
bajo el control de su propio promotor y un gen de
resistencia a kanamicina

HINT375Alic2A-c Complementacion  cromosémica de la cepa Dr. Pau Morey
HINT375Alic2A. El pseudogen HI0601.1 ha sido
sustituido mediante doble recombinacion homéloga
por un fragmento de ADN de 4.8 kb que contiene una
disrupcion de HI0601.1 con el gen lic2A expresado
bajo el control de su propio promotor y un gen de
resistencia a kanamicina

HINT375AsapA Mutante de HINT375 en el que el gen sapA ha sido Pau Marti-Lliteras
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.6 kb que contiene una
disrupcion de sapA con un gen de resistencia a
eritromicina

HINT375A0mpP5 Mutante de HINT375 en el que el gen ompP5 ha sido Este trabajo
sustituido mediante doble recombinacién homdéloga
por un fragmento de ADN de 3.2 kb que contiene una
disrupcion de ompP5 con un gen de resistencia a
eritromicina

HINT375Ahap Mutante de HINT375 en el que el gen hap ha sido Este trabajo
sustituido mediante doble recombinacion homéloga
por un fragmento de ADN de 3.3 kb que contiene una
disrupcion de hap con un gen de resistencia a
eritromicina

HINT375AhapAompP5 Mutante de HiINT375Ahap en el que el gen ompP5 ha Este trabajo
sido sustituido mediante doble recombinacion
homologa por un fragmento de ADN de 3.2 kb que
contiene una disrupcion de ompP5 con un gen de
resistencia a kanamicina

HINT375AhapAlic1BC Mutante de HiNT375Ahap en el que el gen liclBC ha Este trabajo
sido sustituido mediante doble recombinacion
homdloga por un fragmento de ADN de 3.3 kb que
contiene una disrupcion de liclBC con un gen de
resistencia a kanamicina

E. coli CC118Apir A(ara-leu), araD, AlacX74, galK, phoA20, thi-1, rpsg, (Manoil &
rpoB, argE(Am), recAl, Apir phage lysogen Beckwith, 1985)

Tabla 2. Cebadores utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia (5'-3")

liclBC-F1 GAAACCTATTGCAATCAGACAAATAAA
licl1BC-R1 AACTCTATTTTCACCTGAAAATCTGAC
lic1BC-F2 AGCAGCAGGATTAGGCAGCCGATTTA
licl1BC-R2 GAAACCTATTGCAATCAGACAAATAAA

hap-F1 TAAAGCCGGAAGTGCGGTGGTTTCTGG
hap-R1 TTACCAACGATACCCCAATTTCACGCCCAC
hap-F2 AGCAGAAAACGAACTTGCGTCAAATTGGGG
hap-R2 GAATCATAGCGTCTTTTATCCTGTGCGATA

ompP5-F1 AGCCAGACTTAATCTATCCGAATAATTTGT
ompP5-R1 TTGCGGGTTTTATTTTTCCACTGTGATTAA
ompP5-F2 ACCAATGGCTAACTCGCGTAGGTAAATACC
ompP5-R2 CTGCGTATTCTGCACCTACTGCAAATAAAC
P5-Fw CTGCAATCGCATTAGTAGTTGCTGGTTTAG
P5-Rv AGTACCGTTTACCGCGATTTCTACACGACG
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Tabla 3. Plasmidos usados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Referencia

pUC4K Ap', Km'. Derivado del plasmido pUC4 que GE Healthcare
contiene un casete de resistencia a Kanamicina
Gene Block (GB). Origen de replicacién ColE1.

pBSLerm Erm'. Contiene un gen de resistencia a (Swords etal.,
eritromicina ermC. 2000)

pGEM-T Easy Ap'. Plasmido para clonar fragmentos de ADN Promega

obtenidos mediante PCR con polimerasa Tag.
Origen de replicacion f1.

pGEM-T/lic1BC

Ap'. Derivado de pGEM-T Easy en el que se clono
un producto de PCR que contiene los genes
lic1BC, amplificado con polimerasa Taq a partir de
ADN genodmico de HINT375.

Este trabajo

pGEM-T/hap

Ap'. Derivado de pGEM-T Easy en el que se clon6
un producto de PCR que contiene el gen hap,
amplificado con polimerasa Taqg a partir de ADN
gendmico de HINT375.

Este trabajo

pGEM-T/ompP5

Ap'. Derivado de pGEM-T Easy en el que se clon6
un producto de PCR que contiene el gen ompP5
amplificado mediante PCR con polimerasa Taq a
partir de ADN gendmico de HINT375.

Este trabajo

pAL-1

Erm'’, Ap". Derivado de pGEM-T/lic1BC en el que
se clond el gen de resistencia ermC obtenido
mediante digestion Smal a partir de pBSLerm,
generando un casete de disrupcién de los genes
liclBC.

Este trabajo

pAL-2

Erm’, Ap'. Derivado de pGEM-T/hap en el que se
cloné el gen de resistencia ermC obtenido
mediante digestion Smal a partir de pBSLerm,
generando un casete de disrupcién del gen hap.

Este trabajo

PAL-3

Erm', Ap'. Derivado de pGEM-T/ompP5 en el que
se clond el gen de resistencia ermC obtenido
mediante digestion Smal a partir de pBSLerm,
generando un casete de disrupcién del gen
ompP5.

Este trabajo

pAL-4

Km', Ap". Derivado de pGEM-T/ompP5 en el que
se clon6 el gen de resistencia km' obtenido
mediante digestion Hincll a partir de pUC4K,
generando un casete de disrupcidon del gen
ompP5.

Este trabajo

pAL-5

Km', Ap'. Derivado de pGEM-T/lic1BC en el que
se cloné el gen de resistencia Km' obtenido
mediante digestion Hincll a partir de PUC4K,
generando un casete de disrupcion de los genes
liclBC.

Este trabajo

pSrcK297M

Plasmido de transfeccion que expresa una forma
inactiva (mutante SrcK297M) de la quinasa Src.

(Agarwal et al.,
2010)

pSrc-GFP

Plasmido de transfeccion que expresa la fusion
traduccional Src-GFP.

Proporcionado
por Dr. Pau
Morey
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Tabla 4. Descripcion de agentes farmacologicos utilizados en este trabajo.

Agente farmacolégico/ Soeluenizy i Concentracién Tlemp.o.pre- o
: Concentracion : exposicion Actividad
Referencia de trabajo
stock celular
Genisteina/G6649 (Sigma) DMSO0O/36 mM 75 uM 30’ Inhibidor de tirosina quinasas
Y27632/688000 (Calbiochem) H,0/10 mM 10 uM 30 Inhibidor de ROCK
PP2/PHZ1223 (GIBCO) DMS0/3.31 mM 40 uM 1h Inhibidor tirosina quinasas de la familia Src
Akt VIII/ 124118 (Calbiochem) DMS0/1.81 mM 10 uM 1h Inhibidor de Akt1/Akt2
PP3/PN53758 (GIBCO) H,0/4.73 mM 10 uM 1h Analogo estructural no funcional de PP2
PF-573228/PZ0117 (Sigma) DMS0/10.17 mM 10 uyM 1h Inhibidor de FAK
H-89/B1427 (Sigma) H,0/9.63 mM 10 uyM 1h Inhibidor de PKA
Forskolin/F3917 (Sigma) DMSO/10 mM 10 uM 20’ Activador de adenilato ciclasas
PGE,/P0409 (Sigma) Etanol/2.82 mM 2 uM 1h Activador de adenilato ciclasas
Dynasore/D7693 (Sigma) DMSO/1551 mM 40 uM 1h innibidor de la actividad GTPasa de fas
inaminas 1y 2
MBCD/C4555 (Sigma) H,O/50 mM 5uM 1h Deplector de colesterol
U-73122/U6756 (Sigma) DMS0/10.76 mM 10 uyM 1h Inhibidor de PLC
G066983/G1918 (Sigma) DMS0/1.13 mM 5 uM 1h Inhibidor de PKC
Calphostin C/C6303 (Sigma) DMSO0/1.26 mM 1uM 1h Inhibidor de PKC
GF109203X/B6292 (SIGMA) DMS0/0.56 mM 5 uM 1h Inhibidor de PKC
Tunicamicina/93755 (Sigma) DMSO/1 mg/ml 2 pg/ml 16h Inhibidor de N-glicosilacién de proteinas
g%g‘%%g:&s;gﬁém difficile)/ H,0/40 ug/ml 100ng/ml 2h Inhibidor de GTPasas Racl, RhoA y Cdc42
CT04/PN30263 (Invitrogen) H,O0/10 mM 10 uM 30’ Inhibidor de GTPasa RhoA
NSC23766/553502 (Calbiochem)  H,0/10 mM 100 uM 16h Inhibidor de GTPasa Racl
Concanavalina A/C11252 NaHCO4/50 mg/ml 15 pg/ml 3n Lec_tina gue se une especificamente a los
(Molecular probes) residuos manosa
Colchicina/C9754 (Sigma) DMSO/10 mM 30 uM 1lh Inhibidor de polimerizacién de microtibulos
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Tabla 5. dsRNAi empleados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’-3)) Referencia Distribuidor
SMART pool Vav2 CUGAAAGUCUGCCACGAUA; ON-TARGET Thermo Scientific
UGGCAGCUGUCUUCAUUAA; plus SMART

GUGGGAGGGUCGUCUGGUA;  pool siRNA L-
GCCGCUGGCUCAUCGAUUG 005199-00-
0005

SMART pool clathrin  CGUAAGAAGGCUCGAGAGU; ON-TARGET Thermo Scientific

heavy chain GCAGAAGAAUCAACGUUAU; plus SMART
UGAGAAAUGUAAUGCGAAU; pool L-004001-
GAGAAUGGCUGUACGUAAU 01-0005

Opl8/estatmina Hs STMN1_1 QIAGEN
AAGCTGAGGTCTTGAAGCAGC SI00301875
Hs STMN1_13
AAGAAATTAGAAGCTGCAGAA  SI05391379

SMART pool RhoA GGAAUGAUGAGCACACAAG; ON-TARGET Thermo Scientific
GCAGAGAUAUGGCAAACAG; plus SMART
GACCAAAGAUGGAGUGAGA; pool L-
CGACAGCCCUGAUAGUUUA 003860-00-

0005

SMART pool Racl GAACUGCUAUUUCCUCUAA; ON-TARGET Thermo Scientific
AUGAAAGUGUCACGGGUAA; plus SMART
GUAGUUCUCAGAUGCGUAA; pool L-003560-
GUGAUUUCAUAGCGAGUUU 00-0005

Caveolina Hs_CAV_10 QIAGEN
AAGCAAGTGTACGACGCGCAC SI00299642
Hs_CAV_13
AAATTAAGAGCTTCCTGATTG S102654617

FAK Hs PTK2_5 QIAGEN
CACCTGGGTACTGGTATGGAA  SI00287791
Hs PTK2_ 10
CCGGTCGAATGATAAGGTGTA  SI02622130

PAK Hs_PAK1_6 QIAGEN
AACCCAAACATTGTGAATTAC S100301056
Hs PAK1 7
AAGAGAAAGAGCGGCCAGAGA SI00301063

AllStars (Control UUCUUCGAACGUGUCACG Ref. 1027310 QIAGEN

negativo dsRNAI)

Integrina B1 No disponible Sc-35674 Santa Cruz

Biotechnoly, INC
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Tabla 10. Descripcién de los anticuerpos utilizados en este trabajo.

Bloqueo:

Incubacion con

N° células

Anticuerpo primario . : ] anticuerpo depositadas/ n°® Dilucién Dilucién
: Tipo membrana  Tiempo; T . - : o : o
(referencia) Tampon: T primario: Tiempo; células aprox. en anticuerpo 1 anticuerpo 2
bon, Tampon; T° momento de infeccién
Conejo anti-Src pY*] _ _ _ _ 1.2 X10° cels/ml- _ _
nvitrogen . cels/m
(Invitrogen 44660G) PVDF o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 4.8 X10° cels/ml 1:20000 1:20000
Conejo anti-Src pY>?] _ _ _ _ 1.2 X10° cels/ml- _ _
nvitrogen . cels/m
(Invitrogen 44662G) PVDF o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 4.8 X10° cels/ml 1:20000 1:20000
Ratén anti-Phosphotyrosine (clon . . . . 1.2 X10° cels/ml- . .
4G10 Millipore 05-321X) PVDF o/n; TBS; 4T 4 h; TBS; 4C 4.8 X10° cels/ml 1:10000 1:1000
Conejo anti-FAK . _ _ _ _ 6 x10"cels/ml- _ _
ell signalin . cels/m
(Cell signaling #3285) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:20000 1:20000
Conejo anti-Akt . _ _ _ _ 4x10%cels/ml- _ _
ell signalin . cels/m
(Cell signaling #9272) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 1.6X10° cels/ml 1:1000 1:1000
Conejo anti-Phospho-Akt [pS*"] . _ _ _ _ 4x10"cels/ml- _ _
ell signaling # ' ' ' ' . cels/m ) )
(Cell signaling #9271) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 1.6X10° cels/ml 1:1000 1:1000
Conejo anti-PAK . _ _ _ _ 6 x10"cels/ml- _ _
ell signaling # ’ ’ ’ ’ . cels/m ) )
(Cell signaling #2602) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:5000 1:5000
Conejo  anti-cadena  pesada 6 x10%cels/ml-
clatrina Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:2500 1:5000
(abcam ab21679) '
Conejo anti-c-Src (SRC2) . ) ] . . 6 x10"cels/ml- . .
Santa Cruz Biotechnology. INC Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:20000 1:20000
( gy
Raton anti-Racl (clone 23A8 . ) ] . . 6 x10"cels/ml- . .
Millipore #05-389) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:1000 1:1000
Raton anti-RhoA (26C4: sc-418 . ) ] . . 6 x10"cels/ml- .
Santa Cruz Biotechnology, INC) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1.500 1:1000
Conejo anti-estatmina . . . . . 6 x10"cels/ml- . .
Calbiochem 569391) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4T 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:10000 1:4000
(
Ratén anti-a-Tubulina (Sigma- . . . . . 6 x10"cels/ml- . .
ALDRICH T5168) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C 2 4X10° cels/ml 1:3000 1:1000
Ratén  anti-GFP  (ClonTech . _ _ _ _ 6 x10"cels/ml- _ _
632381) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4T 4 h; TBS; 4T 2 4X10° cels/ml 1:8000 1:1000
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Conejo anti-Vav2

6 x10"cels/ml-

(Cell Signaling C64H2) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4T 4 h; TBS; 4C 2 AX10° cels/ml 1:2500 1:2500

Cabra anti-integrina 1 (sc-6622, . : } ) i 6 x10"cels/ml- . .

Santa Cruz Biotechnology, INC) Nitrocelulosa o/n; TBS; 4C 4 h; TBS; 4C > 4X10° cels/ml 1:1000 1:5000
- : 4

Ratén anti-CEACAM1 (MAB2244, Nitrocelulosa o/n: TBS: 4T 4 h: TBS: 4T 6 x10"cels/ml- 1.500 1:1000

R&D Systems)

2.4X10° cels/ml

205



Anexo

Tabla 7. Caracteristicas de la coleccién de 20 sets de cepas de HiNT aisladas de 20 pacientes
respiratorios cronicos (1 set por paciente) durante diferentes visitas médicas como consecuencia de
una agudizacion de la enfermedad crénica subyacente.

Grupo | Paciente Cepa Fecha Sexo Edad Enfermedad PFGE
HINT aislamiento subyacente

A 1 629 12/12/1997 Masc 64 Enfisema severo Hi-44
846 1/4/1998 Hi-43

2302 8/3/2002 Hi-42

2612 13/1/2003 Hi-41

2 1702 19/10/2000 Masc 65 Enfisema severo Hi-25
2764 17/4/2003 Hi-26

3 2133 29/12/2001 Fem 53 Bronquiectasia Hi-17
3513 8/2/2007 Hi-18

4 2411 2/6/2002 Masc 68 EPOC® GOLD® IV Hi-21
3581 21/3/2007 Hi-20

5 2222 4/2/2002 Fem 64 Apnea obstructiva Hi-30

del suefio, obesidad
morbida

3419 14/3/2006 Hi-22

6 1166 10/2/1999 Masc 60 EPOC GOLD IV Hi-32
2632 31/1/2003 Hi-31

7 313 8/12/1996 Masc 73 EPOC GOLD il Hi-40
772 24/2/1998 Hi-39

8 1604 7/4/2000 Masc 51 EPOC GOLD il Hi-45
2319 17/3/2002 Hi-46

9 459 26/6/1997 Masc 66 EPOC GOLD IV Hi-33
1299 10/5/1999 Hi-35

2158 9/1/2002 Hi-36

10 995 30/6/1998 Masc 38 EPOC GOLD IV Hi-27
2116 11/12/2001 Hi-10

11 1656 30/4/2000 Masc 66 EPOC GOLD il Hi-37
2457 14/7/2002 Hi-38

12 2125 19/12/2001 Masc 67 EPOC GOLD Il Hi-11
2160 9/1/2002 Hi-12

13 322 12/12/1996 Masc 68 EPOC Hi-60
865 14/4/1998 Hi-59

1244 8/3/1999 Hi-58

1715 16/11/2000 Hi-61

14 2296 6/3/2002 Fem 27 Bronquiectasia Hi-8
2573 24/12/2002 Hi-6

2659 25/2/2003 Hi-7

3307 14/5/2005 Hi-9

B 15 832 24/3/1998 Masc 50 VIH, ADVP, Asma Hi-19

bronquial crénica

955 29/5/1998 Hi-19

1082 21/10/1998 Hi-19

16 350 13/1/1997 Fem 72 Asma bronquial Hi-23

cronica
573 13/10/1997 Hi-23
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1250 8/3/1999 Hi-23
17 411 17/2/1997 Masc 56 Bronquiectasia Hi-13
584 7/11/1997 Hi-13
1104 9/11/1998 Hi-13
18 628 15/12/1997 Masc 69 EPOC GOLD il Hi-55
920 8/5/1998 Hi-55
19 735 10/2/1998 Fem 73 Bronquiectasia, Hi-56
pulmon fibroquistico
1340 15/6/1999 Hi-57
1684 3/10/2000 Hi-57
20 1689 10/10/2000 Fem 66 Carcinoma células Hi-50
escamosas
pulmonares,
bronquiectasis
2378 25/04/2002 Hi-51
2738 03/04/2003 Hi-52
2801 13/05/2003 Hi-52
2875 15/9/2003 Hi-54

Tabla 8. Origen clinico de la coleccion de cepas utilizadas en el estudio realizado por Marti-Lliteras et

al. (2011).

Datos clinicos N° de cepas (HUB/HSD)
EPOC 47 (30/17)
Otras enfermedades respiratorias crénicas 1% (7/8)
Fibrosis quistica 6 (0/6)
Bronquiectasias 4 (3/1)
Enfermedad pulmonar parenquimatica difusa | 2 (1/1)
Asma crénica 1 (1/0)
Enfermedad pulmonar intersticial crénica 1 (1/0)
Pulmén policistico 1(1/0)
Infecciones respiratorias 36 (20/16)
Neumonia 14 (6/8)
Bronquiolitis 1(0/1)
Sinusitis 1 (1/0)
Bronquitis aguda 17 (12/5)
Traqueo-bronquitis aguda 2 (0/2)
Resfriado comun 1(1/0)
Infecciones no respiratorias 10 (5/5)
Conjuntivitis 4 (2/2)
Bacteriemia 1 (1/0)
Otitis media 2 (0/2)
Colonizacion en carcinoma pulmonar 3 (2/1)
Datos no accesibles 3 (2/1)
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