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Resumen & Abstract

Este trabajo de Tesis Doctoral se centra en el estudio de las bases moleculares de la
infeccion respiratoria por la bacteria Haemophilus influenzae, miembro del microbioma
respiratorio humano y patdégeno oportunista de especial relevancia en la progresion de
la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC).

El Capitulo 1 analiza la contribucion de un panel de sistemas bacterianos de
captacion de hierro-hemina en la evasion de la inmunidad nutricional y en la infeccion
respiratoria por H. influenzae. La inactivacion génica y el fenotipado sistematico mostro
la multifuncionalidad de los sistemas HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE,
implicados en unién-almacenamiento y donacion de hemina entre bacterias, prevencion
de toxicidad, infeccion epitelial respiratoria, resistencia a péptidos antimicrobianos e
importacion de glutation, contribuyendo asi a la patogénesis de H. influenzae in vivo.
Esta multifuncionalidad resultd ser especifica de sistema, limitando la redundancia
funcional. Los sistemas implicados actuaron de forma coordinada, respondiendo a la

disponibilidad de hemina en el medio extracelular.

El Capitulo 2 aborda la relacion existente entre la dependencia a timidina, resistencia
antibiotica y virulencia de H. influenzae. Uno de los mecanismos de resistencia al
antibidtico cotrimoxazol (TxS) es la auxotrofia a timidina causada por mutaciones en el
gen thyA, que codifica la enzima timidilato sintetasa ThyA. Tras la identificacion de una
cepa auxotrofa a timidina aislada de una muestra respiratoria de un paciente EPOC tras
recibir tratamiento con TxS, la inactivacion de thyA y su fenotipado mostré que, ademas
de aumentar la resistencia a TxS, esta mutacion modifica la morfologia, autoagregacion,
fosforilcolina superficial, union a C3b e infeccion del epitelio respiratorio por H.
influenzae, aspectos parcial o totalmente revertidos por la presencia y posible captacion
de timidina exdgena. Si bien la inactivacion de thyA atenuo la virulencia de H. influenzae,
también disminuyo la eficacia del tratamiento con TxS in vivo, aspectos que pueden ser

de especial relevancia en la practica clinica.

El Capitulo 3 caracteriza un modelo murino que mimetiza la exacerbacion infecciosa
del pulmén enfisematoso, consistente en induccion de enfisema mediante administracion
de elastasa e infeccion respiratoria aguda por H. influenzae. La dindmica de la infeccion
fue analizada mediante luminiscencia y cuantificacion de carga bacteriana. Los efectos
en el sistema respiratorio murino fueron analizados mediante pruebas de funcion
ventilatoria, microtomografia computerizada, histopatologia y monitorizacion de la
expresion génica. La exacerbacion recurrente de etiologia infecciosa reveld un impacto
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significativo en el pulmén enfisematoso. Por ultimo, este modelo fue utilizado en un
escrutinio de factores de virulencia de H. influenzae mediante Tn-seq in vivo, revelando
un panel de genes bacterianos implicados en la infeccion pulmonar con potencial para

su explotacion futura en el desarrollo de nuevos antimicrobianos.
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Resumen & Abstract

This PhD Thesis has been focused on the study of the molecular basis of respiratory
infection by the bacterium Haemophilus influenzae, a member of the human respiratory
microbiome, but also an opportunistic pathogen of main relevance in the progression of
Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD).

Chapter 1 analyzes the contribution of a panel of bacterial iron-hemin uptake
systems to evade the host nutritional immunity during respiratory infection by
H. influenzae. Gene inactivation and systematic phenotyping of the HxuCBA,
SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF and PE systems, was performed. These systems are
involved in hemin storage-binding, hemin donation between bacteria, prevention of
hemin toxicity, respiratory epithelial infection, resistance to antimicrobial peptides and
glutathione importation, thus contributing to the pathogenesis of H. influenzae. Such
multifunctionality was found to be system specific, thus limiting functional redundancy,
and these systems act in a coordinated manner, responding to the availability of hemin

in the extracellular medium.

Chapter 2 adresses the relationship between H. influenzae thymidine auxotrophy,
antibiotic resistance and virulence. Thymidine auxotrophy caused by mutations in
the thyA gene, encoding the thymidylate synthetase ThyA, triggers resistance to
cotrimoxazole (TxS). Once isolated a thymidine auxotroph clinical strain from a
respiratory sample of an exacerbated COPD patient after receiving treatment with TxS,
inactivation of the thyA4 gene showed that, in addition to increasing resistance to TxS, it
modifies the morphology, self-aggregation, phosphorylcholine content, binding to C3b
and respiratory epithelial infection by H. influenzae, in turn related to the presence and
likely uptake of exogenous thymidine. Although inactivation of the #4y4 gene attenuates
H. influenzae virulence, it also decreases the efficacy of treatment with TxS in vivo,

which may be of special relevance in the clinical practice.

Chapter 3 presents the characterization of a pre-clinical murine model mimicking an
infectious exacerbation of the emphysematous lung, consisting of emphysema induction
by administration of elastase and acute respiratory infection by H. influenzae. Infection
dynamics were analyzed by bacterial luminescence and load quantification. The effects
on the murine respiratory system were analyzed by ventilatory parameters function,
micro-tomography, histopathology and monitoring gene expression. A recurrent
exacerbation of infectious etiology revealed a significant impact on the emphysematous
lung. Finally, this model was used in a screening of H. influenzae virulence factors, by
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murine pulmonary infection with a library of bacterial mutants generated by transposition
and identification of transposition events by Tn-seq. This screening revealed a panel of

bacterial genes involved in lung infection, with potential for its future exploitation in the
development of novel antimicrobials.
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Introduccion

1. Aparato respiratorio humano: anatomia, microbioma e inmunidad

innata

1.1. Anatomia y caracteristicas generales del tracto respiratorio humano

El sistema respiratorio humano estd formado por los pulmones y una
secuencia de conductos aéreos que los comunican con el medio externo,
proporcionando oxigeno (O,) y eliminando dioxido de carbono (CO,) del
organismo. Anatomicamente, el sistema respiratorio se divide en vias superiores
(cavidad nasal y faringe) e inferiores (laringe, traquea y pulmones, con bronquios,
bronquiolos y alveolos).

El aire entra al tracto respiratorio superior a través de las fosas nasales que
lo conducen hacia los cornetes nasales, faringe, glotis y laringe, descendiendo
hacia la traquea. Los cornetes nasales son huesos finos que aumentan la
superficie respiratoria, humedecen y calientan el aire circulante por presencia
de gran cantidad de capilares (Reznik, 1990). Excepto la cavidad nasal, el tracto
respiratorio superior presenta un epitelio cilindrico ciliado pseudoestratificado
formado por células ciliadas cilindricas, células basales y células caliciformes
responsables de la produccion y secrecion de una capa mucosa (Reznik, 1990).

La laringe es un tubo cilindrico y rigido situado entre la faringe y la traquea,
que impide la entrada de elementos so6lidos al aparato respiratorio durante la
deglucion, y es responsable de la fonacion. La laringe esta revestida de mucosa
respiratoria, excepto en las regiones superiores de la epiglotis y las cuerdas
vocales, donde esta revestida por epitelio escamoso estratificado. La traquea
termina a nivel del angulo esternal y la apodfisis espinosa de la cuarta vértebra
toracica. Esta formada por cartilagos hialinos abiertos en su parte dorsal que
impiden su oclusion, y por una capa de musculo liso, responsable de la expulsion
rapida y brusca de aire durante la espiracion (tos). A continuacion, se divide en
los bronquios principales derecho e izquierdo, que penetran en los pulmones,
localizados cerca de la columna vertebral a ambos lados del corazon, y divididos
en lobulos (tres 16bulos en el pulmoén derecho; dos lobulos en el pulmdn
izquierdo). Los bronquios principales se ramifican sucesivamente en bronquios
lobulares (que penetran en cada lobulo), bronquios segmentarios, bronquiolos y
bronquiolos terminales, formando el arbol bronquial. Los bronquios principales,
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lobulares y segmentarios estan tapizados por epitelio pseudoestratificado
columnar ciliado; los bronquiolos segmentarios, por epitelio columnar simple
ciliado; y los bronquiolos y bronquiolos terminales, por epitelio cuboidal
simple no ciliado. Los bronquiolos terminales dan lugar a los alveolos, sacos
respiratorios tapizados por epitelio simple (Maina, 2000). El epitelio escamoso
simple de los alveolos esta formado por neumocitos tipo I y tipo II. La barrera
alveolo-capilar es la zona alveolar donde se produce el intercambio gaseoso,
y esta formada por surfactante pulmonar, neumocitos tipo I, lamina basal del
neumocito y endotelio capilar.

1.2. Microbioma del tracto respiratorio humano

El microbioma respiratorio es el conjunto de microorganismos residentes
en las vias aéreas y el parénquima pulmonar (Sze et al., 2014). El sistema
respiratorio alberga un microbioma funcional, cuya cantidad disminuye
progresivamente desde el tracto superior al inferior, implicado en maduracion
estructural y mantenimiento de la homeostasis del tracto respiratorio (Yun et al.,
2014), organizacion de la inmunidad local (Gollwitzer et al., 2014; Olszak et
al., 2012), y resistencia a la colonizacion por microorganismos patogenos (Man
etal., 2017).

La composicion del microbioma pulmonar es resultado de: (i) inhalacion;
(i1) transmigracion de microorganismos de las vias respiratorias altas y las
secreciones orales a los pulmones mediante fenomenos de microaspiracion o
dispersion directa por las mucosas; (iii) eliminacion de patdogenos por barrera
mucociliar, tos e inmunidad respiratoria (equilibrio inmigracion-eliminacion)
(Dickson et al., 2015; Willner et al., 2012); (iv) condiciones ambientales del
sistema respiratorio: disponibilidad de nutrientes, pH, superficie respiratoria,
presion de O, (pO,), presion de CO, (pCO,), humedad relativa, temperatura,
densidad microbiana, e interaccion con el epitelio respiratorio (Figura 1) (Wang
etal., 2017).

Los microorganismos integrantes del microbioma respiratorio de individuos
con funcion pulmonar normal son comunes en muestras orales, nasales y
pulmonares de un mismo individuo, si bien varian significativamente entre
individuos (Pragman et al., 2012). Los géneros bacterianos mas comunes
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(en orden decreciente en cuanto a cantidad relativa) son Streptococcus,
Corynobacterium, Alloiococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, Neisseria
y Staphylococcus, que provienen de la mezcla del microbioma oral
(Streptococcus, genéro predominante; Prevotella, Veillonella, y Rothia), y nasal
(Staphylococcus, Corynebacterium, Alloiococcus; géneros predominantes; y
en menor medida Streptococcus, Prevotella, Veillonella, y Rothia) (Charlson
et al., 2011; Dickson et al., 2017; Pragman et al., 2018; Segal et al., 2013).
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Figura 1. Gradientes fisiolégicos y microbianos en el sistema respiratorio humano. Los parametros
indicados determinan la especificidad selectiva de cada nicho y, en ultimo término, las comunidades
microbianas a lo largo del tracto respiratorio. Adaptada de (Man et al., 2017).

1.3. Inmunidad innata del tracto respiratorio humano

El sistema respiratorio humano estd constantemente expuesto a particulas
y microorganismos ambientales. La eliminacion de patogenos esta facilitada
por barreras mecanicas (barrera nasofaringea, ramificacion bronquial, barrera
mucociliar), y orquestada por los elementos celulares (células epiteliales,
macrofagos) y humorales (complemento, péptidos antimicrobianos, surfactante
pulmonar) de la inmunidad innata, que minimizan los procesos inflamatorios y

mantienen la homeostasis del tejido (Zhang et al., 2000).
1.3.1. Barreras mecanicas

La barrera nasofaringea dificulta el paso al tracto respiratorio inferior de

particulas o microorganismos de >5 um de didmetro, que quedan atrapados
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en las vias respiratorias superiores (Perez et al., 2014). El epitelio respiratorio,
con células ciliadas y secretoras de moco, esta cubierto por una capa mucosa
superficial que, en conjunto, constituye la barrera mucociliar. La capa
mucosa estd compuesta por mucinas (MUCSAC y MUCSB, principalmente)
que proporcionan propiedades viscoelasticas y permiten capturar particulas
inhaladas (Fahy & Dickey, 2010; Rose & Voynow, 2006; Voynow & Rubin,
2009), actuando como barrera fisica (Chilvers & O’Callaghan, 2000; Taylor,
2010). El batido mucociliar propulsa la capa flotante de restos celulares,
microorganismos, particulas inhaladas y moco hacia la orofaringe, para su

posterior deglucion o expectoracion (Thai et al., 2008).
1.3.2. Elementos celulares

Las particulas de <5 um de diametro pueden acceder a las vias respiratorias
inferiores, lo que requiere mecanismos de defensa adicionales. El epitelio
respiratorio mantiene la integridad tisular mediante recambio celular,
descamacion, apoptosis y autofagia (Yang et al., 2014). Los neumocitos tipo I
tienen funcion anatomica, cubriendo el 95% de la superficie alveolar, y generan
una delgada barrera entre el espacio alveolar y los vasos sanguineos. Los
neumocitos tipo II cubren el 5% de la superficie alveolar, y estan implicados
en: mantenimiento de la tensién superficial alveolar mediante la sintesis,
secrecion y reabsorcion de surfactante pulmonar; transporte de agua y sodio;
metabolismo de compuestos xenobidticos; regeneracion pulmonar (Fereol et
al., 2008). Ademas, desempenan un papel activo en la defensa pulmonar frente
a patdgenos mediante: (i) reconocimiento de patrones moleculares asociados
a patogenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) a través de
receptores de reconocimiento de PAMPs (Pathogen Recognition Receptors,
PRRs); (ii) secrecion de péptidos antimicrobianos; (iii) secrecion de citocinas
y quimiocinas que orquestan la respuesta inflamatoria; (iv) forman parte de la
barrera fisica que impide el paso de patogenos al torrente sanguineo, limitando
la infeccion sistémica (Castranova et al., 1998; Chaudhuri & Sabroe, 2008;
Mason et al., 2006; Rubovitch et al., 2007; Zhang et al., 2000).
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Los macrofagos alveolares son células mononucleares que se diferencian
a partir de monocitos sanguineos generados durante la hematopoyesis en la
médula 6sea. Son fagocitos profesionales residentes en los pulmones que eli-
minan microorganismos mediante reconocimiento, fagocitosis y procesamiento
fagolisosomal de material exdgeno (~0.4-25 um diametro). Ademas, secretan
mediadores inflamatorios que dirigen el reclutamiento de neutroéfilos del torrente

sanguineo al espacio alveolar (Naito, 2008).

El reconocimiento especifico de patdgenos por monocitos, macrofagos, célu-
las epiteliales y células dendriticas se realiza mediante PRRs que incluyen: (i)
receptores tipo-Toll (Toll-like Receptor, TLR), en macrofagos y células epite-
liales; (ii) receptores de oligomerizacion de nucledtidos (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-like (NOD)-Receptor, NLR), en epitelio respiratorio
(NOD1) y en macréfagos, monocitos y células dendriticas (NOD2) (Correa et
al., 2012); (iii) receptores C-lectinas (C-type Lectin Receptor, CLR), en células
epiteliales, macréfagos y células dendriticas (Torrelles et al., 2008); (iv) sen-
sores de acido desoxirribonucleico (ADN) (AIM2) (Hornung et al., 2009) y
acido ribonucleico (ARN) citosolicos (RLRs, MDAS) (Kawai & Akira, 2008;
O’Dwyer et al., 2018). Los PAMPs incluyen lipopolisacarido (LPS), pepti-
doglicano, flagelina, o acidos nucleicos (ARN monocatenario, ARNss; de doble
hebra, ARNds; islas de ADN Citosina-fosfato-Guanina) (O’Dwyer et al., 2018;
Wiese et al., 2017). El reconocimiento de PAMPs por PRRs favorece la acti-
vacion del factor nuclear-xB (Nuclear Factor-«B, NF-kB) (TLR, NLR, RLR,
MDA)S), los factores de regulacion de interferon (Interferon Regulatory Factor,
IRF)-3 (TLR, RLR, MDA5Y) o IRF-7 (RLR, MDAS), o quinasas activadas por
mitogenos (Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK), que en conjunto, fa-
vorecen la liberacion de interleucinas (IL) (IL-1, IL-6 e IL-8), factor de necrosis
tumoral-a (7umor Necrosis Factor-o, TNF-a), interferon (IFN), proteasas, li-
pasas, glicosidasas, mieloperoxidasas, 6xido nitrico o peroxinitrito, con efectos
proinflamatorios y actividad antimicrobiana (Hornung et al., 2009; Martin &
Frevert, 2005; Sun et al., 2011; Wiese et al., 2017).

1.3.3. Factores humorales
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Presentes en el fluido acuoso de la superficie respiratoria, que incluyen:

(i) Proteinas del sistema de complemento, sintetizadas por neumocitos tipo
II (via clasica: C2, C3, C4, C5; via alternativa: factor B) y células bronquiales
(C3) (Strunk et al., 1988; Varsano et al., 2000). Los niveles de sintesis y secre-
cion de estas proteinas aumentan cuando las células productoras reciben estimu-
los inflamatorios (Bolger et al., 2007; Hogasen et al., 1995; Strunk et al., 1988).

(i1) Péptidos y proteinas antimicrobianas. Los péptidos antimicrobianos
son moléculas anfipaticas cationicas cuya interaccion con las membranas bac-
terianas altera el potencial transmembrana, desencadenado la liberacion de
material citosolico y la muerte bacteriana. Ademas, presentan propiedades pro-
inflamatorias (induciendo la expresion de citocinas y quimiocinas), actividad
quimiotactica, modulan la maduracion de células dendriticas, y promueven la
cicatrizacion y reparacion del epitelio respiratorio por estimulacion de la an-
giogénesis (Aarbiou et al., 2004; Brogden, 2005; Joo et al., 2016; Mansour et
al., 2014; Salvado et al., 2013; Sitaram & Nagaraj, 2002). Pueden expresarse
constitutivamente o ser inducidos por exposicién a microorganismos, citocinas,
factores de crecimiento, o micronutrientes como la vitamina D (Hiemstra et
al., 2015). En las vias aéreas, estan presentes defensinas (o y ) y catelicidinas
(catelicidina humana-18, hCAP-18; catelicidina LL37, LL37) (Bals et al., 1998;
Harder et al., 2001; Sorensen et al., 1997), que son sintetizadas por células epite-
liales (B-defensina humana (Human f Defensin, hfD)-1, hfD-2, hfD-3; y LL-
37), neutrofilos (LL-37 y a-defensinas) y macrofagos alveolares (LL-37) (Bals
et al., 1998; Harder et al., 2001; Neumann et al., 2014a; Neumann et al., 2014b;
Sorensen et al., 1997).

Asimismo, las proteinas antimicrobianas implicadas en la defensa del sis-
tema respiratorio son: lisozima (producida por macréfagos) (Amatngalim et
al., 2015); lactoferrina (neutrdfilos) (Amatngalim et al., 2015); inhibidor de la
proteasa leucocitaria secretora (Secretory Leukocyte Protease Inhibitor, SLPI)
(macrofagos) (Amatngalim et al., 2015; Jin et al., 1997; Tomee et al., 1998);

elafina (células epiteliales, neutréfilos y macrofagos) (Amatngalim et al., 2015;
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Bingle et al., 2001; Pfundt et al., 2000; Torrent et al., 2010); ARNasa 7 (células
epiteliales) (Amatngalim et al., 2015; Harder & Schroder, 2002; Torrent et al.,
2010; Zhang et al., 2003).

(iii) Surfactante pulmonar, formado por una fraccion lipidica (~90%),
sintetizada por neumocitos tipo II, y compuesta por fosfolipidos (~80-85%) y
lipidos neutros (~5-10%) (Bernhard, 2016); y, una fraccion proteica (~10%),
sintetizada por epitelio bronquial y neumocitos tipo II (Bals & Hiemstra, 2004;
Blanco & Perez-Gil, 2007; Mingarro et al., 2008; Ramadas et al., 2009; Rooney
et al., 1994). Los fosfolipidos predominantes son fosfatidilcolina (~80%), fos-
fatidilglicerol y fosfatidilinositol (~10-15%) y, en menor cantidad, fosfatidil-
etanolamina (Bernhard, 2016; Glasser & Mallampalli, 2012). La composicion
de acidos grasos del surfactante pulmonar incluye acidos oleico, linoleico y
palmitico (Bernhard et al., 2001a; Bernhard et al., 2001b), precursores de ei-
cosanoides o docosahexaenoides, con actividad bactericida y antiinflamatoria,
como prostanoides de la serie 2 (protaglandinas E2 e 12, y tromboxano-A2) y
leucotrienos (LT) de serie 4 (LTB,, LTC, y LTD,) (Wiktorowska-Owczarek et
al., 2015).

Las proteinas del surfactante pulmonar (Surfactant Protein, SP)-A, SP-B,
SP-C y SP-D, son sintetizadas por células del epitelio bronquial y neumocitos
tipo 11 (Bals & Hiemstra, 2004; Ramadas et al., 2009), y participan en el manten-
imiento de la estabilidad alveolar, adsorcion y redistribucion de fosfolipidos del
surfactante pulmonar, y la regulacion de produccion del surfactante (Curstedt
& Johansson, 2010; Macfadyen et al., 1998; Mulugeta & Beers, 2006). SP-A 'y
SP-D son proteinas hidrofilicas con actividad bactericida (Wright, 2005), que
actiian como opsoninas mediante reconocimiento de PAMPs (PRRs tipo CLR
secretadas) (Beharka et al., 2002; Kuroki et al., 2007) de virus, hongos, y bac-
terias Gram negativas y Gram positivas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influ-
enzae 'y Staphylococcus aureus) (Alcorn & Wright, 2004; Kishore et al., 2006;
LeVine & Whitsett, 2001; Mason et al., 1998), favoreciendo la fagocitosis y

modulando la respuesta inmune. SP-B y SP-C son polipéptidos hidrofobicos de
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menor tamafo, que interaccionan con la fraccion fosfolipidica estabilizando la
monocapa del surfactante pulmonar (Blanco & Perez-Gil, 2007; Gomez-Gil et
al., 2009; Rooney et al., 1994).

1.3.4. Inmunidad nutricional

Los metales de transicion, principalmente manganeso, hierro (Fe), cobalto,
niquel, cobre y zinc, son cofactores esenciales para proteinas con funciones es-
tructurales y cataliticas implicadas en procesos biologicos como biosintesis de
precursores, replicacion de ADN, transcripcion, respiracion y respuesta a estrés
oxidativo (Lopez & Skaar, 2018). Su concentracion se mantiene en equilibrio
para evitar deficiencia y toxicidad, y limitar la biodisponibilidad y adquisicion
por parte de microorganismos patogenos durante los procesos infecciosos. Esta
estrategia defensiva forma parte de la inmunidad innata, y se denomina inmuni-
dad nutricional (Lopez & Skaar, 2018; Skaar, 2010).

El Fe es un micronutriente esencial para patogenos y hospedadores. El pul-
moén humano contiene ~0.4-0.9 miligramos (mg) Fe/gramo (gr) peso seco,
localizado principalmente en el tejido pulmonar unido a ferritina (Barberan-
Garcia et al., 2015; Fischer et al., 2009; Thompson et al., 1990). Las células
humanas importan Fe a través del receptor de transferrina 1 (Transferrin Re-
ceptor 1, TFR1) (presente en neumocitos tipo I y II, macrofagos alveolares y
células endoteliales), del transportador de metal divalente 1 (Divalent Metal
Transporter 1, DMT1) (neumocitos tipo [ y II, macrofagos alveolares), y de la
proteina de macrofagos asociada a resistencia natural 1 (Natural Resistance As-
sociated Macrophage Protein 1, Nrampl) (macrofagos) (Cloonan et al., 2017;
Corradi et al., 2009). Los epitelios bronquial y alveolar también expresan otras
moléculas de captacién de Fe como el transportador ZIP-14 y la proteina rela-
cionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 1 (low density Lipopro-
tein Receptor-related Protein 1, LRP1) (Corradi et al., 2009). Los niveles de Fe
libre en pulmoén son controlados por un repertorio de proteinas de unién a Fe que
incluye transferrina (Cloonan et al., 2017), ferritina (Comeche Casanova et al.,

2013), lactoferrina (Martinez et al., 2006), ferroxidasa ceruloplasmina (Boutou
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et al., 2013) y el sideroforo lipocalina 2 (Martinez-Rivera et al., 2012), produ-
cidos por leucocitos, células epiteliales y/o endoteliales. La exportacion de Fe
al medio extracelular por leucocitos, epitelio alveolar y macréfagos alveolares
se produce través de la proteina transmembrana ferroportina. La expresion de
ferroportina estd a su vez regulada por la hepcidina, una hormona cuya ex-
presion y produccion es inducida por el aumento del Fe sérico; la sefializacion
de proteina morfogénica 6sea (Bone Morphogenic Protein, BMP); y, por cit-
ocinas proinflamatorias, incluyendo IL-6 e IL-22 (Celli et al., 2004; Ergan &

Ergun, 2016) (ver resumen en Figura 2).
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Figura 2. Elementos implicados en la importaciéon y exportacion celular de Fe pulmonar. Los macrofagos
alveolares, células epiteliales alveolares y endoteliales captan y secuestran Fe a través de los transportadores
TFR1 y DMTI, y las proteinas Nramp! (macrofagos y neutréfilos), ZIP-14 y LRP1 (células epiteliales y
endoteliales). La exportacion de Fe por macrofagos alveolares, células epiteliales alveolares, y endoteliales
esta mediada por el transportador ferroportina. CE, Célula Endotelial; GR, Globulo Rojo; MA, Macréfago
Alveolar; MB, Membrana Basal; NTI, Neumocito Tipo I; NTII, Neumocitpo Tipo II. Adaptada de (Cloonan
etal., 2017).

La homeostasis de Fe intracelular esta regulada por las proteinas reguladoras
de hierro (lron Regulatory Protein, IRP)-1 e IRP-2, que interaccionan con el-
ementos sensibles al hierro ({ron Responsive Element, IRE), estructuras locali-

zadas en regiones no traducidas (Untranslated Regions, UTR) de los extremos
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3’ 0 5’ de los transcritos de ARN mensajero (ARNm) de genes que participan
en absorcion (TFR1 y DMT1), almacenamiento (ferritina) y exportacion (fer-
roportina) de Fe (Silverberg et al., 2014). Cuando los niveles de Fe intracelular
son bajos, las IRPs interaccionan con transcritos con IRE en el extremo 3’UTR
(TFR1) estabilizandolos, y con transcritos con IRE en el extremo 5’UTR (fer-
ritina), bloqueando su traduccion y provocando el aumento de TFR1 y la dis-
minucién de ferritina, respectivamente, lo que favorece la homeostasis de Fe
intracelular. Cuando las concentraciones de Fe intracelular son altas, la union
IRP-IRE disminuye, lo que resulta en la reduccion de TFR1 y el aumento de
ferritina (Muckenthaler et al., 2008).

2. Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

Segun la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), la
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) es una enfermedad comun,
prevenible y tratable, que se caracteriza por sintomas respiratorios persistentes y
limitacion irreversible del flujo aéreo debida a anomalias de las vias respiratorias
y/o alveolares, como consecuencia de una exposicion continuada a particulas
0 gases nocivos. La limitacion del flujo aéreo caracteristica en pacientes
EPOC se debe a la obstruccion de los bronquios (bronquiolitis obstructiva) y
a la destruccion del parénquima pulmonar, lo que provoca un aumento de los
espacios alveolares (enfisema). Los sintomas respiratorios mas comunes de la

EPOC son disnea, tos y produccion de esputo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la EPOC afecta al
5% de la poblacion mundial, causoé ~3.17 millones de muertes en 2015, y fue
la tercera causa de muerte mundial en 2016, tras la cardiopatia isquémica y los
accidentes cerebrovasculares. La EPOC ocupa el quinto lugar en términos de
morbilidad global, con una prevalencia de ~251 millones de casos en 2016,
afectando principalmente a individuos >65 afios (Barnes et al., 2015). La EPOC
tiene un gran impacto econdémico en los Sistemas Nacionales de Salud, con
costes directos relacionados con la atencidon de pacientes hospitalizados o

ambulatorios, e indirectos relacionados con los afios de vida 1til perdidos por
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absentismo laboral y/o baja productividad. La Sociedad Respiratoria Europea
(European Respiratory Society, ERS) calcula ~141.4 billones de euros en costes
asociados a la EPOC en 2011 (23.3 billones directos, 25.1 billones indirectos
y 93.0 billones en valor monetizado perdido del afio de vida ajustado por

incapacidad), segiin datos publicados por la OMS (www.erswhitebook.org).
2.1. Factores de riesgo en el desarrollo de EPOC

La EPOC es una enfermedad multifactorial cuya etiologia combina factores
ambientales y genéticos (Vijayan, 2013). Su principal factor de riesgo es el
tabaquismo, con cierto grado de variabilidad entre individuos (Barnes et al.,
2015; Burrows et al., 1977). En poblacion no fumadora, el desarrollo de EPOC
puede resultar de la exposicion continuada y acumulativa a agentes toxicos
particulados, polucion ambiental, ocupacional y/o doméstica, hipersensibilidad
respiratoria, o un desarrollo pulmonar subdptimo durante la infancia. En general,

el desarrollo de la EPOC esta relacionado con los siguientes factores:

(i) Tabaquismo. Por consumo de cigarrillos, pipa, puros, pipas de agua, etc.

asi como tabaquismo pasivo.

(i1) Polucion. Doméstica, por combustion de biomasa para cocinado y
calefaccion, afectando fundamentalmente al género femenino en paises en
desarrollo; ocupacional, por inhalacién de polvo organico e inorganico, y
agentes quimicos volatiles; ambiental (Atkinson et al., 2016; Kurmi et al., 2010;
Liu et al., 2008).

(iii)) Factores genéticos. La deficiencia de alfa-1 antitripsina (Alpha-1
Antitrypsin Deficiency, AATD) es una enfermedad autosdémica recesiva que
afectaa 1 de cada 2.000-5.000 personas en Europa, y supone ~1-2% de los casos
de EPOC a nivel global (Brashier & Kodgule, 2012; Laurell & Eriksson, 1963;
Silverman et al., 1989; Vijayan, 2013). La alfa-1 antitripsina es un inhibidor
de proteasas que protege los pulmones del dafio proteolitico causado por la
elastasa producida por neutrofilos. AATD es causada por polimorfismos en el
gen SERPINA 1 (P1*Z), favorece el desarrollo de enfisema pulmonar como
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consecuencia del desequilibrio en la actividad proteolitica/antiproteolitica, y
supone un mayor riesgo de desarrollo de EPOC por exposicion a humo de tabaco
(Brashier & Kodgule, 2012; Laurell & Eriksson, 1963; Silverman et al., 1989;
Vijayan, 2013). Por otra parte, existen asociaciones entre los /oci codificantes de
la proteina de interaccion de Hedgehog (HHIP) y el miembro A de la familia con
similitud de secuencia 13 (FAM13A4), y el desarrollo de fenotipos compatibles
con la EPOC (Cho et al., 2010; Cho et al., 2012; Cho et al., 2014; Hancock
et al., 2010; Pillai et al., 2009; Repapi et al., 2010; Soler Artigas et al., 2011).
Asimismo, existen evidencias de asociacion entre polimorfismos en los genes
CHRNA3/5 (receptor colinérgico nicotinico 3/5) (Pillai et al., 2009; Wilk et
al., 2012), IREB?2 (proteina de unioén a elementos sensibles a Fe™?) (DeMeo
et al., 2009), AGER (receptor especifico de producto final de glicosilacion
avanzada) (Hancock et al., 2010; Repapi et al., 2010), metaloproteasa (MMP)-
12, RIN3 (factor 3 de interaccion RAS y RAB) y TGF-f2 (Transforming Growth
Factor-f2) (Castaldi et al., 2014), y una mayor susceptibilidad al desarrollo de
EPOC.

(iv) Edad y género. El envejecimiento de las vias aéreas y el parénquima
pulmonar mimetiza algunos cambios estructurales asociados con la progresion
de la EPOC (Ito & Barnes, 2009). Si bien su prevalencia es comparable entre
hombres y mujeres (Han et al., 2007), existen modelos experimentales que
revelan mayor lesion en las vias aéreas en ratones hembra que en ratones macho

expuestos a humo de tabaco, en las mismas condiciones (Tam et al., 2016).

(v) Deficiencias en desarrollo pulmonar. El desarrollo pulmonar comienza
in utero y los cambios estructurales mas importantes ocurren durante el
desarrollo fetal y primeros momentos de vida, cuando el pulmon es altamente
susceptible al dafio (Quanjer et al., 2010; Quanjer et al., 2012). El tabaquismo
durante el embarazo, bajo peso al nacimiento, alteraciones pulmonares en bebés
prematuros, y exposicion postnatal al humo de tabaco ambiental y/o polucion,
son factores de riesgo asociados al desarrollo de la EPOC (Silverman & Speizer,
1996).
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(vi) Desarrollo socioecondémico. Existen evidencias de una relacion
inversa entre desarrollo socioecondmico y riesgo de sufrir EPOC, asociadas al
estatus nutricional, hacinamiento, exposicién a contaminantes ocupacionales,
tabaquismo, neumonias recurrentes durante la nifiez, y/o acceso limitado a

servicios sanitarios (Lawlor et al., 2004; Shohaimi et al., 2004).

(vii)) Enfermedades respiratorias. La hiperactividad respiratoria,
caracteristica del asma, asi como el asma en si mismo, son factores de riesgo
para el desarrollo de EPOC (Silva et al., 2004). Igualmente, la bronquitis cronica
esta asociada al progreso, severidad y periodos de exacerbacion de la EPOC
(Corhay et al., 2013).

2.2. Diagnéstico de la EPOC

Eldiagnoéstico dela EPOC se realiza mediante espirometria, que permite medir
la capacidad funcional pulmonar de forma no invasiva. El volumen espiratorio
forzado (Forced Expiratory Volume, FEV ) equivale al volumen de aire exhalado
de manera forzada en el segundo posterior a una inspiracion forzada maxima.
FEV, se expresa en porcentaje, y su valor en individuos sanos corresponde al
75% de la capacidad vital pulmonar (Forced Vital Capacity, FVC). Los pacientes
EPOC presentan una relacion FEV /FVC<0.7, que confirma la presencia de
limitacion del flujo aéreo persistente. La clasificacion de la gravedad de la
limitacion del flujo aéreo en pacientes EPOC (FEV /FVC<0.7) se establece en
base a FEV posbroncodilatador predicho: GOLD 1 (leve), FEV >80% del valor
predicho; GOLD 2 (moderado), 50%< FEV, <80% del valor predicho; GOLD
3 (severo), 30%< FEV, <50% del valor predicho; GOLD 4 (muy severo), FEV,
<30% del valor predicho. Asimismo, varios indicadores clinicos aumentan la
probabilidad de un diagndstico EPOC positivo, incluyendo: disnea progresiva,
persistente, y que empeora con el ejercicio; tos cronica; produccion de esputo;

infeccion respiratoria recurrente; historial de factores de riesgo.
2.3. Fisiopatologia de la EPOC

La EPOC cursa con bronquiolitis obstructiva, enfisema e hipersecrecion
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mucosa, cuya contribucion relativa varia entre individuos (Hogg et al., 2004). La
exposicion a agentes nocivos induce respuesta inflamatoria y altera la reparacion
pulmonar, favoreciendo la obstruccion de las vias aéreas y el desarrollo de la
enfermedad (Barnes et al., 2015; Spurzem & Rennard, 2005). Caracteristicas
fisiopatologicas de la EPOC (ver resumen en Figura 3):

Tabaquismo
Combustion de biomasa
Contaminacion ambiental/

ocupacional
Factores genéticos

~ 7

EPOC
mitocondrial

Senescencia | <---)» | Apoptosis
v celular
Desregulacion| | |nflamacion Estrés oxidativo

metabdlica Antioxidantes

Factores Fagocitosis
quimioatrayentes defectiva

Epitelio respiratorio

v
Infeccion/
Colonizacién

< (0

o
|
e PMN Linfocitos Monocitos 9.9‘9
T— z

Desequilibrio - =
— . —_—
proteasalanti-proteasa | Hipersecrecion mucosa|

l i Antiproteasas +—— 7; N 4 2
Prot xEx |

Figura 3. Procesos y elementos implicados en la patogénesis y progresion de la EPOC. El humo de
tabaco, asi como otros gases y particulas, inducen estrés oxidativo e inflamacion, con liberacion de mediadores
inflamatorios y metaloproteasas responsables de la remodelacion de la matriz extracelular (fibrosis),
degradacion de la pared alveolar (enfisema) debido al desequilibrio de la actividad proteasa/antiproteasa,
¢ hipersecrecion mucosa. Ademas, el humo de tabaco induce reduccion de la biogénesis mitocondrial y
disfuncion mitocondrial, lo que favorece la apoptosis y senescencia celular, asi como alteraciones metabdlicas
que implican reduccion de glicdlisis, aumento de oxidacion lipidica, y alteracion en la homeostasis de Fe
en las células epiteliales y macrofagos alveolares, cuya capacidad fagocitica se convierte en defectiva. MA,
Macrofago Alveolar; PMN, neutréfilo. Adaptada de (Barnes et al., 2015).
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2.3.1. Inflamacion croénica

Aparece en vias aéreas periféricas y parénquima pulmonar, y estd mediada

por:

(1) Respuesta inmune innata. Las células epiteliales liberan mediadores
inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-13, IL-17, factor estimulante
de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factor, GM-CSF), y CXCL9, asi como mediadores lipidicos (LTB,)
con actividad quimioatrayente de células inflamatorias (Barnes, 2009; Barnes et
al., 2015; Barnes, 2016; Di Stefano et al., 2009; Doe et al., 2010; Gao, W. et
al., 2015). Por otra parte, el nimero de macrofagos alveolares aumenta en el
espacio alveolar de pacientes EPOC (Barnes, 2009; Barnes et al., 2015; Barnes,
2016). Los macrofagos alveolares estan implicados en: (a) liberacion de TNF-a,
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), y factores quimiotacticos de
neutréfilos (IL-8, entre otros) (Barnes et al., 2003), mediada por la activacion
de NF-kB (Anto et al., 2002; Caramori et al., 2003; Di Stefano et al., 2002), y la
tirosina quinasa Src (Geraghty et al., 2014; Walters et al., 2005); (b) liberacion de
especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) que contribuyen
al proceso inflamatorio, estrés oxidativo y senescencia celular; (c) secrecion
de enzimas proteoliticas (MMP-9, MMP-12, catepsinas L, S, K), implicadas
en la degradacion de fibras elasticas y remodelacion de la matriz extracelular
(Extracelullar matrix, ECM) (Punturieri et al., 2000; Russell et al., 2002). Sin
embargo, los macrofagos alveolares de pacientes EPOC presentan alteraciones
en su capacidad fagocitica debido a la interferencia de la exposicion a humo
de tabaco con varias cascadas de sefalizacion celular (PRRs: TLR2, TLR4,
TLRY; eje PI3K-AKT), lo que a su vez favorece la colonizacion por patdogenos
bacterianos como H. influenzae, Moraxella catarrhalis o S. pneumoniae
(Berenson et al., 2014; Berenson et al., 2015; Hodge et al., 2003; Marti-Lliteras
et al., 2009). A su vez, los neutrofilos se encuentran en cantidad significativa
en lavado broncoalveolar (LBA) y esputo de pacientes EPOC (Ravi et al.,
2014). Son atraidos, entre otros, por IL-8 y LTB, (Barnett et al., 1993; Kreisle &

Parker, 1983; Reilly et al., 1988), y estan involucrados en procesos proteoliticos
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mediante liberacidon de proteasas y péptidos catidnicos que degradan las fibras
de colageno en fragmentos con capacidad quimioatrayente, contribuyendo asi a

la cronificacion del proceso inflamatorio (Overbeek et al., 2013).

Por ultimo, el humo de tabaco estimula la via alternativa del complemento
y el aumento de los niveles séricos de C3a y C5a (Chauhan et al., 1990; Kew
et al., 1985; Kosmas et al., 1997; Marc et al., 2004), induciendo la expresion
de moléculas de adhesion en células epiteliales que, a su vez, facilitan el
reclutamiento de células inflamatorias (Floreani et al., 2003; Koethe et al.,
1995). Existe un aumento de péptidos y proteinas antimicrobianas pulmonares
(lisozima, lactoferrina, SLPI, LL-37, SP-A 'y SP-D) en la fase estable, y de LL-
37 durante los periodos de exacerbacion de la enfermedad, si bien los niveles
de B-defensinas disminuyen por el efecto del humo de tabaco a largo plazo
(Lecaille et al., 2016; Parameswaran et al., 2011; Xiao et al., 2005).

(i1) Respuesta inmune adaptativa. Ocurre con el progreso de la enfermedad
y se relaciona con un aumento de linfocitos T CD8+ citotoxicos, implicados en
dafo celular por liberacion de perforina y granzima B (Mikko et al., 2013); de
linfocitos CD4+ Th1 y Th17, con actividad proinflamatoria (Saetta et al., 2003);
y, de linfocitos B.

2.3.2. Estrés oxidativo

Aparece aumentado en pacientes EPOC por el reclutamiento y activacion de
células inflamatorias, y por los agentes oxidantes presentes en el humo de tabaco
que dafan el tejido respiratorio, inactivan los mecanismos de defensa pulmonar, e
inician el proceso inflamatorio (Barnes, 2014; Barnes, 2016; Fischer etal., 2015).
Las ROS acttian a varios niveles: (i) activan NF-kB y MAPK, favoreciendo la
transcripcion de genes proinflamatorios y la secrecion de proteasas; (ii) activan
TGF-B2, estimulando la fibrosis de las vias aéreas; (iii) favorecen la produccion
de moco por aumento de la expresion de MUCSAC a través de un mecanismo
dependiente de NADPH oxidorreductasa 4 (NOX4) (Kim et al., 2008); (iv)

reaccionan con acidos grasos poliinsaturados (peroxidacion lipidica) produciendo
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hidroperdxidos, endoperéxidos, aldehidos (malondialdehido) y alcanos (etano y
pentano) (Kluchova et al., 2007). De forma concomitante, el tabaquismo reduce
los niveles de agentes antioxidantes sistémicos, como la vitamina E y el acido
ascorbico (Duthie et al., 1991); interfiere con el metabolismo de glutation,
disminuyendo sus niveles intracelulares en células epiteliales y aumentando
los niveles de glutation reducido en el LBA de fumadores cronicos (Cantin et
al., 1987; Li et al., 1994); y reduce la expresion del Factor Nuclear Eritroide 2
(Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2, Nrf2), que esta implicado en la
activacion de genes citoprotectores y antioxidantes (Malhotra et al., 2009; Vucic
et al., 2014). EI cese del tabaquismo no revierte el estrés oxidativo pulmonar,
sugiriendo que las particulas retenidas siguen contribuyendo a la generacion de

agentes oxidantes (Louhelainen et al., 2009).
2.3.3. Actividad proteolitica

Esté favorecida por el elevado nimero de macrofagos, neutrofilos y linfocitos
T CD8" residentes en las vias areas bajas y los espacios alveolares de pacientes
EPOC, que liberan enzimas proteoliticas como son la elastasa neutrofilica,
proteinasa 3, catepsinas (G, B, S, H, L), trombina, plasmina, caspasa y MMPs
(MMP-9 y MMP-12) (Houghton, 2012; Owen, 2005). Ademas, las ROS
inactivan el inhibidor tisular de metaloproteasas (Tissue Inhibitor of Matrix
Metaloproteinase, TIMPs) y la alfa-1 antitripsina favoreciendo, a su vez, el
desequilibrio de la actividad proteolitica/antiproteolitica, y contribuyendo a la

destruccion del tejido pulmonar provocando enfisema (Shapiro et al., 2003).
2.3.4. Hipersecrecion mucosa

Es resultado de la exposicién al humo de tabaco (Deshmukh et al., 2005;
Ebert & Terracio, 1975), infecciones viricas agudas (Holtzman et al., 2005), y/o
infecciones bacterianas (Burgel & Nadel, 2004). El humo de tabaco induce el
reemplazo del epitelio pseudoestratificado ciliado por células caliciformes, la
hipertrofia de las glandulas mucosas, y la produccién de MUCSA, por activacion

del receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor,
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EGF) (Reid, 1960; Takeyama et al., 2001). La sobreproduccion de moco se
agrava por pérdida del epitelio ciliado, alteracion de batido ciliar (Auerbach et
al., 1957; Leopold et al., 2009), oclusion de las vias aéreas distales, y tos ineficaz
por debilidad de los musculos respiratorios y disminucion de flujo espiratorio
maximo (Burgel & Nadel, 2004; Hogg et al., 2004; Verra et al., 1995).

2.3.5. Remodelacion de ECM

Se caracteriza por recambio y/o degradacion de colageno y elastina (60% y
24% de ECM respiratoria en individuos sanos, respectivamente) (Lang et al.,
1994; Rucker & Dubick, 1984; Starcher & Galione, 1976). Los macrofagos y
neutrofilos liberan enzimas proteoliticas (MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-12,
prolil-endopeptidasas, elastasa neutrofilica) responsables del procesamiento de
colageno y elastina a matricinas y elastocinas, respectivamente (Gaggar et al.,
2008; Gu et al., 2018; O’Reilly et al., 2009). Las matricinas Prolina-Glicina-
Prolina (PGP) y PGP-acetilada (Ac-PGP) presentan propiedades quimiotacticas
de neutrdfilos por interaccion con los receptores CXCR1 y CXCR2,
contribuyendo a la perpetuacion de la respuesta inflamatoria pulmonar (Gaggar
et al., 2008; O’Reilly et al., 2009). Las elastocinas favorecen el reclutamiento
de monocitos al pulmodn, que se diferencian en macrofagos y liberan MMP-12
inactivando la alfa-1 antitripsina, cuya deficiencia se asocia con el desarrollo
temprano de enfisema (Hautamaki et al., 1997); asi como la expresion de
NAPDH oxidorreductasa (NOX2) en macrofagos, responsable de la inhibicion
de la proteina deacetilasa Sirtuina 1, que actiia como regulador negativo de
MMP-9 en neutréfilos y macréfagos (Trocme et al., 2015). Ademas, la elastasa
neutrofilica aumenta la disponibilidad de EGF para los fibroblastos, inhibiendo
la produccion de TGF-B2 y la sintesis de tropoelastina, lo que se traduce en una
reduccion de la biogénesis de novo de fibras de elastina (DiCamillo et al., 2002;
DiCamillo et al., 2006; Yang et al., 2008). Este hecho, junto con la reduccioén
de colageno total tisular, el aumento relativo de colageno Ill/colageno I, y la
deposicion anormal de colageno en las vias aéreas, compromete la reparacion
pulmonary favorece el estrechamiento de los bronquiolos terminales provocando
fibrosis (Hogg et al., 2009).
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2.3.6. Alteracion metabélica

Afecta principalmente a las células epiteliales, donde se ha descrito un
descenso de la glicolisis y la respiracion mitocondrial, y un incremento de la ruta
de las pentosas fosfato y la oxidacion de acidos grasos (Agarwal et al., 2012;
Agarwal et al., 2014; Mannam et al., 2016). Ademas, la fraccion particulada
del humo de tabaco altera la homeostasis de Fe pulmonar, y contribuye a la
generacion de radicales libres (Fischer et al., 2015). Los pacientes EPOC
presentan: (i) mayor cantidad de proteinas de union a Fe (ferritina, transferrina,
lactoferrina, haptoglobina y lipocalina 2) (Eagan et al., 2010; Engstrom et al.,
2009; Philippot et al., 2014; Tandara et al., 2015); (ii) macrofagos alveolares
con alta carga de Fe intracelular, lo que estimula la liberacion de IL-8 e IL-1,
contribuyendo al proceso inflamatorio, estrés oxidativo, apoptosis y fibrosis; (iii)
polimorfismos y aumento de expresion de genes implicados en la regulacion de
Fe (Chappell et al., 2011; Cloonan et al., 2017; DeMeo et al., 2009; Philippot et
al., 2014; Pillai et al., 2009; Tandara et al., 2015).

2.3.7. Disfuncién mitocondrial y senescencia celular

Es resultado de la combinacion de estrés oxidativo, inflamacion, senescencia
y apoptosis celular, e incluye dos procesos: disminucion de biogénesis
mitocondrial en células del musculo liso de la pared alveolar (Gosker et al.,
2003; Gosker et al., 2006), y mitofagia disfuncional o degradacién incompleta
de las mitocondrias dafiadas (Ahmad et al., 2015; Ito et al., 2015), lo que
favorece la acumulacion de restos mitocondriales en la region perinuclear
generando ROS mitocondriales, dafio del ADN nuclear (senescencia celular),
liberacion del ADN mitocondrial en el citosol, y activacion de PRRs y
respuestas inflamatorias dependientes de inflamasoma (Zhang et al., 2018). La
senescencia prematura de células epiteliales, fibroblastos y endotelio pulmonar
(Muller et al., 2006; Tsuji et al., 2006), relacionada con el dafio del ADN celular
inducido por estrés oxidativo, favorece la activacion de p53/p21 y p16/pRB,
desencadenando alteraciones epigenéticas, disfuncion mitocondrial, pérdida

de homeostasis proteica o proteostasis (autofagia, mitofagia), e inestabilidad
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genomica (Lopez-Otin et al., 2013). Las células senescentes presentan menor
capacidad para la reparacion del epitelio danado y secrecion aberrante de
citocinas, lo que es conocido como fenotipo secretor asociado a la senescencia
en EPOC (Senescence Associated Secretory Phenotype, SASP) responsable, a
su vez, de la induccidn de senescencia en las células colindantes (Chilosi et al.,
2013; Coppe et al., 2010).

2.4. Fases ciclicas en la progresion de la EPOC: fase estable y exacerbacion

En los pacientes EPOC, la enfermedad transita de forma ciclica entre la fase
estable y la fase de agudizacion periddica o exacerbacion. Las exacerbaciones
son procesos de agudizacion de los sintomas respiratorios de la enfermedad
(disnea, tos y produccidon de esputo purulento), asociadas con un aumento de
la inflamacion respiratoria y sistémica (Wedzicha et al., 2014). Constituyen la
principal fuente de morbilidad y mortalidad de la EPOC, y aceleran la pérdida
de la funcion pulmonar (Donaldson et al., 2002). Las exacerbaciones son
causadas por contaminantes ambientales, virus y/o bacterias, si bien un tercio de
las mismas son de origen desconocido (Mackay & Hurst, 2013). La frecuencia
de las exacerbaciones condiciona el estado del paciente y la progresion de la
patologia. Los pacientes “exacerbadores frecuentes” presentan peor prondstico,
mayor riesgo de hospitalizacion y peor calidad de vida que los que mantienen la
enfermedad en fase estable de forma prolongada (Hurst et al., 2010; Seemungal
et al., 1998; Soler Artigas et al., 2011).

Las exacerbaciones viricas son estacionales y cursan con presentaciones
severas y recuperaciones largas (Seemungal et al., 2001). Los virus mas
frecuentemente identificados en muestras de LBA de pacientes EPOC son
rinovirus (~24-36%), influenza A (~25-31%) y Virus Respiratorio Sinticial
(VRS) (~18-22%) (Biancardi et al., 2016; Greenberg et al., 2000; Rohde
et al., 2003; Walsh et al., 1999; Wilkinson et al., 2017); y en menor medida,
parainfluenza (~3-6%), metapneumovirus humano (<2%), coronavirus (~0.4-
2.7%) y adenovirus (~2-5.8%) (Wu, X. et al., 2014; Zwaans et al., 2014).

Estos virus pueden aparecer en coinfeccion con otros virus (influenza A/
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rinovirus/coronavirus; VRS/coronavirus; rinovirus/coronavirus), bacterias (P,
aureuginosa, ~31%; H. influenzae, ~23%), u hongos (Aspergillus spp., ~23%)
(Biancardi et al., 2016; Koul et al., 2017; Wilkinson et al., 2017).

Por otra parte, el diagnostico microbioloégico de muestras de esputo de
pacientes EPOC mediante cultivo bacteriano convencional determina que
~50% de las exacerbaciones son producidas por bacterias (Sethi et al., 2016;
Wilkinson et al., 2017), asociadas con perturbaciones del microbioma pulmonar,
y consistentes en aumento de la carga bacteriana y descenso de la diversidad
(Sethi et al., 2002; Wang et al., 2017; Wilkinson et al., 2017). Las bacterias
mas frecuentemente aisladas en muestras de pacientes EPOC en fase estable
son, en orden decreciente: H. influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis y P
aeruginosa (Monso et al., 1995; Murphy & Sethi, 1992; Wilkinson et al., 2017).
En los procesos de agudizacion, se observa un descenso de a-proteobacterias
y Firmicutes, y un aumento de y-proteobacterias, traducido en un descenso
de Streptococcus spp. y un aumento de H. influenzae, M. catarrhalis y P.
aeruginosa (Wang et al., 2017). H. influenzae es responsable de ~20-30% de
las exacerbaciones agudas (Finney et al., 2014; King, 2012; Sethi & Murphy,
2008), relacionadas con la adquisicion de cepas nuevas o la colonizacion por

cepas preexistentes (Sethi et al., 2002).

La colonizacioén-persistencia de patogenos oportunistas en las vias
respiratorias bajas de pacientes EPOC aumenta los sintomas en fase estable
y la frecuencia de exacerbaciones de naturaleza microbiana. Este concepto se
ilustra mediante la hipdtesis del circulo vicioso: la exposicion continuada a
contaminantes inhalados, como el humo de tabaco, compromete la inmunidad
pulmonar permitiendo el acceso y establecimiento de poblaciones bacterianas
colonizadoras en el tracto respiratorio inferior de pacientes EPOC. Esta
colonizacion es, a su vez, un estimulo inflamatorio que amplifica, contribuye y
perpetia la inflamacion cronica, la obstruccion de vias aéreas (Sethi & Murphy,
2001), la progresion del daiio pulmonar y por tanto, favorece la progresion de
la EPOC (Drannik et al., 2004; Sethi & Murphy, 2008; Sethi et al., 2008). Este

circulo vicioso de infeccion e inflamacion cronica es responsable del deterioro de
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la funcion pulmonar caracteristica en pacientes EPOC, incluso tras el cese de la
exposicionahumode tabaco (Mammen & Sethi, 2016; Szeetal.,2012) (Figura4).

Factores desencadenantes

Alteracion de
la funciéon mucociliar/

/I:agocitosis defectiva MA\ / Exacerbacion 4-\

Dafio del Colonizacion Cepas bacterianas
/’ epitelio respiratorio bacteriana de nueva entrada
Progresion Respuesta
de la EPOC Productos bacterianos<— ! inflamatoria
k MA
Alteracion equilibrio Incremento de PMN

proteasa/antiproteasa actividad proteolitica

Fase estable Agudizacion

Figura 4. Hipétesis del circulo vicioso en la progresion de la EPOC. La agresion externa pulmonar dafa
elementos humorales y celulares de la inmunidad respiratoria, lo que facilita la colonizaciéon pulmonar
por patégenos oportunistas. Esta colonizacién persistente provoca una secuencia ciclica de eventos que
contribuyen de forma progresiva a la inflamacion crénica y el dafio tisular observados en pacientes EPOC,
aumentando los sintomas en fase estable y la frecuencia de exacerbaciones que, en conjunto, contribuyen a
la progresion irreversible de la enfermedad. MA, Macrofago Alveolar; PMN, neutréfilo. Adaptada de (Sethi
& Murphy, 2001).

2.5. Tratamiento de la EPOC

Como medidas generales, se recomienda el abandono del tabaco,
adecuacion de la nutricion, actividad fisica regular y evaluacion-tratamiento
de comorbilidades asociadas (Barnes et al., 2015; Viniol & Vogelmeier, 2018).
Dada su irreversibilidad, el tratamiento de la EPOC es paliativo, y en funcion de

la fase y la sintomatologia, las pautas a seguir son:

(i) Tratamiento de la fase estable. Se recomienda la administracion de
broncodilatadores y antiinflamatorios para reducir la sintomatologia, mejorar la
tolerancia al ejercicio y prevenir la progresion y frecuencia de exacerbaciones.

Se recomiendan broncodilatadores de larga duracion (B2-agonistas, LABA;
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antagonistas del receptor muscarinico, LAMA) en monoterapia, o en
combinacion LABA+LAMA, en pacientes con disnea persistente y falta de
respuesta a la monoterapia (van Noord et al., 2005; van Noord et al., 2010).
Como antiinflamatorios, se prescriben corticoides inhalados (CI) e inhibidores de
fosfodiesterasa4 (PDE4,), frecuentemente en combinacion con broncodilatadores
(Siddiqui et al., 2015). Asimismo, se recomienda oxigenoterapia durante al
menos 15 h/dia (Guia Espafiola de la EPOC, GesEPOC, 2017; y (Vestbo et al.,
2013)).

(i1) Tratamiento de las exacerbaciones. Tiene como objetivo la reduccion
de la sintomatologia asociada a los periodos de agudizacion, y la prevencion
de exacerbaciones posteriores. Incluye broncodilatadores de corta duracion
B2-agonistas (SABA), seguido de broncodilatadores de larga duracion en
pacientes estabilizados; corticoides orales (5-7 dias), en pacientes con presencia
de eosinofilos en sangre; antibidticos, amoxicilina o doxiciclina, en caso de
infeccion bacteriana (esputo purulento); oxigenoterapia (Guia Espafiola de la
EPOC, GesEPOC 2017; y (Barnes et al., 2015)).

(iii) Prevencion de las exacerbaciones. Se recomienda vacunacion anual
antigripal (reduccién de exacerbaciones ~27%) y antineumocoécica (Poole et
al., 2006; Walters et al., 2017). Asimismo, estd indicada: (a) la monoterapia
con LABA o LAMA (reduccion de exacerbaciones ~25%); (b) la combinacion
LABA+CI o LAMA+LABA+CI; (c) el PDE4. Roflumilast (reduccion de
exacerbaciones ~17%), en pacientes con bronquitis cronica concomitante
y EPOC GOLD 3 6 4 con historial de exacerbaciones frecuentes (Calverley
et al., 2007; Calverley et al., 2009); (d) los mucoliticos (N-acetilcisteina y
carbosciteina), en pacientes agudizadores con bronquitis cronica (Zheng et
al., 2008); (e) la profilaxis antibidtica oral con macroélidos y fluoroquinolonas
en dosis bajas (Herath & Poole, 2013; Sethi et al., 2010), en pacientes GOLD
2-4 ¢ historial de agudizaciones frecuentes (Herath & Poole, 2013; Sethi et al.,
2010; Wedzicha et al., 2017). La profilaxis antibidtica reduce la incidencia de
exacerbaciones y los tiempos de recuperacion, si bien aumenta el riesgo de

generacion y transmision de resistencias (Albert et al., 2011; Seemungal et al.,
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2008; Serisier, 2013).

2.6. Utilizacion de modelos de experimentacion animal en el estudio de la
fisiopatologia de la EPOC

Se han desarrollado varios modelos de experimentaciéon animal para el
estudio de las bases de la patobiologia de la EPOC (Ghorani et al., 2017; Jones
et al., 2017; Vlahos et al., 2006). Estos modelos implican el uso de distintas
estirpes de raton y rata, asi como cobaya, hurdon, perro o mono (Ghorani et al.,
2017; Jones et al., 2017; Vlahos et al., 2006). Entre ellos, el modelo murino
presenta ventajas econdmicas y técnicas (facil manejo y estabulacion, acceso
a cepas modificadas genéticamente, informacién genética y panel extenso
de herramientas moleculares ¢ inmunologicas disponibles). Existen varias

estrategias de induccion de la lesion pulmonar, entre las que se incluyen:

(1) Exposiciéon a humo de tabaco. Este procedimiento induce infiltracion
pulmonar de macrofagos y neutréfilos, reclutamiento de linfocitos T CD4+ y
CD8+, enfisema, hipersecrecion mucosa, remodelado de vias aéreas y cambios
en la funcion pulmonar (Bracke et al., 2007; Churg et al., 2008; Pera et al.,
2011). Presenta tres factores limitantes: (a) no existe un protocolo estandarizado
en cuanto al tipo de cigarrillo (comercial o de investigacion; con o sin filtro),
administracion (exposicion corporal completa o nasal), y dosis; (b) requiere
periodos de exposicion largos; (c) no permite mimetizar estadios de EPOC
severa (GOLD 3) (Eltom et al., 2013; Ghorani et al., 2017; O’Byrne & Postma,
1999; Vlahos et al., 2006). Se ha utilizado en raton (Tabla 1), cobaya y rata
(Ghorani et al., 2017; Groneberg & Chung, 2004; Jones et al., 2017; Leberl et
al., 2013; Vlahos et al., 2006).

(i1) Exposicion a contaminantes ambientales (material particulado urbano,
ozono o la combinacion de ambos), aplicado en cobaya, rata y raton para
el estudio de la contribucion de la polucion aérea al desarrollo de la EPOC,
evaluando principalmente el efecto de la exposicion aguda o crénica a ozono

(Jones et al., 2017; Miyabara et al., 1998). Estos procedimientos inducen estrés
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oxidativo, inflamacion pulmonar, metaplasia de células caliciformes y alteracion
de la funcion pulmonar (Hirota et al., 2012; Li et al., 2009).

(iii)) Administracién de enzimas proteoliticas, incluyendo elastasa porcina
pancreatica (EPP), elastasa neutrofilica humana y papaina en raton (Tabla 1),
rata y hamster (Jones et al., 2017; Wright & Churg, 2008). Estos procedimientos
generan aumento de los espacios alveolares (enfisema) por degradacion de las
fibras elasticas, e inflamacion pulmonar y sistémica (Antunes & Rocco, 2011;
Artaechevarria et al., 2010; Artacchevarria et al., 2011; Pera et al., 2011; Snider
et al., 1986); sin embargo, no induce fibrosis ¢ hipersecrecion mucosa. La lesion
es generada con una unica administracion, y el grado es modulable mediante el
ajuste de la cantidad de enzima administrada (Antunes & Rocco, 2011; Jones et
al., 2017; Wright & Churg, 2008; Wright et al., 2008).

Tabla 1. Métodos utilizados para inducciéon de lesiones compatibles con la
EPOC en raton.

Inductor Método Estirpe Referencia

Humo de tabaco 2 exposiciones x 75 min'/dia, 5 dias/sem? durante 1-12 BALB/c (Beckett et al., 2013)
sem, exposicion nasal
2 exposiciones x 30 min/dia, 3 dias consecutivos, BALB/c (Hardaker et al., 2010)
exposicion cuerpo completo
2 exposiciones x 12 cigarrillos (sin filtro) x 50 min/dia, BALB/c (Jobse et al., 2013)
5 dias/sem, 8 6 24 sem, exposicion cuerpo completo
4 exposiciones x 5 cigarrillos/dia, 5 dias/sem, durante BALB/c (Duan et al., 2013)
24 sem, exposicion no detallada
2 exposiciones x 50 min/dia, 3 dias consecutivos, C57BL/6 (John et al., 2014)
exposicion cuerpo completo
5 cigarrillos/dia, 5 dias/sem, durante 6 meses, eNOS-/- (Wright et al., 2012)
exposicion nasal
5 h/dia, 5 dias/sem, durante 6 meses, exposicion cuerpo  129S6 (Cremona et al., 2013)
completo
4 h/dia, 5 dias/sem durante 6 meses, exposicion cuerpo  C57BL/6J (Wortham et al., 2012)
completo

3 cigarrillos (con filtro), 5 dias/sem, durante 6 meses, C57BL/6 (Zhou et al., 2013)
exposicion nasal

10 cigarrillos (sin filtro), 50 min/dia, 5dias/sem, C57BL/6 (Tanabe et al., 2013)
durante 22, 24 y 45 dias, exposicion nasal
3 cigarrillos/dia, 5 dias/sem, durante 4 6 7 meses C57BL/6 (Cavarra et al., 2001)
6 h/dia, 7 dias/sem, exposicion cuerpo completo BALB/c (Barrett et al., 2002)

EPP? 1.2 U* EPP, 1 dia/sem, 4 sem consecutivas, BALB/c (Sohn et al., 2013)
administracion intranasal
2 U EPP, 1 dosis, administracion intratraqueal C57BL/6] (Vidal et al., 2012)
6 U EPP, 1 dosis, administracion intratraqueal A/l (Artaechevarria et al., 2010;

Artaechevarria et al., 2011)
4 U EPP, 1 dosis/sem, 3 semanas consecutivas, A/ (Munoz-Barrutia et al., 2012)
administracion intratraqueal
1 U EPP, 1 dosis, administracion intratraqueal BALB/cy (Dharwal & Naura, 2018)
CS57BL/6

"Min, minuto; >Sem, semana; *EPP, Elastasa Porcina Pancreatica; “U, unidades
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(iv) Exposicion cronica a LPS en hamster, rata y raton, induce inflamacion
pulmonar, hiperactividad aérea y cambios estructurales en pulmoén (Brass et al.,
2008; Toward & Broadley, 2000).

Por otro lado, existen varias estrategias que mimetizan procesos de
exacerbacion, empleadas en el estudio de mecanismos patogénicos,
biomarcadores y/o dianas terapéuticas (Ghorani et al., 2017; Jones et al., 2017;

Vlahos et al., 2006), resumidas como sigue:

(i) Administracion de LPS bacteriano, en combinaciéon con humo de
tabaco, generando enfisema, fiebre, hipersecrecion mucosa y broncoconstriccion
(Spond et al., 2004); o en combinacién con EPP, generando hiperplasia de
cé¢lulas mucosas y aumento de espacios alveolares (Stolk et al., 1992). Ha sido
utilizado en ratdn, rata y cobaya (Baarsma et al., 2013; Hardaker et al., 2012;
Sohn et al., 2013).

(i1) Infeccion respiratoria con virus, principalmente Influenza A, en ratones
previamente expuestos a humo de tabaco, generando un proceso inflamatorio
pulmonar y sistémico agudo (Zhou et al., 2013), e incremento de la replicacion
viral (Beckett et al., 2013), que favorece la progresion del enfisema y la alteracion

de las vias aéreas.

(iii) Infeccién respiratoria con patégenos bacterianos como S. pneumoniae,
P aeruginosa, S. aureus, o H. influenzae (Drannik et al., 2004; Huvenne et
al., 2011). En este ultimo caso, en ratones con funcién pulmonar normal o
previamente expuestos a humo de tabaco, induce respuesta inflamatoria intensa
y dafio pulmonar (Gaschler et al., 2009; Gaschler et al., 2010).

La implementacién y caracterizacion dual (hospedador y patoégeno)
de un modelo murino de pulmén enfisematoso inducido por instilacion
intratraqueal de EPP y exacerbacion mediante infeccion aguda por H.
influenzae, ha sido objeto de estudio en el Capitulo 3 de este trabajo de

Tesis Doctoral.
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3. Haemophilus influenzae: comensal y patégeno oportunista respiratorio

humano

H. influenzae es un cocobacilo Gram negativo pleomorfico. Pertenece
al filo Proteobacteria, clase y-proteobacteria, orden Pasteurellales, familia
Pasteurellaceae. Es anaerobio facultativo y presenta requerimientos nutricionales
consistentes en Nicotinamida-Adenina-Dinucletido (NAD) (factor V), y
hemina (factor X), éste Ultimo Unicamente en aerobiosis. H. influenzae es
miembro habitual del microbioma nasofaringeo humano en individuos sanos,
y un patogeno oportunista causante de infeccion aguda o crénica en individuos

inmunocomprometidos (Agrawal & Murphy, 2011).

Las cepas de H. influenzae se dividen en tipificables y no tipificables, en
funcién de la presencia o ausencia de capsula polisacaridica, respectivamente.
Las cepas tipificables se clasifican en seis serotipos (a-f) en funcion de su
antigeno capsular (Kirkman & Crawford, 1971). H. influenzae serotipo b (Hib)
fue el serotipo mas abundante, causante de septicemia, meningitis, epiglotitis y
neumonia aguda hasta la implementacion de una vacuna eficiente en la década
de los afios 90 del siglo XX (Peltola, 2000; Tudor-Williams et al., 1989). El éxito
de esta vacuna provoco la disminucion de la prevalencia de cepas tipificables y
el aumento de cepas no tipificables (H. influenzae no tipificable, HINT). HINT
coloniza nichos contiguos (oido medio, conjuntiva, senos nasales) siendo agente
etiologico de procesos infecciosos como otitis media, conjuntivitis aguda o
sinusitis; asimismo, accede a las vias respiratorias bajas, causando traqueitis,
neumonia y aproximadamente, ~20-30% de las exacerbaciones en pacientes
EPOC (King, 2012).

3.1. Tratamiento de la infeccion por H. influenzae

La ausencia de vacunas eficaces frente a cepas descapsuladas de H. influenzae
determina la necesidad de utilizar antibioticos como tratamiento, cuya eleccion
depende del tipo de proceso infeccioso, edad del paciente, presencia de

comorbilidades e historial de tratamiento previo. Los antibidticos mas utilizados
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son B-lactamicos, macroélidos, quinolonas, fenicoles y antagonistas de folato
(Tristram et al., 2007). En contrapartida, el uso de antibidticos favorece la
aparicion de resistencias en HINT y el consiguiente fallo terapéutico. La Lista
Global de Patogenos Prioritarios (Global Priority Pathogen List) de la OMS
incluye H. influenzae resistente a ampicilina como una prioridad sanitaria tipo
tres (nivel medio) (http://www.who.int/medicines/publications/global-priority-
list-antibiotic-resistant-bacteria/en/). La resistencia a la ampicilina varia entre
~10-60% de los aislados clinicos, dependiendo de la region geografica, y esta
mediada por la hidrolisis enzimatica del anillo lactamico por B-lactamasas, y la
modificacion de proteinas de union a penicilinas (Penicillin Binding Proteins,
PBP) (Abdel-Rahman et al., 2000; Kaczmarek et al., 2004; Mansson et al.,
2017). El macrélido azitromicina (AZM) es utilizado como profilactico en
pacientes con EPOC moderada-severa por su efecto inmunodulador (Wedzicha
etal., 2017). Sin embargo, la AZM aumenta el riesgo de infecciones pulmonares
por patdgenos respiratorios resistentes a macrolidos, e induce resistencia en
HiNT (Euba et al., 2015b; Hare et al., 2013; Serisier, 2013; Tsuji et al., 2018).
El cotrimoxazol (TxS), combinacion de trimetroprim (TMP) y sulfametoxazol
(SMX), es un antagonista de acido folico, que interfiere con el metabolismo
y la replicacion bacteriana bloqueando la produccion de acido tetrahidrofolico
(ATHF), precusor de timidina. Existen evidencias que relacionan la resistencia
de H. influenzae a TMP con la generacion reversible de auxotrofia a timidina
en cepas aisladas de esputo de pacientes con bronquitis cronica previamente
tratados con TMP (Platt et al., 1983).

La caracterizacion del papel de la auxotrofia a timidina por inactivacion
de la enzima timidilato sintetasa en la resistencia antibiotica de HiNT, y su
impacto en la interaccion patégeno-sistema respiratorio, ha sido objeto de

estudio en el Capitulo 2 de este trabajo de Tesis Doctoral.
3.2. Mecanismos moleculares de variacion genémica de H. influenzae
HiNT es un patogeno oportunista bien adaptado al tracto respiratorio

humano, cuya plasticidad gendomica facilita un alto grado de variacion
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antigénica y fenotipica que, a su vez, favorece el escape de la respuesta inmune
respiratoria (Foxwell et al., 1998; Moxon et al., 1994; Pettigrew et al., 2018).
La secuenciacion de genomas completos de cepas de HiNT aisladas de muestras
respiratorias de pacientes EPOC recogidas de forma longitudinal, en fase estable
o exacerbacion, muestra la diversidad genomica existente, asi como la presencia
de rasgos gendémicos de patoadaptacion y evolucion paralela (De Chiara et al.,
2014; Garmendia et al., 2014; Moleres et al., 2018; Pettigrew et al., 2018).

Los mecanismos responsables de la variacién gendmica y patoadaptacion,
incluyen: (i) captacion de ADN exdgeno e integracion cromosdémica mediante
competencia natural y doble recombinaciéon homéloga, en condiciones de
restriccion nutricional (Findlay & Redfield, 2009; Maughan & Redfield, 2009;
Mell et al., 2011; Mell et al., 2012; Mell et al., 2016; Sinha et al., 2013); (ii)
variacion de fase, que puede ocurrir en la region promotora o codificante de
genes de virulencia (adhesinas: genes hif4, hmwi1A4, hmw2A4; lipopoligosacarido,
LOS: genes liclA, lic2A, lic34, oafA, lex2A, IgtC; captacion de Fe-hemina:
genes hgpA, hgpB, hgpC, tbpB) (Ahmad et al., 2017; Cholon et al., 2008;
Dawid et al., 1999; Gilsdorf et al., 2004; Hood et al., 1996; Moxon et al., 2006;
Power et al., 2009; van Ham et al., 1994; Weiser, 2000); (iii) polimorfismos
(Moleres et al., 2018; Pettigrew et al., 2018); (iv) hipermutacién, en cepas
de HiNT persistentes aisladas de pacientes con fibrosis quistica, y resistentes
a antibidticos P-lactamicos, asociada a polimorfismos en el gen mutS (Jolivet-
Gougeon et al., 2011; Oliver & Mena, 2010; Roman et al., 2004; Watson et al.,
2004).

3.3. Estrategias de persistencia y virulencia de H. influenzae
3.3.1. Evasion de factores solubles del sistema inmune

(i) Evasion del sistema de complemento. HiNT interacciona con C4BP,
Factor H y vitronectina, inhibiendo el sistema del complemento y la opsonizacion
por proteinas formadoras de poros implicadas en lisis celular (Hallstrom et
al., 2007; Hallstrom et al., 2008; Hallstrom & Riesbeck, 2010; Langereis et
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al., 2014; Wong et al., 2011) (Figura 5). Ademas, HiNT retrasa la actividad
convertasa y la deposicion de C3b sobre la superficie bacteriana (Williams et
al., 2001). Esta evasion esta facilitada por la decoracion de la molécula de LOS
de HiNT con galactosa, acido sialico o fosforilcolina (ChoP) (Severi et al.,
2005; Severi et al., 2007; Weiser et al., 1997). Estas modificaciones mimetizan
moléculas eucariotas favoreciendo, ademas, la resistencia sérica (Ikeda et al.,
2015). Sin embargo, ChoP es reconocida por la proteina C-reactiva (C-Reactive
Protein, CRP), activadora de la via clasica del complemento (Gould & Weiser,
2002). La variacion de fase del operdn licIABCD, responsable de la decoracion
del LOS con ChoP, modula los niveles superficiales de esta molécula y, por
tanto, su capacidad para provocar enfermedad invasiva mediante evasion de la

activacion del complemento mediada por CRP (fenotipo ChoP-) (Weiser et al.,
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Figura 5. Mecanismos de persistencia y virulencia de HiNT. (A) Evasion del sistema de complemento por
interaccion con vitronectina, Factor H y C4BP a través de la decoracion superficial de la molécula de LOS.
(B) Resistencia a péptidos antimicrobianos, por cambios en carga y/o hidrofobicidad superficial bacteriana,
determinada por la estructura de la molécula de LOS, y los sistemas VacJ/Mla y SapABCDFZ. (C) Secrecion
de IgA proteasa, que escinde la region bisagra de la IgA de la mucosa respiratoria. (D) Interaccion con proteinas
de ECM (1, plasmindgeno; 2, laminina; 3, colageno 1V; 4, fibronectina; 5, proteoglicano; 6, vitronectina)
expuestas por dafo tisular pulmonar, a través de proteinas bacterianas de superficie. (E, F) La formacion de
biopeliculas aumenta la resistencia bacteriana a la fagoctosis y a NETs. (G) Formacion de OMVs, implicadas
en competencia natural, invasion epitelio respiratorio, formacion de biopeliculas o resistencia a antibioticos.
(H, I) La infeccion del epitelio respiratorio por HiNT esta mediada por la interaccion de ligandos bacterianos
(algunos de ellos de naturaleza conocida) con receptores celulares (ICAM-1, hCEACAM y PAFR), a través
de mecanismos de tipo zipper-like. Dicha interaccion media la invasion epitelial por HiNT, localizado
intracelularmente en compartimentos de tipo endosoma tardio en un estadio no replicativo (J). (K) Los
macrofagos alveolares fagocitan HiNT utilizando la ruta PI3K-Akt, que es eliminado mediante procesamiento
fagolisosomal. AMP, péptidos antimicrobianos; ECM, matriz extracelular; MA, Macréfago Alveolar; ME,
Membrana Externa; MI, Membrana Interna; PMN, neutréfilo. Adaptada de (Ahearn et al., 2017).
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1997; Weiser & Pan, 1998; Weiser et al., 1998).

(i1) Resistencia a péptidos antimicrobianos, mediada por: (a) modificacion
de carga ¢ hidrofobicidad superficial de HINT por la presencia de acido sialico,
ChoP y el grado de acilacion del lipido A de la molécula de LOS; (b) la accion
del sistema de transporte retrogrado de fosfolipidos VacJ/MlaA; y (c) el sistema
SapABCDFZ, que interacciona con péptidos antimicrobianos en el periplasma
através de SapA, y facilita el transporte de los mismos a través de la membrana
interna (SapBCDFZ) para su posterior degradacion en el citoplasma (Fernandez-
Calvet et al., 2018; Lysenko et al., 2000a; Mason et al., 2006: Nakamura et
al., 2011; Shelton et al., 2011; Starner et al., 2002) (Figura 5). Ademas,
SapABCDFZ es multifuncional, y esta implicado en captacion de hemina y
potasio (Mason et al., 2006; Mason et al., 2011), adhesion epitelial (Raffel et
al., 2013), arquitectura de biopeliculas (Vogel et al., 2012) y virulencia (Mason
et al., 2005).

(iii) Interacciéon de HiNT con surfactante pulmonar. Las heptosas y
glucosas que forman parte de la molécula de LOS de HiNT son reconocidas por
SP-A, SP-Dyporlagalectinahumana 8 (Gal8), favoreciendo la opsonofagocitosis
y bloqueando la infeccidon bacteriana (Clark et al., 2016; Kalograiaki et al.,
2016; LeVine et al., 2000; Ramadas et al., 2009; Stowell et al., 2014). La
heterogeneidad del LOS intra- e intercepa minimiza el reconocimiento por estas
lectinas, y favorece la evasion de la respuesta inmune innata (Hood et al., 1999a;
Hood etal., 1999b; Hood et al., 2001; Masoud et al., 1997; Schweda et al., 2007).

(iv) Adaptacion metabdlica y evasion de la inmunidad nutricional,
mediante: (a) utilizacion de glucosa como fuente de carbono mediante
fermentacion asistida por respiracion, cuyos productos finales mayoritarios son
acido acético o acido formico y succinico, en funcién de la mayor o menor
disponibilidad de O,, respectivamente (Othman et al., 2014); (b) ausencia de la
ruta de B-oxidacion de acidos grasos por reduccion genémica (Fernandez-Calvet
et al., 2018; Fleischmann et al., 1995); (c) produccion de ureasa, dependiente
de la disponibilidad de nitrogeno (Murphy & Brauer, 2011); (d) respuesta frente
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a estrés oxidativo, mediada por el regulon OxyR, al que pertenecen genes que
codifican proteinas implicadas en defensa frente a estrés oxidativo (HKtE,
PgdX, Dps), Fe (HfeABCD) y reparacion de ADN (Gnd, PntAB) (Harrison
et al., 2007; Whitby et al., 2012); (e) produccion de histidina, en funciéon de

localizacion anatémica (Juliao et al., 2007); (f) adquisicion de Fe-hemina.

HiNT carece de los genes que codifican las enzimas que catalizan la
conversion de acido d-aminolevulinico en protoporfirina IX (PPIX), precursor
de hemina (Panek & O»Brian, 2002; White & Granick, 1963), por lo que
requiere la presencia de PPIX en el medio, utilizada para sintetizar hemina a
través de la actividad de la ferroquelatasa HemH (Loeb, 1995; Schlor et al.,
2000) o, alternativamente, hemina (Figura 6A). Dada esta auxotrofia, HINT
presenta varios sistemas de captacion de Fe-hemina: (a) sistemas dependientes
de TonB-ExbDB, entre los que existen proteinas de membrana externa (Hup,
HemR, Hgps, TbpBA) (Gray-Owen et al., 1995; Gray-Owen & Schryvers,
1995; Herrington & Sparling, 1985; Holland et al., 1992; Jarosik et al., 1995;
Jin et al., 1996; Jin et al., 1999; Khan et al., 2007; LaCross et al., 2014; Morton
& Stull, 1999; Morton et al., 2004; Ren et al., 1998; Seale et al., 20006), y
proteinas secretadas o hemoforos (HxuCBA) (Cope et al., 1998; Cope et al.,
2001; Fournier et al., 2011; Hanson et al., 1992a; Morton et al., 2007a; Wong
et al., 1995); (b) sistemas independientes de TonB-ExbBD, entre los que se
encuentran proteinas periplasmicas acopladas a transportadores ABC en la
membrana interna (SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF, HitABC) (Adhikari et al.,
1995; Hanson et al., 1992b; Morton et al., 2009a; Morton et al., 2009b; Sanders
et al., 1994; Vergauwen et al., 2010), y proteinas de membrana externa que
almacenan y comparten hemina (proteina E, PE) (Al Jubair et al., 2014) (Figura
6B).

La caracterizacion del papel de los sistemas de captacion de Fe-hemina en la
interaccionpatogeno-hospedadordurantelainfeccionrespiratoriapor HiNT,

ha sido objeto de estudio en el Capitulo 1 de este trabajo de Tesis Doctoral.
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Figura 6. (A) Ruta de biosintesis de hemina en bacterias Gram negativas. HINT carece de las enzimas
que convierten el acido d-aminolevulinico en protoporfirina IX (PPIX) (flecha roja). HINT requiere la
presencia en el medio extracelular de PPIX, que incorpora Fe a través de la ferroquelatasa (flecha verde);
o alternativamente, hemina. Adaptada de (Choby & Skaar, 2016). (B) Representacion esquematica de los
sistemas de captacion de Fe-hemina de HiNT. Izquierda, sistemas TonB-dependientes: HxuCBA, Hgps,
TbpBA, HemR, Hup, implicados en captacion de hemopexina, hemoglobina, transferrina y hemina. Derecha,
sistemas TonB-independientes: HitABC, HbpA-DppBCDEF, SapABCDFZ y PE.
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(v)Evasiéon delainmunidad mediada por anticuerpos. Lainmunoglobulina
A (IgA), particularmente la subclase IgA1 (~90% de IgA en el tracto respiratorio)
(Brandtzaeg, 1992), desempeina un papel importante en la defensa del hospedador
inhibiendo la adhesion microbiana y promoviendo la inmunidad humoral (Kilian
et al., 1996). HINT puede presentar hasta cuatro endopeptidasas extracelulares
denominadas IgA proteasas (Al, A2, B1, B2), que esciden la region bisagra
de IgA eliminando la actividad aglutinante (Murphy et al., 2017; Rao et al,,
1999). Las IgA proteasas también contribuyen a la vida intracelular de HiNT
(ver apartado 3.3.5) (Clementi et al., 2014; Murphy et al., 2017).

3.3.2. Interaccién con proteinas de ECM

El dafio tisular pulmonar asociado a la EPOC facilita la interaccion de
HiNT con proteinas de ECM, lo que permite la migracion bacteriana hacia
la membrana basal (St Geme, 2002). Existen evidencias de la interaccion de
proteinas de superficie de HINT con plasmindgeno (a través de PE), fibronectina
(Outer Membrane Protein (OMP)-P4; Hap, PE), colageno IV (Hap), laminina
(proteina P4, también denominada lipoproteina E; Hap, PE) y vitronectina
(proteina F, PE, OMP-P4) (Barthel et al., 2012; Euba et al., 2015c¢; Fink et al.,
2002; Hallstrom et al., 2006; Hallstrom et al., 2011; Kenjale et al., 2009; Osman
et al., 2018; St Geme, 2002; Su et al., 2016) (Figura 5).

3.3.3. Formacion de biopeliculas

La formacion de biopeliculas por HiNT es observada en condiciones
experimentales y muestras clinicas de otitis media, y en las vias respiratorias
inferiores de pacientes con fibrosis quistica (Idicula et al., 2016; Jurcisek &
Bakaletz, 2007; Post, 2001; Starner et al., 2006). Las biopeliculas de HiNT
presentan una matriz extracelular organizada con acidos nucleicos, proteinas,
polisacaridos P-glucanos, y células inflamatorias (trampas extracelulares
de neutrdfilos o Neutrophil Extracellular Traps, NETs) (Das et al., 2017;
Domenech et al., 2016; Juneau et al., 2011; Swords, 2012). La formacion de

biopeliculas favorece la resistencia de HINT a la fagocitosis y las NETs, asi
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como a antimicrobianos solubles (péptidos y antibidticos), y facilita el desarrollo
de infecciones persistentes (Ahearn et al., 2017; Hong et al., 2009; Juneau et al.,
2011; Juneau et al., 2015) (Figura 5).

Los elementos de HINT implicados en la formacion de biopeliculas, incluyen:
(1) decoracion de la molécula de LOS con acido sialico y/o ChoP (Morey et al.,
2011; Swords et al., 2004); (i) ADN de doble hebra; (iii) proteinas de union a
ADN (proteina HU), factor de integracion de huésped (/ntegration Host Factor,
IHF), PilA, OMP-P2, OMP-P5 y OMP-P6 (Carruthers et al., 2012; Goodman
et al., 2011; Hong et al., 2009; Juneau et al., 2011; Jurcisek & Bakaletz, 2007,
Jurcisek et al., 2007; Wu, S. et al., 2014). Ademas, el estrés oxidativo y la
deplecion de Fe-hemina condicionan la arquitectura y formacion de biopeliculas
de HiNT, a través de las proteinas Dps y SapF, respectivamente (Pang et al.,
2012; Vogel et al., 2012).

3.3.4. Formacion de vesiculas de membrana externa

HiNT produce y libera vesiculas de membrana externa (OMVs) de 20-200 nm
de diametro, esféricas, con envuelta de bicapa lipidica (Deich & Hoyer, 1982;
Sharpe et al., 2011), que contienen: (i) ADN; (ii) restos de moléculas de LOS;
(iii) proteinas periplasmicas y de membrana externa implicadas en adhesion
celular (OMP-P5, OMP-P2, HMWI1A, HMWI1B, HMW2B), metabolismo
(azucares, lactato, poliaminas), proteasas (IgA proteasas, serin-proteasas,
B-lactamasas), y captacion de Fe-hemina (HbpA, HgpB, HitA); (iii) una fraccion
lipidica, formada por acido palmitico y fosfatidiletanolamina (Roier et al., 2015;
Sharpe et al., 2011). Estan implicadas en competencia natural, formaciéon de
biopeliculas, invasion epitelial, inmunomodulacion, o resistencia antibidtica
(Deich & Hoyer, 1982; Hong et al., 2009; Ren et al., 2012; Schaar et al., 2014;
Sharpe et al., 2011) (Figura 5).

3.3.5. Infeccién del epitelio respiratorio

La infeccion epitelial por HiNT presenta varias etapas:
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(1) Adhesion. HiNT interacciona con mucinas (a través de OMP-P2, OMP-P5
e HifA) (Reddy et al., 1996; Reddy et al., 1997), y con receptores epiteliales,
entre los que se incluyen: ICAM-1, a través de los ligandos bacterianos PilA
(proteina del pilus IV) y OMP-P5; hCEACAM-1, a través de OMP-P5 y FadL;
y PAFR, a través de proteina D y moléculas de ChoP (Avadhanula et al., 2006;
Eubaetal.,2015c¢; Johnson etal., 2011; Moleres et al., 2018; Swords et al., 2000;
Tchoupa et al., 2015). Ademas, en la infeccion epitelial por HiINT intervienen
las adhesinas HMW 1A, HMW2A, Hia, OapA y Hap, cuyos receptores celulares
son desconocidos (Jurcisek et al., 2007; Laarmann et al., 2002; Mell et al., 2016;
Novotny & Bakaletz, 2016; Prasadarao et al., 1999; St Geme et al., 1993; St
Geme, 1994).

(i1) Invasion celular, observada en: epitelio conjuntivo (células Chang),
nasal (células RPMI 2650), faringeo (células Detroit-562), bronquial (células
NCI-H292), alveolar (células A549, neumocitos tipo II), células subepiteliales
y células del tejido adenoide (Ahren et al., 2001a; Ahren et al., 2001b; Euba
et al., 2015¢; Prasadarao et al., 1999; St Geme & Falkow, 1990). HiNT no
posee mecanismos especializados de invasion activa (friggered-like), y su
internalizacion es de tipo zipper-like, con la participacion de elementos del
citoesqueleto eucariota (actina o tubulina, segliin tipo celular) y de varias
cascadas de sefalizacion celular (Clementi & Murphy, 2011; Clementi et al.,
2014; Ketterer et al., 1999; Lopez-Gomez et al., 2012; Morey et al., 2011;
Swords et al., 2000). Asimismo, la formacién de autoagregados bacterianos
facilita la internalizacion epitelial por HINT (Mell et al., 2016) (Figura 5).

(iii) Vida intracelular. HiNT reside intracelularmente en compartimentos
de tipo endosoma tardio, en estadio no replicativo (Clementi & Murphy, 2011;
Lopez-Gomez et al., 2012; Morey et al., 2011; van Schilfgaarde et al., 1999)
(Figura 5). Ademas, la expresion de IgA proteasas facilita la persistencia
intracelular por escision de la region bisagra de IgA, implicada en la acidificacion
del compartimento lisosomal (Clementi et al., 2014; Murphy et al., 2017). Esta
funciodn ha sido descrita para las IgA proteasas Al (Clementi et al., 2014), Bl y
B2 (Murphy et al., 2017).
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3.3.6. Interaccion patégeno-fagocitos profesionales

La proteina D de HiNT media la adhesion a fagocitos y la fagocitosis por
macrofagos (Ahren et al., 2001a; Craig et al., 2001). La internalizaciéon de HINT
esta mediada por remodelacion del citoesqueleto de actina, el colesterol de
balsas lipidicas, y el eje de sefializacion PI3K-Akt. Tras su fagocitosis, HINT es
eliminado mediante procesamiento fagolisosomal (Marti-Lliteras et al., 2009).
La infeccion por HiNT inicia la formacion de NETS, si bien el patdgeno evade
la muerte mediada por estas estructuras mediante la produccion de compuestos
antioxidantes (peroxiredoxina/glutaredoxina y catalasa), y la formacion de
biopeliculas (Juneau et al., 2011; Juneau et al., 2015) (Figura 5).

3.4. Identificacion de factores de virulencia de H. influenzae

La identificacion de factores de virulencia de HiNT se ha llevado a cabo a
través de distintas aproximaciones in vivo ¢ in vitro (Figura 7 y Tabla A1), que

incluyen las siguientes estrategias:

(i) Escrutinio de genotecas de mutantes generados por transposicion.
En base a las caracteristicas de los transposones utilizados, distinguimos High-
Throughput Insertion Tracking by deep Sequencing (HITS) y Transposon-
sequencing (Tn-seq). HITS utiliza transposones que carecen de sitios de
restriccion tipo IIS en sus repeticiones invertidas; Tn-seq incorpora en las
secuencias invertidas del transposon Mariner la diana de la enzima de restriccion
Mmel (van Opijnen et al., 2009; van Opijnen & Camilli, 2013). Este tipo de
genotecas se ha utilizado: (a) in vitro para identificar genes de HiNT esenciales
para su crecimiento (Akerley & Lampe, 2002; Akerley et al., 2002), implicados
en interaccion con suero humano (Nakamura et al., 2011), evasion de la muerte
mediada por neutrofilos (Langereis & Weiser, 2014), y formacion de biopeliculas
(Marti et al., 2017); (b) in vivo, para la identificacion de genes implicados en
infeccion sistémica (Herbert et al., 2002), y pulmonar (Wong et al., 2013).

(i1) Promoter Trap system (TRAP) y escrutinio in vivo para identificacion de

promotores de HiNT activos durante la infeccion del oido medio en un modelo
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de otitis media en chinchilla (Mason et al., 2003).

(iii) Transformed Recombinant Enrichment Profiling (TREP). Mediante
transformacion natural de una cepa “receptora” con ADN genomico de una
“cepa donadora”, TREP permite generar pools de clones recombinantes que
incorporan fragmentos de ADN gendmico de la cepa donadora. La utilizacion de
cepas donadora y receptora con claras diferencias fenotipicas permite el disefio
de escrutinios genomicos de ganancia de funcion, que seleccionan la adquisicion
de un rasgo fenotipico concreto por una cepa receptora como consecuencia de
la captacion del ADN donador portador de los determinantes genéticos de dicho
fenotipo mediante transformacion natural y doble recombinaciéon homologa.
Este método ha sido utilizado para investigar la arquitectura genética de la
invasion epitelial por HiINT in vitro (Mell et al., 2016).

(iv) Proteoma in vitro, empleado para identificacion de proteinas expresadas
durante el crecimiento de HiNT en esputo humano (Qu et al., 2010).

(v) Transcriptoma de la infeccion epitelial por HINT mediante “dual RNA-
seq”, empleado para determinar el perfil de expresion de genes bacterianos y

celulares durante el proceso infeccioso in vitro (Baddal et al., 2015).

Identificacion de factores de virulencia de HiINT

¢—‘—+ Suero humano
HITS —> HINT R2866
Invivo Invitro Nakamura et al., 2011
RAKW20(b+) . Genoteca de
Herbert et al., 2002 mutantes por Tn
HIiI'S 4—\ >
Neumonia
< Tn-seq
~ RdKkw20 < Genoteca de Biopelicula
Gawronski et al., 2009 tant T HINT R2866
fmulanies por In Marti et al., 2017

Bacteriemia

Neutréfilos
HINT R2866
Langereis and Weiser, 2014

Neumonia
RdKW20 <—Tn-seq Células epiteliales A549
Wong et al., 2013 > | TREP HINT 86-028 NP
Mell et al., 2016
Esputo humano
> | Protedmica ——» 11P6H
Otitis media iotomi Células epiteliales NHBE
HiNT 86-028 NP TRAP —> T';e:\‘n:cnpmmlca HIiNT 176
Mason et al., 2003 (RNA-seq)

Baddal et al., 2015

Figura 7. Escrutinios utilizados para la identificacion de factores de virulencia de HiNT. /n vitro
(derecha): (i) genotecas de mutantes por transposicion mediante High-Throughput Insertion Tracking by deep
Sequencing (HITS) y Transposon-sequencing (Tn-seq); Transformed Recombinant Enrichment Profiling
(TREP); protedmica; transcriptomica (dual RNA-seq). In vivo (izquierda): (i) genotecas de mutantes por
transposicion mediante HITS y Tn-seq; (ii) Promoter Trap system (TRAP).
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La utilizacion de un modelo murino de pulmén enfisematoso inducido por
instilacion intratraqueal de EPP para realizar un escrutinio de factores
de virulencia de HiNT mediante Tn-seq, ha sido objeto de estudio en el

Capitulo 3 de este trabajo de Tesis Doctoral.
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Hipotesis & Objetivos

La exposicion cronica al humo de tabaco, principal factor de riesgo para
desarrollar Enfermedad Pulmonar Croénica Obstructuva (EPOC), induce
alteracion de la homeostasis de hierro (Fe) pulmonar, comprometiendo la
inmunidad nutricional del hospedador. El patégeno oportunista Haemophilus
influenzae coloniza el pulmon EPOC, es auxotrofo a hemina, y ha evolucionado
un panel de sistemas de captacion de Fe-hemina; si bien, su contribucion global
a la patogénesis de este microorganismo es poco conocida. En este contexto,
proponemos la siguiente hipdtesis: “La auxotrofia a hemina de H. influenzae
ha evolucionado hacia una accion coordinada del repertorio de sistemas
de captacion de Fe de dicho patégeno, como mecanismo de evasion de la

respuesta inmune”.

La ausencia de vacunas efectivas frente a H. influenzae no tipificable, genera
la necesidad de tratar y prevenir las infecciones en pacientes EPOC mediante
administracion de antibidticos, favoreciendo la aparicion y transmision de
resistencias. El cotrimoxazol (TxS) interfiere en la sintesis de pirimidinas,
inhibiendo la replicacion de ADN. No existe informacion sobre la generacion
resistencia a TxS asociada a la auxotrofia a timidina ni de sus consecuencias en
la patogénesis de H. influenzae. En base a estas observaciones, planteamos la
siguiente hipétesis: “La relacion entre auxotrofia a timidina y resistencia a
TxS puede modificar la dindmica de la interaccion entre H. influenzae 'y el

sistema respiratorio humano”.

El desarrollo y caracterizacion de modelos animales preclinicos para el
estudio de la biologia de la EPOC y la valoracion de nuevas terapias es clave
en el contexto de la infeccion por H. influenzae, asociada a esta patologia. Los
escrutinios genéticos permiten identificar factores de virulencia, con potencial
para ser nuevas dianas terapéuticas. Por ello, proponemos la siguiente hipotesis:
“El modelo de enfisema inducido por instilacion de elastasa porcina
pancreatica mimetiza caracteristicas de la EPOC y puede ser util para
identificar factores de virulencia de HiNT implicados en la colonizacion del

pulmon enfisematoso”.
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Las hipotesis planteadas fueron abordadas mediante los siguientes objetivos:

1. Analisis del papel de los sistemas de captacion de Fe-hemina en la
patogénesis de H. influenzae.

2. Analisis del efecto de la auxotrofia a timidina en la resistencia
antibidtica, fisiologia y patogénesis de H. influenzae.

3. Analisis de un modelo murino de enfisema pulmonar e infeccion
respiratoria por H. influenzae, y su aplicacion al escrutinio de factores

de virulencia bacterianos.
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Capitulo 1

1.1. Resumen

Laretencion y baja disponibilidad de Fe es una parte esencial de la inmunidad
innata nutricional que los patdgenos bacterianos contrarrestan con estrategias
de captacion de este micronutriente. El humo de tabaco contiene particulas
que alteran la homeostasis de Fe a nivel pulmonar y sistémico, lo que puede
aumentar la virulencia de patogenos oportunistas que colonizan los pulmones,
como es el caso de HiNT. HiNT es auxétrofo a hemina, y el andlisis de su
genoma revela la presencia de multiples sistemas de adquisicion de Fe-hemina
necesarios para la respiracion aerdbica, si bien se desconoce su papel global en

la infeccion respiratoria.

Este Capitulo aborda la funcidn de los sistemas de captacion de Fe-hemina en
la infeccion pulmonar por HiNT. Para ello, se generaron mutantes simples en los
sistemas tbpBA, hxuCBA, sapABCDFZ, hbpA, hitABC'y hpe. Su caracterizacion
mostré que HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA y PE son sistemas multifuncionales,
involucrados en union-almacenamiento de hemina, donacidén de hemina inter-
bacteria y prevencion de la toxicidad provocada por el exceso de hemina. Estas
observaciones fueron apoyadas por la generacion computacional de modelos
tridimensionales plausibles con la interaccion independiente de HbpA, SapA, PE
y HxuA con hemina. Ademas, estos sistemas estan implicados en la virulencia de
HiNT, participando en la infeccion epitelial respiratoria, resistencia a péptidos
antimicrobianos, importacion de glutation, e infeccion pulmonar murina. La
multifuncionalidad observada resultd ser especifica de cada sistema, limitando
su redundancia funcional. Por otra parte, el analisis de expresion génica mostro
la existencia de una interconexion entre estos sistemas que, ademas, responden

a la disponibilidad de hemina en el medio extracelular.

En conjunto, el Capitulo 1 de este trabajo de Tesis Doctoral proporciona
evidencias acerca del papel de HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA y PE como
factores bacterianos que actiian de manera coordinada y multifuncional para
subvertir la inmunidad nutricional y otros mecanismos de defensa innata del

huésped durante la patogénesis de HiNT.
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Capitulo 1

1.2. Introduccion

La necesidad de las bacterias patdgenas de captar metales de su entorno
obliga a los hospedadores vertebrados a desarrollar mecanismos que limitan
su biodisponibilidad. Esta limitacion forma parte de la inmunidad innata y es
denominada inmunidad nutricional, siendo el secuestro de Fe uno de sus aspectos
principales. Los niveles de Fe estan estrechamente controlados por sistemas
reguladores del hospedador, que condicionan su absorcion, transporte sistémico,
distribucion, captacion celular y almacenamiento (Ali et al., 2017; Ghio, 2009).
En contrapartida, los patdgenos desarrollan mecanismos de captacion de Fe del
huésped durante la infeccion (Barber & Elde, 2015). De hecho, el exceso de Fe
aumenta la virulencia de numerosos patogenos, lo que pone de manifiesto la
proteccion proporcionada por la inmunidad nutricional (Skaar, 2010; Soares &
Weiss, 2015).

El Fe existe en las formas ferrosa reducida (Fe*") o férrica oxidada (Fe**). El
potencial redox Fe*/Fe** hace que este elemento sea extremadamente versatil
cuando se incorpora a proteinas como centro catalitico o transportador de
electrones, siendo esencial en numerosos procesos bioldgicos. Aunque abunda
en la naturaleza, el Fe apenas se encuentra en su forma ferrosa biologicamente
activa. En condiciones aerdbicas, Fe** es inestable y genera Fe** y ROS a través
de la reaccion de Fenton, que puede dafar lipidos, ADN y proteinas (Krewulak
& Vogel, 2008). Por el contrario, Fe’*" es poco soluble en agua y requiere
proteinas especializadas para facilitar su movilizacion y mantener los reservorios
intracelulares. Las proteinas lactoferrina y transferrina transportan Fe, y la
ferritina lo almacena (Choby & Skaar, 2016); sin embargo, la mayor parte de Fe
en vertebrados se encuentra unido al anillo de porfirina como ferriprotoporfirina
IX (grupo hemo) (Choby & Skaar, 2016). El grupo hemo esté unido a proteinas,
principalmente intracelulares (hemoglobina, mioglobina, citocromos). La
hemoglobina de los eritrocitos lisados se une a la haptoglobina y la hemopexina
séricas y, en menor medida, a la albumina sérica, siendo asi accesible para
patogenos extracelulares (Cassat & Skaar, 2013). Numerosos patogenos usan

el grupo hemo como fuente de Fe y dedican una maquinaria celular extensa a
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su sintesis y/o adquisicion (Cassat & Skaar, 2013; Choby & Skaar, 2016; Hood
& Skaar, 2012). Sin embargo, el exceso de Fe-hemina es toxico, y las bacterias
desarrollan estrategias protectoras, basadas en la escision del anillo de porfirina

por accioén catalitica de una hemooxigenasa o, alternativamente, en su eflujo,
secuestro o almacenamiento (Anzaldi & Skaar, 2010; Choby & Skaar, 2016).

En el pulmoén, el Fe es almacenado en ferritina; los macrofagos alveolares
secuestran el grupo hemo de los eritrocitos senescentes, captan y almacenan el Fe
de la transferrina, y eliminan el Fe de la materia particulada inhalada. Asimismo,
los neutroéfilos liberan moléculas reguladoras que ayudan a secuestrar Fe libre
(Gammella et al., 2014; Ganz, 2012; Ghio et al., 2006). Los niveles de Fe en
el pulmon humano oscilan entre 0.4-0.9 mg/gr, y los pulmones estan expuestos
a ~10 microgramos (ng) de Fe atmosférico/dia durante una tasa de respiracion
normal. La exposicion a concentraciones superiores de Fe mediante la inhalacion
de materia particulada proporciona Fe cataliticamente activo que genera dafio
tisular. La hemorragia alveolar observada en algunas patologias pulmonares
conduce al catabolismo de la hemoglobina y al aumento de los niveles de Fe, y
existen evidencias sobre la alteracion de la homeostasis de Fe en enfermedades
respiratorias importantes como es la EPOC (Ali et al., 2017; Ghio et al., 2008a;
Ghio, 2009; Gozzelino & Arosio, 2016). El humo de tabaco, principal factor de
riesgo de la EPOC (Wong et al., 2016), contiene particulas de Fe y sustancias
toxicas que inducen la acumulacion de Fe intracelular y alteran su homeostasis
pulmonar y sistémica (Ghio et al., 2008a; Ghio et al., 2008b). Dado que un
exceso de Fe en el huésped favorece la incidencia de enfermedades infecciosas,
la desregulacion de la homeostasis de Fe en el pulmén EPOC puede potenciar la
virulencia de patégenos oportunistas que colonizan las vias respiratorias bajas
de estos pacientes (Cassat & Skaar, 2013; Ghio et al., 2006; Ghio, 2009).

HiNT persiste en el pulmén EPOC y contribuye a la inflamacion cronica de
las vias respiratorias, lo que empeora los sintomas y acelera la progresion de
la enfermedad (Anzueto, 2010; Desai et al., 2014; Finney et al., 2014; Murphy
et al., 2004). Las proteinas de union a Fe, y el Fe propiamente dicho, pueden

desempefiar un papel importante en la patogénesis de infecciones respiratorias
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como las producidas por H. influenzae, por lo que la relaciéon entre Fe e infeccion
respiratoria puede repercutir en la patobiologia y el tratamiento de la EPOC
(Ali et al., 2017). HiNT es aux6trofo a hemina y posee un panel de sistemas
implicados en la captacion de Fe o hemina del medio extracelular (Adhikari et
al., 1995; Al Jubair et al., 2014; Cope et al., 1998; Cope et al., 2001; Fournier
et al., 2011; Gray-Owen et al., 1995; Gray-Owen & Schryvers, 1995; Hanson
et al., 1992a; Hanson et al., 1992b; Herrington & Sparling, 1985; Holland et
al., 1992; Jarosik & Hansen, 1995; Jin et al., 1996; Jin et al., 1999; Khan et al.,
2007; LaCross et al., 2014; Morton & Stull, 1999; Morton et al., 2004; Morton
et al., 2007a; Morton et al., 2009a; Morton et al., 2009b; Ren et al., 1998;
Sanders et al., 1994; Seale et al., 2006; Vergauwen et al., 2010; Wong et al.,
1995) (ver resumen en Figura 6). Sin embargo, la informacion disponible sobre
la contribucion de estos sistemas a la infeccion por HINT ha sido generada de
forma aislada (Morton et al., 2004; Morton et al., 2007b; Morton et al., 2009b;
Seale et al., 2006; Szelestey et al., 2013), y carecemos de una vision global
del papel relativo de estos sistemas durante la infeccion respiratoria por este

patogeno.

En este trabajo, proponemos que la disrupcion patologica de la homeostasis
de Fe pulmonar y la auxotrofia a hemina pueden haber evolucionado hacia
la accion coordinada del repertorio de sistemas de captacion de Fe de HiNT,
contribuyendo asi a evadir la inmunidad nutricional y favorecer su patogénesis.
La inactivacion sistematica de genes bacterianos y su evaluacion fenotipica
determinaron la contribucion relativa de TbpBA, HxuCBA, SapABCDFZ,
HbpA, HitABC y PE a la infeccion respiratoria por HiNT.

1.3. Materiales y Métodos
1.3.1. Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo

Las cepas, plasmidos y cebadores utilizados se describen en el Anexo I
(Tablas A2, A3 y A4). Las cepas de HiNT se crecieron durante 16 horas (h), a

37°C, con 5% CO,, en agar chocolate (Biomérieux), Mueller Hinton-Fastidioso
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agar (MH-F agar) (Biomérieux), Haemophilus Test Medium agar (HTM
agar, Oxoid) o medio Infusién Cerebro-Corazén agar (Brain-Heart Infusion
medium, BHI agar; Oxoid). El medio BHI se suplement6 con 10 pg/ml NAD
(factor V) (Sigma-Aldrich) (BHI-NAD). Alternativamente, HTM y BHI agar
se suplementaron con 10 pg/ml NAD y 10 ug/ml hemina (factor X) (Merck)
(sHTM y sBHI agar, respectivamente). Los cultivos liquidos se crecieron en
BHI-NAD, sBHI, o medio minimo quimicamente definido (Chemically Defined
Minimal Medium, CDMM) suplementado con cistina 50 micromolar (uM)
(Sigma-Aldrich) o glutation disulfuro (GSSG) 50 uM (Sigma-Aldrich) (Tabla
AS5) (Herriott et al., 1970; Vergauwen et al., 2003; Vergauwen et al., 2010). Para
ello, se prepararon stocks de GSSG (20 miliMolar, mM) en agua estéril, y cistina
20 mM en HCI 1 M, se filtraron y mantuvieron a 4°C hasta su uso. Cuando fue
necesario, se empleo eritromicina (Erm) 11 pg/ml (Erm)) o espectinomicina
(Spec) 50 ug/ml (Spec,)). Escherichia coli se cultivo en Luria Bertani (LB)
agar a 37°C, con ampicilina (Amp) 100 pg/ml (Amp ), Erm , o Spec,, pg/ml,

cuando fue necesario.
1.3.2. Generacion de cepas mutantes de H. influenzae

Se utilizaron dos estrategias para generar los mutantes de este Capitulo.
Los plasmidos y cebadores empleados se muestran en el Anexo I (Tablas A3y
A4). Un fragmento de ADN con la secuencia de cada gen/operén a mutar y sus
respectivas regiones flanqueantes (para detalles especificos, véase Anexo I) se
amplifico6 mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction, PCR) con Phusion polimerasa (Thermofisher), usando como molde
ADN genémico de la cepa HiINT375, y cebadores especificos, gen +region
flanqueante-F1 y gen +region flanqueante-R1. Cada producto de amplificacion
se clon6 en pJET1.2 (Termofisher) o pGEMT-easy (Promega), generando los
plasmidos pJET1.2-thpBA, pJET1.2-hxuCBA, pGEMT-sapAB, pJET1.2-hbpA,
pJET1.2-hpe y pJET1.2-fur. Para generar pJET1.2-hitABC, dos fragmentos de
ADN del operoén £itABC fueron amplificados de forma independiente utilizando
cebadores hitABC-F1/hitABC-R1 y hitABC-F2/hitABC-R2, respectivamente;

ambos productos de PCR fueron digeridos con Kpnl, y ligados, lo que genero
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un producto de ligacion conteniendo una deleccion de 853 pares de bases (pb)
correspondientes al extremo 3’ del gen AitB y 200 pb del extremo 5 del gen
hitC. Este producto de ligacion fue amplificado con los cebadores /4itABC-F1 'y
hitABC-R2, y clonado en pJET1.2 para generar pJET1.2-hitABC.

Para generar las cepas AsapAB y AhitBC, se generaron cassettes de disrupcion
con un gen de resistencia a Erm. Para ello, pPGEMT-sapA4B fue empleado como
molde en una reaccion de PCR inversa con Phusion polimerasa y los cebadores
sapAB-F2 y sapAB-R2. El producto de amplificaciéon generd una delecion
de 168 pb en el gen sapA, y se utilizé como vector romo para el clonaje de
un gen de resistencia a ErmC escindido por digestion con Smal del plasmido
pBSLerm (Allen et al., 2005), generando pGEMT-sapAB::ermC. Este plasmido
se us6 como molde para amplificar el cassette de disrupcion sapAB::ermC con
los cebadores sapAB-F1 y sapAB-R1. pJET1.2-hitABC se digirié con Kpnl y
se us6 como vector para clonar un gen de resistencia a ErmC escindido por
digestion Kpnl de pBSLerm, generando pJET1.2-AitABC::ermC, que se utilizd
como molde para amplificar el cassette de disrupcion hitABC::ermC con los
cebadores hitABC-F1 y hitABC-R2.

Para generar las cepas AthpBA, AhxuCBA, AhbpA, Ahpe y Afur, se
generaron cassettes de disrupcion con un gen de resistencia a Spec. Para
ello, el gen de resistencia Spec (Spec’) se amplifico utilizando como molde
el plasmido pRSM2832, y pares de cebadores mutagénicos especificos de
cada gen: thpBA-F2/tbpBA-R2; hxuCBA-F2/hxuCBA-R2; hbpA-F2/hbpA-R2;
hpe-F2/hpe-R2; fur-F2/fur-R2 (Tracy et al., 2008). La cepa E. coli SW102
se crecid en condiciones de induccion de recombinacién y electroporacion,
y fue coelectroporada de forma independiente con pJET1.2-tbpBA, pJET1.2-
hxuCBA, pJET1.2-hbpA, pJET1.2-hpe o pJET1.2-fur (50 nanogamos, ng), y con
el cassette mutagénico Spec’ especifico de cada gen (200 ng) (Sinha & Detsky,
2012). Se seleccionaron clones portadores de pJET1.2-tbpBA::spec, pJET1.2-
hxuCBA::spec, pJET1.2-hbpA::spec, pJET1.2-hpe::spec y pJET1.2-fur::spec
en LB agar con Amp, , y Spec,,. Estos plasmidos se usaron como molde para
amplificar los cassettes de disrupcion thpBA::spec, hxuCBA::spec, hbpA::spec,
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hpe::spec 'y fur:ispec con los pares de cebadores tbpBA-F1/tbpBA-R1;
hxuCBA-F1/hxuCBA-R1; hbpA-F1/hbpA-R1; hpe-F1/hpe-R1; fur-F1/fur-R1,
respectivamente. Los cassettes de disrupcion se usaron independientemente
para transformar HiNT375 o RAKW20 mediante transformacion natural con el
método MIV (Herriott et al., 1970).

Los clones transformantes se crecieron en sBHI agar con Erm, , para

11°
seleccionar las cepas AsapAB y AhitBC, y en sBHI agar con Spec,, para
seleccionar las cepas AtbpBA, AhxuCBA, AhbpA, Ahpe y Afur. Todos los

mutantes fueron confirmados mediante PCR.
1.3.3. Crecimiento bacteriano

Las cepas de HiNT se crecieron en agar chocolate durante 16 h para generar
suspensiones bacterianas normalizadas en solucion salina fosfatada (Phosphate
Buffered Saline, PBS) a Densidad Optica 600 nandémetros (DO
inocularon en la superficie de placas con 20 ml BHI agar, en presencia de discos

o) =1, que se
con los factores X+V estériles (Oxoid), y se incubaron durante 20 h a 37°C. El
diametro de crecimiento se midi6 en al menos tres ocasiones independientes
(n=3); los resultados se expresan en milimetros (mm) (media + desviacion
estandar, DE). Alternativamente, las suspensiones bacterianas normalizadas
se diluyeron a DO, ;=0.05 en 2 ml sBHI, y alicuotas de 200 microlitros (ul)
fueron transferidas a pocillos individuales de placa de 96 pocillos (Falcon).
Las placas se incubaron con agitaciéon a 37°C durante 6 h en un dispositivo
Multiskan (Thermo Scientific). La DO, se monitoriz6 cada 15 minutos (min).
Cada curva de crecimiento se corrigio con los valores de medio sin inoculo
bacteriano (sBHI).

Independientemente, las cepas se crecieron en agar chocolate durante 16 h
para generar biomasa que fue inoculada en 7 ml BHI-NAD y crecida durante
8 h a 37°C con agitacion (200 revoluciones por minuto, r.p.m.). Los cultivos
se centrifugaron (10 min, 4.000 r.p.m.), y las suspensiones se normalizaron a
DO,=1 en PBS. Posteriormente, 180 ul de CDMM, suplementado con cistina
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50 uM o GSSG 50 puM, fueron transferidos a pocillos individuales de placas
de 96 pocillos (Sarstedt). A continuacion, se afadieron 20 pl/pocillo de las
suspensiones bacterianas preparadas previamente. Las placas se incubaron en
un lector de microplacas SpectraMAX 340 a 37°C y se registr6 DO, cada 30
min durante 8 h. El crecimiento bacteriano se monitorizé por triplicado, en al

menos tres ocasiones independientes (n>9).

1.3.4. Determinacion semicuantitativa de la uniéon de hemina a la superficie

bacteriana

Las cepas de HiNT se crecieron en agar chocolate durante 16 h para su posterior
inoculacion y cultivo en 5 ml BHI-NAD durante 8 h, a 37°C con agitacion (200
r.p.m.). A continuacion, se inocularon 100 ul de cada cultivo en 20 ml sBHI
y se crecieron durante 16 h en las mismas condiciones. Tras este tiempo, se
recogieron suspensiones bacterianas normalizadas mediante centrifugacion (10
min, 4.000 r.p.m.), se lavaron tres veces con PBS, y se resuspendieron en 5 ml de
PBS. Las suspensiones bacterianas se diluyeron (1:2) en PBS, y 100 pl/dilucion
fueron transferidos a membranas de PVDF. La hemina se detecto utilizando el
kit de deteccion de quimioluminiscencia de Western Blot (ECL) (Pierce), segiin
(Al Jubair et al., 2014).

1.3.5. Cocultivo de HiNT3655/uxABCDE con cepas de H. influenzae

donadoras de hemina

Para analizar la transferencia de hemina entre cepas de HiNT, se cocultivo
HiNT3655/uxABCDE (empleada como cepa receptora de hemina) con cepas
problema (donadoras de hemina). Las cepas donadoras se crecieron en agar
chocolate durante 16 h para su posterior inoculacién en 5 ml BHI-NAD, y se
crecieron durante 8 h con agitacion (200 r.p.m.). A continuacion, se transfirieron
100 pl de estos cultivos a 20 ml sBHI, y se crecieron durante 16 h en las mismas
condiciones. Para deplecionar la hemina, HiNT3655/uxABCDE fue crecida
en agar chocolate, posteriormente inoculada en 20 ml BHI-NAD, y crecida

durante 16 h en agitacion (200 r.p.m.). Los cultivos se recuperaron mediante
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centrifugacién (10 min, 4.000 r.p.m.), se lavaron dos veces con BHI, y se
resuspendieron en 10 ml BHI. Para los cocultivos, volimenes apropiados de cada
suspension bacteriana, donadora y receptora, con el mismo niimero de unidades
formadoras de colonias (u.f.c.), fueron mezclados en 5 ml BHI-NAD, con DO
inicial=0.1, y crecidos a 37°C, 5% CO, y 200 r.p.m. durante 6 h. Como controles,
se emplearon cultivos de HINT3655/uxABCDE similares, crecidos en sBHI o
BHI-NAD (positivo y negativo, respectivamente). Se realizé cuantificacion de
luminiscencia cada hora durante 6 h en un contador 1450 MicroBeta TriLux
(Perkin-Elmer), utilizando 100 pl de los cocultivos bacterianos/medida en placas
negras de 96 pocillos (Uniplate®, Whatman). Los experimentos se realizaron

por triplicado, en al menos en 3 ocasiones independientes (n>9).
1.3.6. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada mediante
microdilucion en paneles comerciales (STRHAE2; Sensititre), siguiendo los
criterios del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (Clinical and
Laboratory Standards Institute. Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing: 27th Edition. CLSI M100-S27. Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA., 2017).

La susceptibilidad bacteriana frente al péptido catidnico polimixina E (PXE)
se determind mediante E-fest (Biomérieux) en MH-F agar. Para ello, las cepas
de interés fueron crecidas en agar chocolate durante 8 h, para su posterior
inoculacion en 7 ml de (i) BHI-NAD o (ii) sBHI, y crecimiento durante 12
h, a 37°C y 200 r.p.m. Los cultivos se centrifugaron (10 min, 4.000 r.p.m.)
y las suspensiones se normalizaron a DO, ,=0.5 McFarland (equivalente a

DO,,,=0.063) en solucién salina para su uso como inoculo en MH-F agar.

Para determinar la susceptibilidad bacteriana a peroxido de hidrogeno
(H,0,), las cepas de interés se crecieron en agar chocolate durante 8 h, para su
posterior inoculacion en 7 ml de (i) BHI-NAD o (ii) sBHI, y crecimiento durante

12 h a 37°C, 200 r.p.m. Los cultivos se centrifugaron (10 min, 4.000 r.p.m.) y
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=1 (~7x10% u.f.c./ml), y
plaquearon en sHTM agar en placas Petri de 20 cm de diametro con 80 ml sHTM

las suspensiones bacterianas se normalizaron a DO,
agar/placa, empleando 1.8 ml suspension bacteriana/placa. Se us6 H,0, 9.8 M
(Sigma-Aldrich) como solucion madre para realizar las diluciones necesarias
en H,O estéril. Se empaparon discos de papel esteriles de 10 mm diametro con
10 pl, conteniendo 6.25, 12.5, 25 6 50 micromoles (umol) de H,O,. Los discos
fueron colocados sobre el medio sHTM agar previamente inoculado con las
cepas de interés, y las placas se incubaron durante 20 h a 37°C. Los resultados
se muestran como diametro de la inhibicion del crecimiento bacteriano (mm)
alrededor de los discos de H,0, (media + DE). Los ensayos se realizaron en al

menos, tres ocasiones independientes (n>3).

1.3.7. Extraccién de ARN y analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR)

Las cepas de HiNT se crecieron durante 16 h en agar chocolate. A continuacion,
se inocularon 2-5 colonias/cepa en 20 ml sBHI, se crecieron durante 11 h, se
diluyeron en 40 ml sBHI fresco a DO, ,=0.05, y se crecieron hasta DO, =0.5-
0.6. Alternativamente, se empleo la biomasa bacteriana crecida en agar chocolate
para ser inoculada en 5 ml BHI-NAD y crecida durante 8 h. A continuacion,
se inocularon alicuotas de 100 pl en 20 ml sBHI y se crecieron durante 16 h
en las mismas condiciones (37°C, 5% CO,, 200 r.p.m.). Estos cultivos fueron
recogidos mediante centrifugacion (10 min, 4.000 r.p.m.), se lavaron 3 veces
con PBS, se resuspendieron en 5 ml PBS, se diluyeron a DO ,=0.05 en 40 ml

de (i) BHI-NAD, o (ii) sBHI, y se crecieron hasta DO,,=0.5-0.6.

El ARN bacteriano total se extrajo mediante el método TRIzol (Invitrogen)
siguiendo las especificaciones del fabricante. La calidad del ARN total se evaluo
usando ARN 6000 Nano LabChips (Agilent 2100 Bioanalyzer, Santa Clara,
CA). Todas las muestras presentaron bandas de ARN ribosomico 23S y 16S
intactas. La transcripcion inversa (RT) se realizo utilizando 1 ug de ARN con los
reactivos SuperScript II RT (Invitrogen) o el kit de reactivo RT de PrimerScript

(Takara). La amplificacion se realizo utilizando Thermo Scientific Luminaris
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HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Scientific) o SYBR Premix Ex Taq II (Tli
RNaseH Plus) (Takara). Los datos de fluorescencia se analizaron con BioRad
CFX96 qPCR System (Bio-Rad) o AriaMx Real-Time PCR System (Agilent
Technologies). El método del ciclo umbral comparativo (Ct) se uso para obtener
cantidades relativas de ARNm que se normalizaron utilizando ARN ribosémico
16S como control enddgeno. Los pares de cebadores se disefiaron con el software
Primer3 (Anexo I, Tabla A4). Todas las medidas se realizaron en triplicado, al

menos 2 ocasiones (n>6).
1.3.8. Cultivo de células epiteliales e infeccion bacteriana

Se emplearon neumocitos tipo II humanos A549 (ATCC CCL-185) segun
(Morey et al., 2011). Se depositaron 6x10* células/pocillo durante 32 h y se
mantuvieron en hambre de suero durante las 16 h previas a la infeccion. Las
infecciones se realizaron y procesaron segin (Euba et al., 2015b; Euba et al.,
2015¢c; Lopez-Gomez et al., 2012; Morey et al., 2011; Morey et al., 2013;
Rodriguez-Arce et al., 2017).

Se prepararon suspensiones bacterianas normalizadas en PBS (DO, =1)
usando cepas de HiNT crecidas en agar chocolate durante 16 h. Alternativamente,
se prepararon cultivos bacterianos, tal y como se indica en la seccion 1.3.6, y se

normalizaron a DO_ =1 en PBS. En todos los casos, se utilizo una multiplicidad

600
de infeccion (Multiplicity of infection, MOI) ~100:1. Para cuantificar la adhesion
bacteriana, las células se infectaron durante 30 min. Para monitorizar la invasion,
las células se infectaron durante 2 h, se lavaron 3 veces con PBS, y se incubaron
durante 1 h en medio RPMI 1640 con FCS 10%, Hepes 10 mM y gentamicina
200 pg/ml. Todas las infecciones se realizaron por triplicado, en al menos tres

ocasiones independientes (n>9). Los resultados se expresan como u.f.c./pocillo.
1.3.9. Secrecion de IL-8

Para la estimulacion de células A549 por HiNT, las bacterias crecidas en agar
chocolate fueron recogidas con PBS, y se generaron suspensiones normalizadas a

DO, =1, usadas para infeccion celular durante 2 h con MOI ~100:1. Las células
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se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 6 h en medio RPMI 1640
con FCS 10%, Hepes 10 mM y gentamicina 100 ug/ml. Los sobrenadantes se
recogieron de los pocillos, los restos celulares se eliminaron por centrifugacion,
y las muestras se congelaron a -80°C. Los niveles de IL-8 en los sobrenadantes
se cuantificaron mediante ELISA (Abnova KAO0115), con sensibilidad <2
picogramos (pg)/ml. Las infecciones se realizaron por duplicado, al menos dos

ocasiones (n>4). Los resultados se expresan como IL-8 pg/ml.
1.3.10. Infeccion pulmonar murina por HiNT

La infeccion pulmonar se realizd segun (Euba et al., 2015b; Euba et
al., 2015c; Morey et al., 2013; Rodriguez-Arce et al., 2017). Se emplearon
ratones hembra CD1 (18-20 g) de 4 a 5 semanas de edad (Charles River),
alojados en condiciones libres de patogenos en las instalaciones del Instituto
de Agrobiotecnologia (numero de registro 365 ES/31-2016-000002-CR-SU-
US), y se usaron al alcanzar 22-25 gr (6-7 semanas). La manipulacion de los
animales y los procedimientos empleados se ajustaron a la legislacion europea
(Directiva 86/609/CEE) y nacional (Real Decreto 367 53/2013) vigente,
siguiendo las directrices FELASA y ARRIVE, y con la aprobacion del Comité
de experimentacion animal de la Universidad Publica de Navarra (UPNa), y la

autorizacion del Gobierno Autonomico.

Para la inoculacion intranasal de HiNT, las cepas de interés crecidas en agar
chocolate fueron resuspendidas en PBS generando suspensiones normalizadas
(~5%10% u.f.c./ml). A continuacion, se colocaron 20 pl (~1x10® u.f.c./ratéon) en
la entrada de las fosas nasales hasta su inhalacion completa. Los ratones fueron
anestesiados previamente con ketamina-xilazina (3:1). Tras 24 6 48 h post-
infeccion (hpi), los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se
obtuvieron muestras de LBA por perfusion y recoleccion de 0.7 ml PBS, con la
ayuda de un catéter intravenoso VialonTM estéril de 20G (1.1 mm de diametro)
(Becton-Dickinson) insertado en la traquea. El LBA recuperado se diluy6 (1:10)
en PBS, y se sembro por triplicado en sBHI agar para determinar el numero

de bacterias viables. Siguiendo procedimientos estandarizados (Grillo et al.,
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2012), consideramos la posibilidad de tener un minimo de 3.3 u.f.c. en 1 ml de
muestra sin ser detectados (limite de deteccion <3-4 u.f.c./ml), equivalente a
log,,=0.52. Los resultados se expresan como media = DE de log, u.f.c./ml LBA.
El pulmon izquierdo se pes6 individualmente en bolsas estériles (Stomacher80,
Seward Medical) y se homogeneizo 1:10 (peso/volumen, p/vol) en PBS. Cada
homogeneizado se diluyé en PBS (1:10) y se sembro por triplicado en sBHI
agar para determinar el nimero de bacterias viables. Los resultados se muestran

como media + DE de log  u.f.c./pulmoén.
1.3.11. Modelado computacional

La union de hemina a HbpA, SapA, PE y HxuA fue analizada
computacionalmente utilizando HADDOCK 2.2 (alta ambigiiedad de proteina-
proteina DOCKing) (Meyer et al., 2016; van Zundert et al., 2016). Para HbpA'y
SapA, seutilizo I-TASSER (Roy etal., 2010; Zhang, 2008) para generar modelos
de homologia basados en la estructura cristalina de HbpA de Haemophilus
parasuis en su forma ligada (codigo APB 3M8U) (Vergauwen et al., 2010).
Para ambas proteinas, se us6 el modelo I-TASSER con mayor puntuacion.
Para analizar la unién de hemina (ligando), se incluyeron residuos con 60% de
probabilidad de unién del ligando, estimados por la funcion COACH dentro del
conjunto I-TASSER (Yang et al., 2013a; Yang et al., 2013b) como parte de una
estimacion inicial de la ubicacion del sitio de union (para HbpA, residuos 61-64,
155, 280, 396, 398, 445-447 y 537; para SapA, residuos 54-55, 458-460 y 462).
En el caso de SapA, la union de hemina también fue analizada tras eliminar
los residuos 140-158. En el caso de PE, la hemina se acoplo a la estructura
cristalina del dimero de PE (3ZHS5). Los residuos de ambos monomeros dentro
del bolsillo de union de hemina predicho (59, 65, 67, 94, 96, 98, 101, 103 y 107)
se usaron para impulsar el acoplamiento. En el caso de HxuA, la hemina se anclo
a la estructura cristalina de HxuA (c6digo PDB 4RM6) y se usaron residuos en
un bolsillo de union putativo identificado manualmente (450, 452, 464, 516,
526, 556, 560 y 572) para analizar la union. Las soluciones de acoplamiento se
evaluaron segun la probabilidad HADDOCK y Z (el nimero de desviaciones
estandar de puntuacion HADDOCK del cluster dado se separa de la media de
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todos los conglomerados). En el caso de HbpA, SapA (variante truncada) y PE,
se obtuvo un solo grupo por proteina de solucion estadisticamente significativa
(p<0.05); mientras que en el caso de HxuA, se obtuvieron dos soluciones
plausibles. Para SapA en su variante completa, se obtuvo una segunda solucion
(grupo 4) con una puntuacion HADDOCK comparable a la solucion superior,
si bien se descartd debido a la puntuacion Z significativamente mayor (-0.2
en comparacion con -1.7 para la solucion superior). El modelo de cada grupo
se analizo en PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, version 2.0,
Schrodinger, LLC) y LigPlot + (Laskowski & Swindells, 2011).

1.3.12. Analisis estadistico

Entodos los casos, el valor p<0.05 se considero estadisticamente significativo.
Los analisis se realizaron con el programa Prism version 7, paquete estadistico

para Mac (GraphPad Software), y se detallan en cada pie de figura.
1.4. Resultados

1.4.1. Contribucion diferencial de los sistemas de adquisicion de Fe-hemina

a la infeccion respiratoria por HiNT

Los sistemas de unidén-captacion de Fe de HINT considerados en este trabajo
se muestran en la Figura 8. HINT375 se emple6 como cepa de referencia para
generar mutantes en los sistemas tbpBA, hxuCBA, sapABCDFZ, hbpA, hitABC

TonB-dependiente TonB-independiente
Medio
extracelular
ME 1 Fuente hemina
T A =3 Hemopexina
Periplasma OHbpA  OSap gLriaer:gernna
== Hemina

o0
Ml

Citoplasma

Figura 8. Representacion esquematica de los sistemas de captaciéon de Fe-hemina analizados en este
trabajo. Sistemas TonB-dependientes, izquierda: HxuBCA, TbpBA; sistemas TonB-independientes, derecha:
HitABC, HbpA-DppBCDF, SapABCDFZ y PE. Las fuentes de Fe-hemina aparecen codificadas por colores.
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y hpe (nimeros de acceso NF38 09005/NF38 09000, NF38 04090/
NF38 04085/NF38_ 04080, NF38 08010/NF38 0801/NF38 08020/
NF38 08025/NF38 08030/NF38 08035, NF38 00680, NF38 04985/
NF38 _04980/NF38 04975,y NF38 04540, respectivamente) (para mas detalle,
ver Anexo I, Tablas A2 y A3). El crecimiento de los mutantes generados en sBHI
fue comparable al de la cepa silvestre (wild-type, WT), con una fase de latencia
ligeramente mayor en los mutantes AhxuCBA, AhbpA y Ahpe (Figura 9A). El
crecimiento aerobio en BHI agar alrededor de discos de papel con los factores
X+V fue comparable entre cepas, excepto en el caso AhxuCBA y AhitBC que
mostro una tendencia a ser menor que el de la cepa WT (HINT375 WT, 138£17
mm; HINT375AhxuCBA, 122 £18 mm; HINT375AhitBC, 11212 mm) (Figura
9B). El crecimiento anaerobio en BHI agar alrededor de discos de factor V fue
comparable entre cepas, y el analisis de un panel de 18 antimicrobianos mostrod

patrones de susceptibilidad comparables entre cepas (datos no mostrados).

Figura 9. Efecto de la
inactivacion de los sistemas
de captacion de Fe-hemina

: X\g(ucBA en el crecimiento de H.

AhbpA influenzae. (A) Crecimiento

-— Ahpe de las cepas HiNT375 WT,

AtbpBA, AhxuCBA, AsapAB,

0! AhbpA, AhitBC y Ahpe en

01 2 3 4 5 6

. sBHI, mostrado como media
Tiempo (h)

+ DE de DO, a los tiempos
AhxuCBA AhitBC indicados. (B) Imagen
representativa del crecimiento
de las cepas HINT375 WT,
AhxuCBA 'y AhitBC en BHI
agar alrededor de discos con
los factores X+V.

Dado que la maquinaria de adquisicion de Fe-hemina puede estar relacionada
con la patogénesis bacteriana (Ali etal., 2017; Cassat & Skaar, 2013), analizamos
la contribucion de estos sistemas seleccionados en la infeccidn respiratoria por
HiNT. Para ello, analizamos el efecto de la inactivacion de thpBA, hxuCBA,
sapABCDFZ, hbpA, hitABC o hpe en la interaccion de HiNT con neumocitos
tipo II humanos, células A549. La invasion epitelial de HiNT375AhxuCBA,
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HINT375AsapAB, HINT375AhbpA, HINT375AhitBC y HINT375Ahpe fue
inferior a la de la cepa WT (Figura 10A, panel izquierdo). Todas las cepas
estimularon secrecion de IL-8 epitelial, si bien la respuesta fue menor tras la
infeccion por HINT375AthpBA, HINT375AhxuCBA, HINT375AsapAB 'y
HiNT375Ahpe queporlacepa WT (Figura 10A, panel derecho). A continuacion,
analizamos el efecto de la inactivacion de estos sistemas in vivo, mediante el uso
de un modelo de infeccion respiratoria murina (Euba et al., 2015b; Euba et al.,
2015¢; Euba et al., 2017; Morey et al., 2013; Rodriguez-Arce et al., 2017). Tras
infeccion intranasal, cuantificamos la carga bacteriana en pulmoén y muestras
LBA, a 24 y 48 hpi. A 24 hpi, la carga pulmonar de HINT375AhxuCBA,
HiNT375AhbpA y HINT375Ahpe fue inferior a la de la cepa WT; igualmente,
los recuentos de HINT375AhxuCBA4 en LBA fueron menores a los de la cepa
WT (Figura 10B, paneles izquierdos). A 48 hpi, todos los mutantes excepto
HiNT375AtbpBA presentaron recuentos inferiores en muestras de pulmoén y
LBA alos de la cepa WT (Figura 10B, paneles derechos).

En conjunto, los sistemas de adquisicion de Fe/hemina analizados participan
de forma diferencial en la infeccion respiratoria por HiNT, siendo la contribucion
de HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA, HitABC y PE mayor que la de TbpBA. En
base a estas observaciones, TbpBA no fue considerado en los analisis posteriores

de este trabajo.

1.4.2. Los sistemas de adquisicion de Fe-hemina de HiNT estan relacionados

a nivel transcripcional

Evidencias previas sugieren que H. influenzae transcribe los genes que
codifican sistemas de adquisicion de Fe-hemina durante procesos de infeccion
aguda (Whitby et al., 1997), y que dicha expresion esta regulada por Fur, en
base a la disponibilidad de Fe en el medio (Harrison et al., 2013; Whitby et
al., 2006; Whitby et al., 2009). De forma analoga a lo descrito para la cepa
HiNT 86-028 NP, la expresion de tbpA, hxuA y hitB fue mayor, y la expresion
de hbpA menor en HINT375Afur que la cepa WT (Tabla 2), confirmando que
estos genes forman parte del regulon de Fur (Harrison et al., 2013). Asimismo,
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Figura 10. Evaluacién sistemética de la contribucién de seis sistemas de adquisicién de Fe-hemina de
HiNT a la interaccién patégeno-hospedador en las vias respiratorias. (A) Efecto de la inactivacion de
los sistemas de adquisicion de Fe-hemina en la interaccion de HiNT con células del epitelio respiratorio.
Se emplearon neumocitos tipo II (linea celular A549) para cuantificar la invasion de HINT375 WT y las
cepas mutantes AtbpBA, AhxuCBA, AsapAB, AhbpA, AhitBC y Ahpe (panel izquierdo). La inactivacion
de los sistemas hxuCBA, sapABCDFZ, hbpA, hitABC y hpe redujo significativamente la tasa de invasion
(AhxuCBA, p<0.05; AsapAB y Ahpe, p<0.0001; AhbpA, p<0.005; AhitBC, p<0.01). Los datos se muestran
como media + DE u.f.c./pocillo. Comparacion estadistica, #-fest de dos colas. Panel derecho: la secrecion de
IL-8 por células infectadas por HINT375AtbpBA, HINT375AhxuCBA, HINT375AsapAB y HINT375Ahpe fue
menor que la observada en células infectadas por la cepa WT (AthpBA, p<0.05; AhxuCBA, p<0.01; AsapAB,
p<0.005; Ahpe, p<0.0005). Se muestran medias + DE pg/ml. Comparacion estadistica, ¢-test de dos colas. (B)
Efecto de la inactivacion de los sistemas de captacion de Fe-hemina en la infeccion pulmonar. Ratones CD1
fueron infectados por via intranasal con ~2x10® u.f.c./raton y se sacrificaron a 24 y 48 hpi. Se cuantifico la
carga bacteriana en pulmon (panel superior, log, u.f.c./pulmoén) y LBA (panel inferior, log , u.f.c./ml LBA).
En pulmoén, HINT375AhxuCBA, HINT375AhbpA, HiNT375Ahpe mostraron recuentos significativamente
menores a los de la cepa WT a 24 hpi (AhxuCBA y Ahpe, p<0.01; AhbpA, p<0.05). Todos los mutantes,
excepto HINT375AtbpBA, mostraron cargas significativamente menores que la cepa WT a 48 hpi (AhxuCBA,
AsapAB 'y AhbpA, p<0.0001; AhitBC, p<0.001; Ahpe, p<0.05). En LBA, HINT375AhxuCBA mostré menor
carga que la cepa WT a 24 hpi (p<0.0001). A 48 hpi, todos los mutantes excepto AtbpBA mostraron cargas
significativamente menores (AhxuCBA, p<0.01; AsapAB, AhbpA 'y Ahpe, p<0.005; AhitBC, p<0.0001) que la
cepa WT. Los datos se muestran como media + DE. Comparacion estadistica, ¢-fest de dos colas.
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la separacion electroforética y tincion con azul de Coomassie de extractos
proteicos de cultivos de HINT375 WT y Afur presenta patrones comparables,
con una banda consistentemente sobreexpresada en HINT375Afur identificada
como HitA mediante MALDI-TOF/TOF (datos no mostrados).

Tabla 2. Regulacién por Fur: expresion de genes que codifican proteinas
integrantes de sistemas de captacion de Fe-hemina en H. influenzae.

Gen  Fold change, 22t (A/B)*

thpA 8.65"
hxuA 6.66"
sapA 1.47"
hbpA 0.76"
hitB 7.20"
hpe 2.47"

A, HINT375Afur; B, HINT375 WT
"p<0.05, comparacion estadistica de media de los valores (Afur vs WT) por #-test de dos colas.

La presencia de multiples sistemas de adquisicion de Fe-hemina en el
genoma de HiNT posiblemente compensa la auxotrofia a hemina, si bien
puede ser un caso de redundancia funcional. Dichos sistemas pueden estar a
su vez coordinados como estrategia de prevencion de la toxicidad asociada a
un exceso de hemina. A continuacion, exploramos una posible coordinacion a
nivel transcripcional, mediante analisis de la expresion relativa de los genes
hxuA, sapA, hbpA, hitB'y hpe en HINT WT y cepas mutantes. Observamos que:
(i) la expresion de hxuA fue significativamente mayor en los mutantes AhbpA,
AhitBC'y Ahpe que en la cepa WT; (ii) la expresion de sapA fue mayor en los
mutantes AhxuCBA, AhbpA, AhitBC'y Ahpe que en la cepa WT; (iii) la expresion
de hbpA fue menor en los mutantes AhxuCBA y AsapAB que en la cepa WT; (iv)
la expresion de 4itB fue mayor en los mutantes AhbpA y Ahpe que en la cepa
WT; (v) la expresion de spe fue mayor en el mutante AhbpA que en la cepa WT
(Figura 11A). Los mutantes AhbpA, AhitBC 'y Ahpe mostraron mayor expresion
de todos o parte de los genes testados, sugiriendo un posible efecto negativo de

HbpA, HitABC y PE sobre otros sistemas de captacion de hemina a nivel de
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expresion génica. Por el contrario, los mutantes AhxuCBA y AsapAB presentaron
menor expresion de #bpA, lo que sugiere un posible efecto positivo de HxuCBA
y SapABCDFZ sobre HbpA a nivel de expresion génica (ver resumen en Figura
11B). La expresion génica relativa también vari6 entre las cepas. Como ejemplo
representativo, la Figura 11C muestra la expresion génica relativa en las cepas
WTy AhbpA.

A 400 - WT AhxuCBA AsapAB AhbpA AhitBC Ahpe
300 - I
200: x Gen
= i 1. hxuA
= 100 4 ﬂ * * 2. sapA
& 504 - Al T 3. hbpA
& 404 . . 4. hitB
304 ﬁ * . . ﬂ . 5. hpe
209 ﬁ Al 1 m
151 X .
104 *
3 ]
o LI e i LI L s LA At LI LTI LTI
12345 12345 12345 12345 12345 12345
c WT AhbpA
B o SN @ ‘o SN @
i ; & © & ® P
HXUCBA------==--==--- 1SapABCDFZi  hxuA
T A AT T !
PoTNa aeT b sapA
/_prA_\ L hopa
HitABC' PE+4----t  hitB
: : hpe

Figura 11. Expresion coordinada de genes que codifican sistemas de adquisicion de Fe-hemina de HiNT.
(A) Expresion de los genes hxud, sapA, hbpA, hitB y hpe en las cepas HINT375 WT, AhxuCBA, AsapAB,
AhbpA, AhitBC'y Ahpe, crecidas en sBHI. En HINT375AhxuCBA, la expresion de sapA fue mayor, y la de
hbpA menor, que en la cepa WT (p=0.01 y p<0.05, respectivamente). En HINT375AsapAB, la expresion
de hbpA fue menor que la mostrada por la cepa WT (p=0.01). En HINT375AhbpA, la expresion de hxud,
sapA, hitB'y hpe fue mayor que la de la cepa WT (para hxud y hpe, p<0.005, para sapA y hitB, p<0.05).
En HINT375AhitBC, la expresion de hxud y sapA fue mayor que en la cepa WT (p<0.05 y p<0.005,
respectivamente). En HINT375AAhpe, la expresion de hxud, sapA y hitB fue mayor que en la cepa WT
(p=0.001, p=0.01, p<0.05, respectivamente). Comparacion estadistica, ANOVA de dos colas (LSD de Fisher
no corregido). (B) Modelo de una posible coordinacion de la expresion génica de sistemas de adquisicion de
Fe-hemina de HiNT. (C) Representacion esquematica de la expresion comparada en las cepas HINT375 WT
y AhbpA. Cada matriz corresponde a una cepa (WT, izquierda; AhbpA, derecha). Las filas se utilizan como
referencia; las columnas muestran la expresion de cada gen comparada con la del gen de referencia (ejemplo,
en la cepa WT, la expresion de hbpA es mayor que la de sxud). Codigo de color: verde, aumento de expresion
del gen X de una columna en comparacion con la del gen Y de una fila; rojo, disminucion de expresion del
gen X de una columna en comparacion con la del gen Y de una fila; blanco, sin diferencias significativas; gris,
no determinado.
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Estos resultados apoyan que la expresion de los genes que codifican la
magquinaria de adquisicién de Fe-hemina de HiNT responde a la disponibilidad
de Fe, esta regulada por Fur (Tabla 2 y (Harrison et al., 2013; Whitby et al.,
2006; Whitby et al., 2009)), y su actividad estd posiblemente coordinada, con

el sistema HbpA desempefiando jugando un papel prominente en este proceso.

1.4.3. Las proteinas SapA, HbpA y HxuA participan en la donacién de
hemina entre cepas de HiNT

SapA, HbpA y PE unen directamente hemina, mientras que HxuA participa
indirectamente liberando el grupo hemo de la hemopexina, y haciéndolo
accesible a HxuC (Al Jubair et al., 2014; Mason et al., 2011; Vergauwen et
al., 2010; Zambolin et al., 2016). Ademas, PE es un reservorio de hemina en
la superficie bacteriana, que puede donarse a otras células de H. influenzae
privadas de hemina (Al Jubair et al., 2014). A continuacion, cuestionamos si
la observacion descrita para PE es extensible a otras proteinas bacterianas que
unen hemina. La donacion interbacteria de hemina puede analizarse mediante
cuantificacion de la luminiscencia de una cepa receptora de hemina crecida en
condiciones de deplecion de hemina (HiNT3655/uxABCDE) cocultivada con
una cepa donadora, previamente crecida en presencia de hemina (Al Jubair et
al., 2014). HINT375 WT resulté ser un pobre donador de hemina, limitando el

crecimiento de la cepa receptora a niveles no detectables (Figura 12).

2‘ 3001

.g 200 -0~ HINT3655/uxABCDE, sBHI

% -o- HINT3655/uxABCDE, BHI-NAD

O - HiINT3655/uxABCDE+HINT375 WT
2 1007
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Figura 12. La donacién de hemina por la cepa HiNT375 WT es limitada. El cocultivo de
HiNT3655/uxABCDE (cepa receptora) con HINT375 WT (cepa donadora) no permitié el crecimiento de
la receptora. Simbolos blancos, crecimiento de cepa receptora en sBHI (cuadrado), o BHI-NAD (circulo).
Simbolos negros, crecimiento de cepa receptora en cocultivo con HINT375 WT.
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Sinembargo, H. influenzae RAKW20, portadora de los sistemas de adquisicion
de Fe-hemina en estudio (hxuCBA, H10262 HI0263 HI0264; sapABCDFZ,
HI1638 HI1639 HI1640 HI1641 HI1642 HI1643; hbpA, HIO853; hitABC,
HI0097 HI0098 HIN099; hpe, HIO178) (Fleischmann et al., 1995), resultd
ser una eficiente donadora de hemina (Figura 14A). Debido a la limitacidon
presentada por HINT375 WT, se empled6 RAKW20 como fondo genético en
este analisis particular. El crecimiento de los mutantes RAKW20AAxuCBA,
RAKW20AsapAB, RAKW20AAitBC y RAKW20Ahpe en sBHI fue comparable
al de la cepa WT (Figura 13).

0.6
g 0.4 -
éo | v
8 02| /7 )

0
01 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 13. Crecimiento de las cepas RAKW20 WT, AhxuCBA, AsapAB, AhbpA y AhitBC en sBHI. Las
lineas continuas grises corresponden con las cepas AsapAB y AhitBC, cuyo crecimiento fue comparable a la
cepa WT.

Generamos cocultivos de HiNT3655/uxABCDE (privada de hemina) y
RAKW20 WT o cepas mutantes (crecidas en presencia de hemina). El crecimiento
de HINT3655/uxABCDE fue mayor cuando se cocultivo con RAKW20 WT que
con los mutantes RAKW20AsapAB, RAKW20AhbpA y RAKW20AhxuCBA
(Figura 14A). Este no fue el caso de RAKW20AKitBC (Figura 14A, panel
derecho), confirmando el papel del sistema HitABC como transportador de Fe
pero no de hemina (Adhikari et al., 1995; Anderson et al., 2004; Sanders et al.,
1994).

Las deficiencias observadas en la donacion de hemina entre cepas pueden
relacionarse con una menor union de hemina a la superficie de las cepas mutantes
que a lade la cepa WT, como se observo en la determinacion de unidon de hemina

mostrada en la Figura 14B, y de acuerdo a observaciones previas (Mason et
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al., 2011; Vergauwen et al., 2010; Zambolin et al., 2016). RAKW20AhitBC
mostro mostrd una ligera reduccion en la union de hemina, en menor grado que
el mostrado por los mutantes en los que se inactivaron los sistemas AxuCBA,
sapAB 'y hbpA (Figura 14B).

Estos resultados muestran que la uniéon de hemina a SapA, HbpA y HxuA,
pueden contribuir a su almacenamiento y/o donacion. Asi, extendemos las
observaciones previas sobre la lipoproteina de membrana externa PE (Al Jubair
etal.,2014) ala proteina de superficie HxuA, y a las proteinas periplasmicas SapA

y HbpA. HitABC no fue considerado en los andlisis posteriores de este trabajo.

é AhxuCBA AsapAB AhbpA AhitBC
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-0~ HiINT3655/uxABCDE, sBHI -m HiNT3655/uxABCDE+WT

-0- HiINT3655/uxABCDE, BHI-NAD  -e- HiNT3655/uxABCDE+Mutante

AhxuCBA ) AsapAB AhbpA AhitBC

Figura 14. HxuCBA, SapABCDFZ y HbpA participan en la unién y donaciéon de hemina entre bacterias.
(A) HxuA, SapA y HbpA, pero no HitABC, participan en la donacion de hemina entre bacterias. El cocultivo
de HiNT3655/uxABCDE con RAKW20 WT o AhitBC (panel derecho) produjo un crecimiento de la cepa
receptora comparable al de HINT3655/uxABCDE en sBHI. Por el contrario, el cocultivo HINT3655/uxABCDE
con AhxuCBA, AsapAB o AhbpA no permiti6 el crecimiento de la cepa receptora (véase 4, 5y 6 h). Simbolos
blancos, crecimiento de la cepa receptora en sBHI (cuadrado) o BHI-NAD (circulo). Simbolos negros,
crecimiento de la cepa receptora en cocultivo con cepas WT (cuadrado) o mutante (circulo). “Diferencias
significativas en la luminiscencia del cocultivo de la cepa receptora con cepas WT (cuadrado) o mutante
(circulo). Los datos se muestran como unidades arbitrarias de luminiscencia (AU). Comparacion estadistica,
ANOVA de dos colas (prueba de comparaciones multiples de Bonferroni). (B) Imagenes representativas de la
determinacion semicuantitativa de la unién de hemina a las cepas RAKW20 WT, AhxuCBA, AsapAB, AhbpA
y AhitBC.

1.4.4. Base estructural de la unién de la molécula de hemina a las proteinas
HbpA, SapA, PE y HxuA

Las caracteristicas fenotipicas compartidas por HbpA, SapA, PE y HxuA
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nos llevaron a investigar la base estructural de su uniéon a hemina. Usamos
HADDOCK (DOCKing) (Meyer et al., 2016; van Zundert et al., 2016) para
acoplar lamolécula de hemina a estas proteinas. La Tabla A6 muestra el resumen

de los resultados de probabilidades de acoplamiento obtenidos.

Los modelos de homologia de HbpA y SapA se construyeron en base al
cristal de HbpA de H. parasuis (HpHbpA) en su forma de union a glutation
(codigo APB 3M8U) (Vergauwen et al., 2010) usando I-TASSER (Meyer et al.,
2016; Roy et al., 2010; van Zundert et al., 2016; Zhang, 2008). La secuencia
de la region alineada fue 74% y 30% en HbpA y SapA, respectivamente. A
pesar de la menor identidad de secuencia en el caso de SapA, los alineamientos
de secuencia con HbpA, HpHbpA y DppA (proteina de uniéon a dipéptidos
estructuralmente homoéloga de E. coli, EcDppA) (Dunten & Mowbray, 1995)

confirmaron una alta similitud (Figura 15), apoyando HpHbpA como una buena
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Figura 15. Alineamiento de secuencia de las proteinas de HpHbpA, HiHbpA, HiSapA y EcDppA. Las
secuencias se alinearon usando el servidor T-Coffee (http://tcoffee.crg.cat) con la opcion Expresso (Notredame
et al., 2000). El alineamiento se visualizo usando ESPript 3.0 (Robert & Gouet, 2014). En rojo, residuos
conservados; en amarillo, residuos con una probabilidad de similitud >0.7.
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referencia estructural para SapA y HbpA. Los residuos del sitio de union de
ligando predichos por el servidor COACH (Yang et al., 2013a; Yang et al.,

2013b) fueron usados para impulsar el acoplamiento.

En el caso de HbpA, la solucion de interaccion con mayor probabilidad
sugiere la union de la molécula de hemina en una hendidura entre los dominios
N- y C-terminal (Figura 16), similar a lo observado en HpHdpA y EcDppA
(Figura 17). En SapA, la hemina se localiza en una ubicacion similar, pero con
angulo diferente debido a la presencia de un bucle mas largo (residuos 140-158,

mostrados en naranja en la Figura 16A-B). Esta extension no se conserva en

Pro 439

| Phe 45

":61 iﬁ j \ . Phe 47 Arg 164
A b”Pm 154 g n g 161

% La®
Thr ZZ\Z -7

Figura 16. Prediccion estructural de la unién de hemina a HbpA y SapA. Se emple6 HADDOCK para
realizar el acoplamiento de la molécula de hemina a los modelos de homologia de HbpA (verde), SapA-
variante completa (gris), SapA-variante truncada, donde se ha eliminado un bucle no conservado (purpura)
(residuos 140-158). Los residuos truncados se muestran en color naranja en SapA. (A) Superposicion de las
soluciones de union de mayor probabilidad para HbpA, SapA y SapA truncado. (B) Ampliacion de los sitios
predichos de interaccion con hemina, que muestra como se une a HbpA en un bolsillo de unién mas profundo.
En SapA-variante completa, el bucle no conservado (naranja) evita que la hemina se una en el mismo bolsillo.
En SapA-variante truncada, el bolsillo es mas accesible. Analisis LigPlot+ del sitio de interaccion predicho
en HbpA (C), SapA-variante completa (D), y SapA-variante truncada (E), con residuos de los sitios de union
en representacion de barras. Lineas discontinuas, enlaces de hidrogeno; amarillo, residuos comunes para los
tres sitios de union.
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HbpA, HpHbpA 'y EcDppA, y parece ser tinica a SapA (Figura 15). Teniendo en
cuenta que la posicion de este bucle es especulativa debido a la ausencia de un
cristal de referencia especifico, lo eliminamos del modelo de SapA y repetimos
la prediccion de acoplamiento de ligando. En ausencia de este bucle, la union de
hemina se aproxima a lo observado en HbpA, si bien el sitio de interaccion se

localiza mas cerca de la superficie de la proteina.

El analisis de los sitios de uniéon a hemina mediante LigPlot+ muestra
enlaces de hidrogeno entre propionatos de hemina y cadenas laterales cargadas
positivamente o nitrogenos de cadena principal (Figura 16C-E), asi como la
presencia de residuos hidrofobicos alineados en los bolsillos para proporcionar
fuerzas de Van der Waals con el resto de la hemina. A pesar de las diferencias en
el modo de union, se observaron varios residuos comunes en los tres sitios de
union de hemina (Figura 16C-E, residuos en amarillo). En el caso de HbpA, el
sitio predicho apoya el sugerido previamente (Dunten & Mowbray, 1995), y la
comparacion de los sitios de union al ligando en HpHbpA y EcDppA mostro la
conservacion de las posiciones Gly63, Arg396 y Trp446 (Figura 17).

HiHbpA HpHbpA EcHbpA

Figura 17. Comparacién del sitio de unién de ligando en HiHbpA, HpHbpA 'y EcDppA. Analisis LigPlot+
de (A) solucion de mayor probabilidad para la union de hemina para HiHbpA; (B) cristal de HpHbpA
interaccionando con glutation; (C) EcDppA unido al dipéptido Gly-Leu. Circulos rojos, residuos comunes
para los tres sitios de union; lineas discontinuas verdes, enlaces de hidrogeno.

Evidencias previas mostraron que la molécula de hemina se une a PE a través
de un bolsillo bien definido formado en la interfaz de su dimero (Al Jubair et al.,
2014). El acoplamiento de hemina a PE (c6digo PDB 3ZH5) usando HADDOCK
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confirma este bolsillo como sitio de unién, con enlaces de hidrégeno formados
entre propionatos de hemina y residuos polares en uno de los monomeros de
PE (Asn98, Asnl01, Thr105), asi como fuerzas de Van der Waals con residuos
hidrofobicos en ambos lados (Ile65 e [1e96) (Figura 18A-C).
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acoplar la molécula de hemina a los cristales de PE (PDB 3ZHS5) y HxuA (PDB 4RM6). (A) Representacion
de la solucion de interaccion con mayor probabilidad para PE. (B) Igual que en (A), vista desde la parte
superior. (C) Analisis LigPlot+ del sitio de unién de hemina predicho, con residuos mostrados como barras.
Linea discontinua, enlaces de hidrogeno. (D) Solucién de unién hemina-HxuA con mayor probabilidad
(amarillo). La hemopexina (cian) tomada del cristal del complejo HxuA-hemopexina (APB 4RT6) se muestra
como referencia. (E) Detalle del sitio de unién de hemina predicho, mostrando las dos mejores soluciones de
interaccion (amarillo y blanco). Los residuos que recubren el bolsillo se muestran como barras.

Por ultimo, tras el examen del cristal de HxuA (cédigo PDB 4RM6)
(Zambolin et al., 2016), identificamos un bolsillo en su superficie, cerca del
sitio de union a hemopexina, que mostrd similitud con el sitio de unidén de
hemina en HbpA, con varios residuos cargados positivamente que pueden
interactuar con los propionatos de hemina. La capacidad de este bolsillo

para acomodar una molécula de hemina se investigd6 usando HADDOCK,
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generando dos soluciones con puntuacién de interaccion similar (Tabla
A6). Como se muestra en la Figura 18D-E, la molécula de hemina encaja
bien en este bolsillo, con dos soluciones que difieren segun los propionatos
de hemina, y que apuntan hacia dentro o hacia fuera del bolsillo. En ambas
soluciones, varios residuos cargados positivamente (Arg y/o Lys) estan bien

posicionados para interactuar con propionato a través de enlaces de hidrégeno.

En resumen, nuestros estudios computacionales proporcionan modelos 3D
plausibles para la interaccion de las proteinas HbpA, SapA, PE y HxuA con la

molécula de hemina.

1.4.5. La expresion de los genes de adquisicion de Fe-hemina de HiNT esta

regulada por los niveles de hemina disponibles

Las bacterias pueden sensar los niveles de hemina del medio como estrategia
para alertar del contacto con tejidos de vertebrados, modulando asi la expresion
de los sistemas implicados en la adquisicion y/o metabolismo del Fe-hemina
(Skaar, 2010; Stauff & Skaar, 2009). En general, la expresion de estos genes
aumenta en condiciones de restriccion de Fe (Whitby et al., 2006; Whitby et al.,
2009).

A continuacion, analizamos si la expresion génica de los sistemas en
estudio responde a la disponibilidad de hemina y, de ser asi, si lo hace de forma
coordinada. Para ello, las cepas HINT375 WT y mutantes fueron crecidas en
BHI-NAD o sBHI, para extraccion de ARN y analisis mediante qRT-PCR. En
HiNT375 WT, AhbpA y Ahpe, los niveles de expresion de los genes hxuAd, sapA
y hpe fueron mayores en BHI-NAD que en sBHI, sugiriendo su regulacion
positiva por deplecion de hemina, de forma HbpA- y PE-independiente. En
HiNT375 WT, AsapAB y Ahpe, los niveles de expresion del gen #bpA fueron
menores en ausencia de hemina, sugiriendo que la expresion de hbpA esta
regulada negativamente por la deplecion de hemina, de forma SapABCDFZ-
y PE-independiente. Por el contrario, la inactivacion de los genes hxuCBA y

sapAB, modifica la expresion de hxud, sapA 'y hpe asociada a la disponibilidad
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de hemina, respecto a la cepa WT (Tabla 3).

Tabla 3. Expresion génica en HINT375 WTy cepas mutantes, tras su crecimiento
en BHI-NAD y en sBHI (BHI-NAD/sBHI).

Fold change, 2**“* (BHI-NAD/sBHI)

Gen WT AhxuCBA AsapAB AhbpA Ahpe
hxud 3.05" ND* 0.49" 5.06 4.41"
sapA 4.02" 1.47 ND 5.08" 3.21°
hbpA 0.18" 1.10 0.4" ND 0.35"
hpe 7.62" 0.95 2.3 5.05" ND

aND, no determinado.
“p<0.05, comparacion estadistica t-fest de dos colas de media de valores (BHI-NAD vs sBHI).

Los resultados obtenidos sugieren que HxuCBA y SapABCDFZ, ademas de
union, almacenamiento y donacion de hemina, también pueden participar en la
deteccion de hemina, lo que a su vez parece tener un impacto en la expresion

de otros sistemas de captacion en respuesta a su disponibilidad en el medio.

1.4.6. La disponibilidad de hemina favorece la interaccion de HiNT con el
epitelio respiratorio humano

A continuacion, analizamos si la union-almacén de hemina por HiNT puede
a su vez modular su interaccion con el hospedador. Las cepas HINT375 WT
y mutantes fueron crecidas en BHI-NAD o sBHI, y empleadas para infectar
células epiteliales. El crecimiento bacteriano en BHI-NAD produjo menor
invasion epitelial por HINT375AhxuCBA, HINT375AsapAB, HINT375AhbpA y
HiNT375Ahpe que por la cepa WT. En todos los casos, la deplecion de hemina
disminuy0 la tasa de invasion. Sin embargo, el aumento de invasion epitelial por
bacterias crecidas en sBHI vs BHI-NAD fue mayor en el caso de los mutantes
(HINT375AhxuCBA, 17,5X; HINT375AsapAB, 42X; HINT375AhbpA,
22,3X; HiNT375Ahpe, 18,5X) que de la cepa WT (4,5X) (Figura 19A).
Asimismo, el crecimiento bacteriano en sBHI restaur6 parcialmente la
invasion epitelial por HINT375AhxuCBA, HINT375AsapAB, HINT375AhbpA
y HiNT375Ahpe (Figura 19A). Aunque en menor medida, se obtuvieron

observaciones similares al evaluar la tasa de adhesion epitelial (Figura 19B).
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Estos resultados sugieren que la union de hemina por HiNT contribuye
positivamente a la infeccion epitelial respiratoria. La disponibilidad de hemina
restaura parcialmente las deficiencias asociadas a la inactivacion de sistemas
especificos de adquisicion de Fe-hemina. Por tltimo, la inactivacion de estos

sistemas y la ausencia de hemina en el medio pueden presentar efectos sinérgicos.

A 100 49;5 Figura 19. La inactivacion de los sistemas de
. RS 1%5 union de Fe-hemina disminuye la interaccion
& 50 23 de HIiNT con el epitelio respiratorio, y es
= Lm ﬁ x ﬁ dependiente de la disponibilidad de hemina.
2 5; Se usaron neumocitos tipo II (linea celular A549)
8 25 * * para cuantificar invasion (A) y adhesion (B)
%‘ 1 ﬁ ﬁ epitelial de HiNT375 WT, AhxuCBA, AsapAB,
« 057 * AhbpA 'y Ahpe. (A) La deplecion de hemina
20.25 ﬁ (barras grises) generd tasas de invasién menores
0 Y Y Y en los mutantes que en la cepa WT (AhxuCBA,
Hemina - + _ + R _ 4+ p<0.01; AsapAB, p=0.0001; AhbpA, p=0.0005;
Sﬁ O%V ?fb Qv ‘\QQ, .Ahpe, p<9.001). La d%spon.ilr)ilidad de hem?rlla

R Q & > incremento las tasas de invasion, en comparacion

‘<\+ v con las mostradas en ausencia de hemina (WT,

AhxuCBA, AsapAB 'y Ahpe, p<0.0001). Los

30+ 2 numeros superiores indican el aumento de la

invasion de cada cepa tras su crecimiento en
sBHI vs BHI-NAD. (B) La deplecion de hemina
redujo la adhesion epitelial de las cepas mutantes,
en comparacion con la cepa WT (p<0.0001).
La disponibilidad de hemina aument6 el nivel
de adhesion, respecto al mostrado en privacion

1
3-3'92
3.1
10 F *
%ﬂ f*ﬁ =

f.c./pocillo (x10%) I
N
o
1
*
e

S 057 F‘ de hemina (WT, p<0.05; AhxuCBA, p = 0.0001;
0.254 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ % ﬁ ‘ ‘ ‘ ‘ AsapAB, p<0.05; Ahpe, p<0.0001). Los niimeros
0 . . . mnl . superiores indican el aumento de la adhesion de
Hemina - + - -+ I - + cada cepa tras su crecimiento en sBHI vs BHI-
ég %?. ?g, Q\? \(\Q@ NAD. Datos expresados como u.f.c./pocillo.
+\>0 %%Q v\&o > Comparacion estadistica, ANOVA de dos colas

A v (prueba de comparaciones multiples de Sidak).

1.4.7. El almacenamiento de hemina en la superficie bacteriana contribuye

a prevenir su toxicidad

El exceso de hemina puede ser toxico, y los patdogenos invasores desarrollan
estrategias para contrarrestar dicha toxicidad como componentes de su
patogénesis (Anzaldi & Skaar, 2010). Las proteinas de union a hemina pueden
ser una estrategia de secuestro/almacenamiento y, por tanto, resistencia a la

toxicidad (Choby & Skaar, 2016). Para analizar el papel del almacenamiento
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y unién de hemina en la prevencién de su toxicidad, se analizo la resistencia
a H,0, de las cepas HINT375 WT y mutantes. Se utilizaron H,0, 6.25; 12.5;
25 y 50 umol/disco de papel estéril. Si bien no se observaron diferencias entre
cepas en las concentraciones menores de H,O,, la inactivacion de los sistemas
sapABCDFZ y hbpA aumento6 la inhibicion del crecimiento bacteriano, en
comparacion con la cepa WT al emplear 50 pmol H,O,/disco. No se observaron

diferencias tras la inactivacion de los sistemas ixuCBA y hpe (Figura 20).

Estos resultados sugieren que el almacenamiento peripldsmico de hemina
mediado por SapA y HbpA puede jugar un papel importante en el control de su
toxicidad en H. influenzae.

S 50- x Cepa
Q40 = 1.WT
2. AhxuCBA

=]
_'E 30+ 3. AsapAB
8 20 4. AhbpA

5. Ahpe

25 50 H205 (umol)

Figura 20. Implicacién de los sistemas de captaciéon de Fe-hemina en la prevencién de toxicidad.
HiNT375, cepas WT y mutantes, fueron crecidas en sBHI para generar biomasa que fue recogida y extendida
en sHTM agar. Se midio el halo de inhibicion de crecimiento bacteriano alrededor de discos de papel estériles
empapados con H,0,. Se observé mayor inhibicion del crecimiento de los mutantes AsapAB y AhbpA que
de la cepa WT (25 pumol H,0,, AsapAB, p=0.01; 50 pmol H,0,, p=0.0001 y p<0.0005, respectivamente).
Los datos se expresan como media + DE del didametro de inhibicion de crecimiento (mm). Comparacion
estadistica, ANOVA de dos colas (prueba de comparaciones multiples de Dunett).

1.4.8. Contribucion de proteinas de union a hemina multifuncionales a la

patogénesis de HINT

Ademas de la inmunidad nutricional de hierro, HxuA, SapA, HbpA 'y PE se
enfrentan a otras estrategias de defensa, mostrando propiedades multifuncionales.
El sistema SapABCDFZ estd implicado en la resistencia de HiNT a péptidos
antimicrobianos y en la adquisicion de potasio; HbpA es esencial para la

104

SOPBINSAY [ F LihclEs)



Resultados @i

Capitulo 1

importacion de glutatién; PE une proteinas de ECM (Mason et al., 2005;
Mason et al., 2006; Raffel et al., 2013; Ronander et al., 2008; Ronander et al.,
2009; Singh et al., 2013; Vergauwen et al., 2010). A continuacién, analizamos
la multifuncionalidad de HxuA, SapA, HbpA o PE en la infecciéon pulmonar,
ademas de en su papel en la infeccion epitelial (Figuras 10 y 19). Analizamos
la contribucion de estos sistemas a la resistencia de HINT a PxE, como péptido
antimicrobiano modelo. La inactivacion de ixuCBA, sapABCDFZ'y hpe redujo
la CMI de este péptido antimicrobiano. Por el contrario, la inactivacion del gen
hbpA aumento la resistencia bacteriana. Las cepas mutantes mostraron fenotipos
relativos comparables en BHI-NAD o sBHI, si bien el crecimiento en sBHI
aumento ligeramente la susceptibilidad a PXE (Figura 21A). Por otra parte,
analizamos su contribucion en la importacion de glutation, un tripéptido esencial
que contiene L-cisteina (Morris et al., 2013; Sporer et al., 2017). H. influenzae es
auxotrofo a cisteina y glutation, e importa ambas moléculas del medio exterior.
La cisteina y el glutation exdgeno, y sus formas oxidadas cistina y GSSG,
generan un crecimiento de H. influenzae comparable (Vergauwen et al., 2010).
El empleo de CDMM suplementado con cistina mostr6 crecimiento bacteriano
en todos los casos. Por el contrario, el empleo de CDMM suplementado con
GSSG no permitio el crecimiento de HiNT375AhbpA. El crecimiento de
HiNT375AsapAB fue inferior al de la cepa WT, pero comparable en CDMM
suplementado con cistina o0 GSSG (Figura 21B).

Por tanto, ademas de union-almacenamiento-donacion de hemina e infeccion
epitelial, HxuCBA, SapABCDFZ y PE estan implicados en resistencia a péptidos
antimicrobianos, y HbpA en la importacion de glutation, lo que confirma la

multifuncionalidad de estos sistemas.
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PxE (CMI, pg/ml)

A Cepa BHI-NAD SBHI
HINT375 0.047-0.064 0.032-0.047
HINT375AhxuCBA | 0.023-0.032 0.032
HINT375AsapAB | 0.032-0.047 0.016-0.023

HINT375AhbpA 0.094 0.064
HINT375Ahpe 0.032 0.023
B 0.2 AhxuCBA AsapAB AhbpA

2 4 6 80 2 4 6 8
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
-o-WT, Cistina -m Mutante, Cistina -o-WT, GSSG -0 Mutante, GSSG

Figura 21. Multifuncionalidad de los sistemas de adquisicion de Fe-hemina. (A) HxuCBA, SapABCDFZ
y PE participan en la resistencia de HiNT a PXE. Los mutantes AhxuCBA, AsapAB y Ahpe muestran menor
CMI que la cepa WT. Por el contrario, la inactivacion del gen hbpA aumentd dicha CMI. (B) HbpA, pero no
HxuCBA, SapABCDFZ o PE, participa en la importacion de glutation de HiNT. Las bacterias se cultivaron
en CDMM suplementado con cistina 0 GSSG. CDMM + cistina permitio crecimiento bacteriano en todos los
casos. El crecimiento de HINT375AhbpA fue menor en CDMM + GSSG que en CDMM + cistina (a 2.5 h,
p<0.05; 3 h, p<0.001; de 3.5 a 8 h p<0.0001). Comparacion estadistica de las medias, ANOVA de dos colas
(prueba de comparaciones multiples de Tukey).
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Capitulo 2

2.1. Resumen

El tratamiento antibiotico con TxS, combinacién de TMP y SMX, genera
resistencia por desarrollo de auxotrofia a timidina asociada a mutaciones
inactivantes del gen thyA, que codifica la enzima timidilato sintetasa ThyA;
lo que a su vez puede modificar la biologia de la infeccion. El aumento de la
frecuencia de resistencia a TxS en HiNT limita su idoneidad como tratamiento
de eleccion frente a exacerbaciones asociadas a esta bacteria en pacientes EPOC,

si bien su relacion con la auxotrofia a timidina es poco conocida.

En este Capitulo, analizamos 2.542 aislados clinicos de HiNT recogidos en
el Hospital Universitario de Bellvitge (HUB, Espaiia) en el periodo 2010-2014.
Identificamos 119 cepas que mostraron crecimiento lento en medio MH-F agar,
un medio con baja concentracion de timidina, incluyendo una cepa auxdtrofa
a timidina aislada de una muestra de esputo de un paciente EPOC tratado
con TxS. Para analizar el impacto de la auxotrofia a timidina en la relacion
HiNT-sistema respiratorio, generamos cepas de H. influenzae mutantes en el
gen thyA. La inactivacion de thy4 aumenta la resistencia a TxS, y modifica la
morfologia bacteriana por alteracion de la division celular, modifica la capacidad
autoagregativa, los niveles de ChoP en superficie, el depdsito de C3b, y los
patrones de infeccion del epitelio respiratorio por HiNT. La presencia de timidina
exogena disponible para la bacteria compensa dicha auxotrofia y el efecto del
TxS, aspecto potencialmente facilitado por un transportador de nucledsidos
codificado por el gen nupC. La inactivacion de thyA atentia la virulencia de H.
influenzae, si bien también disminuye la eficacia del tratamiento con TxS in

Vivo.

En conjunto, los resultados obtenidos en el Capitulo 2 de este trabajo de Tesis
Doctoral indican que la auxotrofia a timidina modula la interaccion de HINT
con el sistema respiratorio y la resistencia de esta bacteria al TxS, por lo que
sus efectos deben considerarse en la practica clinica durante la administracion

de este antibiodtico.
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2.2. Introduccion

HiNT es un patdégeno oportunista responsable, entre otros, de procesos de
exacerbacion de pacientes EPOC (Agrawal & Murphy, 2011). Estos periodos de
agudizacion de los sintomas impactan negativamente en la calidad de vida de los
pacientes, siendo una causa frecuente de intervencion clinica y hospitalizacion.
Las exacerbaciones agudas asociadas a la EPOC son causadas principalmente
por infecciones bacterianas o viricas (Sethi et al., 2010), por lo que la terapia
antibiotica se prescribe de forma rutinaria. Los antibioticos amoxicilina,
tetraciclinas o TxS, son administrados a pacientes EPOC exacerbados, lo que
favorece la frecuencia de aparicion de resistencias en patdgenos respiratorios

como HiNT, para el que la eleccion de antibidticos adecuados es un reto.

TxS es una combinacién de TMP y SMX, que interfiere con el metabolismo
y la replicacion bacteriana bloqueando la produccion de ATHF. El ATHF es
un cofactor de la timidilato sintetasa, una proteina codificada por el gen thyA,
requerida para la conversion de timidina en uracilo. El dihidrofolato es reducido a
ATHF por la dihidrofolato reductasa (DHFR), codificada por el gen fo/H, también
conocido como drf4 o folA. La inhibicion de la produccion de ATHF previene
la sintesis de timidina y, por tanto, la replicacion de ADN, causando muerte
bacteriana y susceptibilidad a TxS (Figura 22). TMP es un sustrato analogo
al dihidrofolato y bloquea su reduccion a ATHF, y SMX es analogo al acido
para aminobenzoico (PABA) que bloquea la dihidropteroato sintetasa (DHPS),
codificada por el gen folP, que participa en la produccion de dihidropteroato,
un precursor del dihidrofolato. Tanto TMP como SMX tienen poca toxicidad
para los humanos porque el acido folico es obtienido de la dieta (Tristram et
al., 2007). En HiNT, la resistencia a TxS esta asociada a (i) polimorfismos y/o
inserciones cortas en los genes folH y folP; (ii) sobreproduccion de DHFR; (iii)
adquisicion de los genes sull y sul2 (de Groot et al., 1988; de Groot et al.,
1996; Enne et al., 2002). Existen evidencias que relacionan la resistencia de H.
influenzae a TMP con un estado transitorio de auxotrofia a timidina en cepas
aisladas de esputo de pacientes con bronquitis cronica previamente tratados con

TMP (Platt et al., 1983); sin embargo, no existe informacion sobre la generacion
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En este trabajo, analizamos el crecimiento de 2.542 cepas de HiNT aisladas en
el HUB entre 2010 y 2014, ¢ identificamos 119 aislados que generaron colonias
pequefias de crecimiento lento en MH-F agar, un medio con baja concentracion
de timidina. Esta observacion nos llevo a hipotetizar sobre la relacion entre
crecimiento lento, auxotrofia a timidina y resistencia a TxS asociada a la
administracion del antibidtico, en cuyo caso la auxotrofia podria modificar
también la dindmica de la interaccion HiNT-sistema respiratorio humano. En
este contexto, realizamos un escrutinio de auxotrofos en los aislados HiNT
con crecimiento reducido en MH-F agar, ¢ identificamos una cepa auxotrofa
a timidina, si bien dicha auxotrofia fue facilmente reversible. Para explorar
el establecimiento de asociaciones entre auxotrofia a timidina e infeccion
respiratoria por H. influenzae, empleamos dos cepas con genomas completos
disponibles, HINT375 y RAKW20 (Fleischmann et al., 1995; Mell et al., 2014);
para generar auxotrofos a timidina mediante mutacion del gen thy4 y evaluar
su efecto en: (i) resistencia a TxS, morfologia, crecimiento, autoagregacion y
expresion génica; (ii) interaccion HiNT-hospedador en relacion con el sistema
de complemento y la infeccion de células epiteliales en cultivo; (iii) infeccion
in vivo por HiNT, mediante un modelo de infeccidon intranasal murino tras

tratamiento con TxS.

Los resultados obtenidos proporcionan evidencias de la emergencia de

resistencia a TxS en HiNT tras el tratamiento con este antibidtico, muestran el
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papel de la timidilato sintetasa ThyA, en la fisiologia y virulencia de HiNT, y
ofrecen informacion para mejorar el uso de TxS frente a la infeccion respiratoria
por HiNT.

2.3. Materiales y Métodos
2.3.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas, plasmidos y cebadores utilizados en el Capitulo 2 de este trabajo de
Tesis Doctoral se describen en Anexo I (Tablas A2, A3 y A4). HiNT fue crecido
a 37°C, 5% CO, en agar chocolate (Biomérieux), MH-F agar (Biomérieux) o
sBHI agar (Oxoid). En liquido, HiINT se crecio en sBHI (37°C, 5% CO,). La
timidina (Thymidine, Thy) (Sigma-Aldrich) se disolvié en agua destilada estéril
(solucion madre, 10 mg/ml). Cuando fue necesario, el medio fue suplementado
con timidina mediante (i) uso de discos estériles impregnados en Thy 300
pg/ml o 10 mg/ml; (ii) adicion de timidina 300 pg/ml en placa, en 20 ml de
agar chocolate o MH-F agar; (iii) adicion de timidina 300 pg/ml en sBHI. Se

emplearon Erm , o Spec,, cuando fue necesario. Las cepas de E. coli fueron

50°

crecidas en LB a 37°C, con Amp, ., Erm o Spec, , cuando fue necesario.

50°

Para la inactivacion del gen thyA, se amplifico un fragmento de ADN
incluyendo el gen thy4 y sus regiones adyacentes (2.852 pb) con Phusion
polimerasa (Thermofisher), usando como molde ADN gendémico de la cepa
HiNT375, y los cebadores thyA-F1 y thyA-R1. Este producto de amplificacién
fue clonado en el vector pJET1.2 (Thermofisher), generando pJET1.2-thy4, a
su vez empleado como molde en una reaccion de PCR inversa con Phusion
polimerasa y los cebadores thyA-F2 y thy4-R2. Asi, se genero la delecion de un
fragmento de 226 pb (nucledtidos 312-537 en la secuencia de thyA). Este vector
romo fue empleado para el clonaje de un cassette de resistencia a Erm escindido
mediante digestion Smal del plasmido pBSLerm (Allen et al., 2005); generando
pJET1.2-thyA::ermC. Este plasmido fue utilizado como molde para amplificar
el cassette de disrupcion thyA::ermC con los cebadores thyA-F1 y thyA-R1,
que fue utilizado para la transformacion natural de HINT375 o RAKW20
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mediante el método MIV (Herriott et al., 1970). Los clones transformantes
fueron seleccionados en sBHI agar con Erm  para obtener HINT375AthyA y
RAKW20AthyA, respectivamente. Los mutantes generados fueron confirmados
mediante extraccion de ADN gendmico y amplificacion con cuatro pares
de cebadores: (i) thyA-F1 y thyA-R1, producto de amplificacion, 3.814 pb;
(i1) thyA-F1 y pBSLerm-down, producto de amplificacion, 2.421 pb; (iii)
pBSLerm-up y thy4-R1, producto de amplificacion, 2.190 pb; (iv) pBSLerm-
up y pBSLerm-down, producto de amplificacion, 797 pb. Los productos de
amplificacion fueron secuenciados con los cebadores thy4-F1, pSBLerm-up,
pBSLerm-down y thy4-R1. Cuando fue necesario, el gen thyA4 fue amplificado
con los cebadores ThyA Pro Fy ThyA R2, para la secuenciacion de ADN.

Para la inactivacion de nupC, dicho gen y sus respectivas regiones
adyacentes (2.664 pb) fueron amplificados con Phusion polimerasa, utilizando
ADN gendémico de la cepa RAKW20 y los cebadores nupC-F1 y nupC-R1. Este
producto de amplificacion fue clonado en pJET1.2, generando pJET1.2-nupC.
A continuacion, un cassette Spec® fue amplificado utilizando como molde
pRSM2832 y los cebadores especificos de mutagénesis nupC-F2 y nupC-R2,
siguiendo (Tracy et al., 2008). Los cebadores fueron disefiados para la
eliminacion de las secuencias comprendidas entre el codon de inicio y los siete
ultimos codones de nupC. E. coli SW102 fue coelectroporada con pJET1.2-
nupC (AmpR, 50 ng) y el cassette de mutagénesis especifico de nupC (Spec®,
200 ng) (Sinha & Detsky, 2012). Los clones portadores del plasmido resultante
de recombinacion pJET1.2-nupC::spec fueron seleccionados en LB agar con
Amp, .y Spec,,. Este plasmido fue utilizado como molde para amplificar el
cassette de disrupcion nupC::spec con los cebadores nupC-F1 y nupC-R1,
utilizado para transformacion natural de HINT375 y RAKW20 mediante el
método MIV. Los clones transformantes se seleccionaron en sBHI Spec
obtener las cepas HINT375AnupC y RAKW20AnupC.

5 Para

2.3.2. Escrutinio de aislados clinicos de H. influenzae auxotrofos a timidina

Los archivos de laboratorio del Servicio de Microbiologia del HUB
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(Barcelona, Espafia) registraron la dificultad ocasional de HiNT para crecer
en el MH-F+5% sangre de caballo desfibrada y 20 mg/l NAD, empleado de
forma rutinaria para la determinacion de perfiles de resistencia antibiotica.
Se realizd un escrutinio de aislados de HiNT auxotrofos a timidina basado en
su crecimiento deficiente en MH-F agar, y recuperacion de dicha auxotrofia
mediante crecimiento en MH-F agar alrededor de discos de papel estériles

impregnados en timidina.
2.3.3. Susceptibilidad bacteriana a TxS en condiciones no estandarizadas

Las cepas auxoétrofas a timidina no crecen correctamente en MH-F agar, lo
que dificulta la determinacion de susceptibilidad antibidtica mediante métodos
convencionales. Por ello, no se emplearon técnicas de disco-difusion (Becton
Dickinson), E-fest (Biomerieux) o microdilucion en MH-F agar, tal y como
se especifica en European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (http://www.eucast.org/clinical breakpoints). Para la determinacion
de CMI, las cepas crecidas en agar chocolate 16 h, fueron utilizadas para
generar suspensiones normalizadas en PBS a DO =1, que se extendieron en
agar chocolate o MH-F agar en presencia de tiras E-test o discos de TxS (23.75
mg/1.25 mg SMX:TMP), y se incubaron durante 24 h para evaluar la dimension
del halo de inhibicion de crecimiento.

2.3.4. Curvas de crecimiento bacteriano

Las cepas de HiNT cultivadas en agar chocolate durante 16 h se inocularon
en 20 ml sBHI (2-5 colonias), con o sin timidina 300 ug/ml, y se incubaron
durante 11 h en agitacion. Los cultivos se diluyeron en 40 ml de sBHI, con o
sin timidina 300 pg/ml, a DO,,=0.01 (RAKW20) o DO, ,=0.05 (HINT375), y
se incubaron con agitacion. Se registro la DO, cada hora durante 8 h. Para la
cuantificacion de la viabilidad bacteriana, se tomaron alicuotas cada 2 h, se re-
alizaron diluciones seriadas y plaqueo en sBHI agar. Los resultados se muestran
como DO, y u.f.c./ml. En el tltimo tiempo monitorizado (8 h), se colocaron

10 ul de cada cultivo bacteriano sobre cubreobjetos de vidrio, se fijaron con
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paraformaldehido (PFA) 3.7% en PBS pH 7.4 durante 15 min a temperatura
ambiente (TA), y las bacterias se tifieron con un anticuerpo (Ac) primario poli-
clonal de conejo anti-HiNT diluido 1:600, y un Ac secundario burro anti-congjo
conjugado con Cy2 (Jackson Immunological), diluido 1:100. Las muestras se
analizaron con un microscopio de fluorescencia Carl Zeiss Axioskop 2 plus y

una camara monocroma Carl Zeiss Axio Cam MRm.
2.3.5. Microscopia confocal

Las cepas de HiNT se cultivaron en agar chocolate durante 16 h, en ausencia
o presencia de timidina 300 pg/ml. A continuacion, la biomasa de una colonia
se extendio sobre una gota de H,O destilada en un portaobjetos de vidrio. Las
gotas se secaron a TA, las bacterias se tifieron durante 15 min en oscuridad
con SYTO 9 (Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante, y
se lavaron dos veces con H,O destilada. Las imagenes fueron adquiridas alea-
toriamente con un microscopio confocal Leica TCS-SL (Leica Microsystems)
equipado con un laser de argdn de 488 nm, laseres He/Ne de 543 nm y 633 nm
(Centers Cientifics i Tecnologics-Campus de Bellvitge, Universitat de Barcelo-
na, Espaiia), utilizando un objetivo de inmersion 63x (apertura numérica de 1.4)
y una resolucion de imagen de 1024x1024 pixeles, y se analizaron utilizando

Leica Confocal Software 2.5 (Leica Microsystems).

2.3.6. Microscopia electrénica de transmision (Transmission Electron
Microscopy, TEM)

Bacterias previamente crecidas en agar chocolate fueron colocadas en rejillas
recubiertas de Formvar y secadas al aire, para su posterior tinciéon negativa con
acido fosfotiingstico 1% en agua destilada durante 10 segundos. Las muestras se
examinaron con un microscopio electronico de transmision JEM-1011 (JEOL)
equipado con una Camara Orius con dispositivo SC1000 (CCD) acoplado a
carga (Gatan) a 80 kilovatios (kV), segun (Remuzgo-Martinez et al., 2015).

2.3.7. Extraccion de ARN y analisis de expresion génica mediante qRT-PCR
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Las cepas de HiNT se crecieron en agar chocolate durante 16 h. A continu-
acion, se inocularon de 2-5 colonias en 20 ml sBHI, en presencia o ausencia
de timidina 300 pg/ml. Los cultivos se crecieron durante 11 h en agitacion, se
diluyeron en 40 ml sBHI a DO, ,=0.05, en ausencia o presencia de timidina 300
ug/ml, y se crecieron hasta DO, =0.6. En este punto, se preservo material para
extraccion de ARN con el reactivo TRIzol (Invitrogen). La calidad del ARN
purificado fue evaluada con RNA 6000 Nano LabChips (Agilent 2100 Bioana-
lyzer). E1 ADN complementario (ADNCc) se sintetiz6 a partir del ARN total (1
ug) con transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen), que fue a su vez em-
pleado como molde para qRT-PCR con Thermo Scientific Luminaris HiGreen
gPCR Master Mix (Thermo Scientific). El analisis de resultados se realizd con
BioRad CFX96 qPCR System (Bio-Rad). Las cantidades relativas de ARNm se
calcularon con el método de Ct y se normalizaron usando ARN ribosémico 16S
como control endégeno. Los cebadores se disefiaron con el programa Primer3 'y
se detallan en el Anexo I (Tabla A4): para nupC, nupC-RT-Fw y nupC-RT-Rv;
para tdk, tdk-RT-Fw y tdk-RT-Rv; para ARN ribosémico 16S, 16S-Fw y 16S-
Rv. Los datos se muestran como expresion relativa en cepa mutante respecto
a cepa WT (considerados como 1). Todas las extracciones-amplificaciones se

realizaron por duplicado, en al menos tres ocasiones (n=>6).
2.3.8. Autoagregacion bacteriana

Bacterias crecidas en agar chocolate durante 16 h fueron inoculadas en 20 ml
sBHI (3-4 colonias) y crecidas durante 11 h con agitacion, en presencia o ausen-
cia de timidina 300 pg/ml. EI cultivo resultante fue diluido en sBHI a DO =1
y mantenido estaticamente a TA durante 5 h (volumen inicial ~25 ml). La via-
bilidad bacteriana se comprob6 al comienzo de cada experimento (tiempo=0)
mediante diluciones seriadas y plaqueo en sBHI agar. Se monitorizo la DO, , de
la parte superior de cada cultivo cada hora, durante 5 h. Se realizaron al menos,

cuatro experimentos independientes (n>4).

2.3.9. Cuantificacion de ChoP
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Tras crecimiento en agar chocolate durante 16 h, se inocularon 3-4 colonias
de HiNT en 20 ml sBHI para su crecimiento durante 11 h, y a continuacion se
diluyeron en 40 ml sBHI a DO,=0.05, en ausencia o presencia de timidina
300 pg/ml, hasta DO, ,;=0.6. En este punto, se cuantifico la carga bacteriana
mediante diluciones seriadas y plaqueo en sBHI agar, y se preservaron alicuotas
a-80°C en sBHI con 20% glicerol. Para la determinacion de ChoP, se emplearon
alicuotas descongeladas con ~1x107 u.f.c., que fueron incubadas durante 1 h
a 37°C con el Ac monoclonal de ratéon anti-ChoP TEPC-15 (Sigma-Aldrich)
diluido 1:25 en PBS-Tween 20 0.05%. Las muestras se lavaron dos veces con
PBS-Tween 20 0.05%, y se incubaron con suero inmune de conejo conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Serotec) diluido 1:300 en PBS-Tween 20
0.05%, durante 30 min a 4°C y en oscuridad. Las muestras se lavaron con PBS-
Tween 20 0.05%, se fijaron en PFA 3% durante 2-3 min a TA, y se analizaron
en un citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) usando parametros
de dispersion de al menos 25.000 bacterias. Los resultados se expresan como
porcentaje del indice de fluorescencia relativo (RFI), para medir la proporcion
de bacterias fluorescentes ChoP* (Ramos-Sevillano et al., 2015). Los ensayos se

realizaron por cuadruplicado en al menos, tres ocasiones independientes (n>12).
2.3.10. Unio6n de factores de complemento a HiNT

Las cepas bacterianas se crecieron como se indica en la seccion 2.3.9., y la
deposicion de C3b se analiz6 segiin (Ramos-Sevillano et al., 2015). Para ello, se
opsonizo una suspension bacteriana con ~1x107 u.f.c. con suero humano diluido
1:4 en PBS-Tween 20 0.05%, y la deposicion de C3b fue cuantificada mediante
incubacion con un Ac policlonal cabra anti-C3b conjugado con FITC (ICN-
Cappel), diluido 1:300 en PBS-Tween 20 0.05%, durante 30 min a 4°C y en

oscuridad.

La unién de CRP a la superficie bacteriana se cuantifico segiin (Ramos-
Sevillano et al., 2015), incubando ~1x107 u.f.c. con suero humano diluido 1:4
en PBS-Tween 20 0.05%, para su posterior deteccion con un Ac policlonal de

conejo anti-CRP (Calbiochem), con el que se incubd durante 1 ha 37°C, seguido
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de dos lavados con PBS-Tween 20 0.05%, e incubacion posterior durante 30
min con un Ac policlonal de cabra anti-conejo conjugado con FITC en PBS-
Tween 20 0.05%, durante 1 h a 37°C. En ambos casos, las bacterias se lavaron
finalmente con PBS-Tween 20 0.05%, se fijaron con PFA 3%, y se analizaron
con un citometro de flujo FACSCalibur, como se describe anteriormente. Los
resultados se expresan como RFI. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado

y al menos, en tres ocasiones independientes (n>12).
2.3.11. Cultivo celular e infeccion bacteriana

Las células epiteliales alveolares humanas A549 (ATCC CCL-185) se
mantuvieron y prepararon como se indica en la seccion 1.3.8. Las células
epiteliales de carcinoma humano pulmonar mucoepidermoide NCI H-292
(ATCC CRL-1848) se mantuvieron segun (Euba et al., 2015¢). Previo a la
infeccion, se sembraron 4x10° células/pocillo durante 16 h. Los ensayos de
adhesion e invasion se realizaron segun la seccion secciéon 1.3.8. Para ello, se
prepararon suspensiones bacterianas normalizadas en PBS (DO, ,=1) a partir de
cepas HiNT crecidas en agar chocolate durante 16 h, o crecidas en 20 ml sBHI
durante 11 h, en ausencia o presencia de timidina 300 pg/ml. Se utiliz6 una
MOI ~100:1. Para analizar la adhesion epitelial, las células se infectaron durante
30 min (Morey et al., 2011); para analizar la invasion epitelial, las células se
infectaron durante 2 h, se lavaron tres veces con PBS, se incubaron 1 h en RPMI
1640 suplementado con STF 10%, Hepes 10 mM y gentamicina 200 pg/ml.

Cuando fue necesario, células A549 se infectaron durante 30 min con
suspensiones bacterianas (DO, =1) generadas a partir de bacterias crecidas en
agar chocolate, en ausencia o presencia de timidina 300 pg/ml. Las infecciones
se realizaron en RPMI 1640, en ausencia o presencia de C3 purificado (16 ug/
ml), 2% suero humano (Human Serum, HS) deficiente en C3, o HS reconstituido
con C3 purificado (Sigma-Aldrich). A continuacién, los pocillos se lavaron
tres veces con PBS, las células se lisaron con 300 pl PBS-saponina 0.025%
durante 10 min a TA, se realizaron diluciones seriadas y plaqueo en sBHI agar.

Las infecciones se realizaron por triplicado al menos, tres veces (n>9). Los
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resultados se expresan como u.f.c./ml.
2.3.12. Secrecion de IL-8

Se generaron suspensiones bacterianas en PBS (DO, =1) a partir de cepas
crecidas en agar chocolate, en ausencia o presencia de timidina 300 pg/ml, y se
usaron para infeccion de células A549 durante 2 h con MOI ~100:1 (para mas
detalle, ver seccién 1.3.9.). Las infecciones se realizaron por duplicado y al

menos, dos veces (n>4). Los resultados se expresan en IL-8 pg/ml.

2.3.13. Microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy,
SEM)

Se sembraron células A549 en cubreobjetos de vidrio y se infectaron con
bacterias crecidas en agar chocolate, siguiendo el protocolo descrito en la
seccion 1.3.8. Las muestras se fijaron en glutaraldehido 3% enfriado en hielo
durante 20 min a 4°C, se deshidrataron con pases de acetona, se secaron por
el método del punto critico, se recubrieron con oro en un pulverizador idnico
de capa fina JFC-1100 226 (JEOL, Ltd), y se observaron con un microscopio
Inspect S (FEI Company) trabajando a 15 6 20 kV (Lazaro-Diez et al., 2016).

2.3.14. Infeccion pulmonar murina

Se utilizé el modelo de infeccion pulmonar de raton CDI1 por HiNT, tal y
como se indica en la seccién 1.3.10. Los animales se dividieron aleatoriamente
en dos grupos (n=5): (i) control, solucion vehiculo (0.1 ml PBS) administrado
por sonda oroesofagica (Popper & Sons Inc.); (ii) TxS (Septrin, 8§ mg/40 mg/ml
TMP: SMX), cada 6 h, administrado por sonda oroesofagica, comenzando a 6 hpi.
Tratamiento con TxS: 960 mg/kilogramo (kg) de peso corporal en 0.1 ml de PBS.
Para la infeccion respiratoria, se usaron las cepas HINT375 y HINT375AthyA,
crecidas previamente en agar chocolate, en ausencia o presencia de timidina
300 pg/ml. Para la infeccion intranasal, se colocaron 40 pl de una suspension
bacteriana con ~5x10® u.f.c./ml (~2x107 u.f.c./ratéon) en la entrada de las fosas

nasales hasta su inhalacion completa por ratones previamente anestesiados con
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ketamina-xilazina (3:1). Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical
a 12, 24 y 48 hpi. Las muestras de LBA fueron adquiridas y procesadas como
se especifica en la seccion 1.3.10. Los resultados se expresan como media +
DE de log , u.f.c./ml LBA. Paralelamente, se extrajeron los dos pulmones: el
izquierdo fue procesado para recuento de bacterias viables (para mas detalle,
véase seccion 1.3.10.); el derecho se fij6 en su posicidon anatdmica junto con la
porcion anterior del cuerpo (cabeza y cuello con vias aéreas superiores, laringe
y trdquea) en formalina tamponada neutra 10%. Ratones no infectados que
recibieron PBS o TxS, se usaron como controles. Para recuento de células en
LBA, el volumen restante de cada muestra de LBA fue centrifugado (5.000
r.p.m., 3 min, 4°C). El pellet fue resuspendido en 1 ml RPMI 1640 con STF 10%
y Hepes 10 mM, y se realizo recuento celular total con un hemocitémetro. Para la
preparacion de cytospin (1.500 r.p.m., 10 min, TA) (Thermo Shandon Cytospin)
se usaron ~5x10* células en 200 ul RPMI 1640 con STF 10% y Hepes 10 mM.
Se realizaron tinciones Giemsa con una unidad de preparacion de portaobjetos
de hematologia automatizada (SP-10, Sysmex Cosporation). Las preparaciones

se examinaron a doble ciego con un microscopio 6ptico (BX, Olympus).
2.3.15. Analisis histopatolégico

Las cabezas y cuellos de los animales sacrificados se enjuagaron con agua
durante 1 h, se sumergieron en acido nitrico 5% durante 24-36 h hasta su
descalcificacion completa, y se realizaron 7-8 secciones transaxiales cada 3-4
mm, comenzando en las fosas nasales y terminando en la traquea caudal. Las
secciones transaxiales y los pulmones se incluyeron en parafina. Las secciones
de 4-6 pm se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) siguiendo las instrucciones
del fabricante, y se examinaron mediante microscopia para determinar el alcance
de las lesiones inflamatorias. Las secciones fueron examinadas a ciegas por un
patdlogo veterinario entrenado (Dra. M. Barberan). Se analizaron parametros
que caracterizan reacciones inflamatorias agudas en vias aéreas superiores,
laringe, traquea y pulmon: hemorragias, hiperemia, infiltrados de células
PMN, macroéfagos alveolares. Los parametros analizados fueron calificados

subjetivamente en una escala de 0-3 (0: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3:
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severo). Como control de tejido, se procesaron los mismos érganos de animales

no infectados, tratados con solucion vehiculo o TxS.
2.3.16. Analisis estadistico

Para auto-agregacion, expresion génica, diametro de zonas de crecimiento
o inhibicion, ChoP, deposicion del complemento, infeccion celular, carga
bacteriana en pulmoéon y LBA, y células inflamatorias en muestras LBA, se
calcul6 la media + DE, y se realiz6 una comparacion estadistica usando t-test
de dos colas. Para el analisis histopatologico, se calcularon las medias = DE y
se realizaron comparaciones estadisticas con ANOVA seguido de comparacion
multiple diferenciada protegida de Fisher (PLSD). En todos los casos, un valor
p<0.05 se considero estadisticamente significativo. Los analisis se realizaron
con el programa Prism version 7, paquete estadistico para Mac (GraphPad

Software), y se detallan en cada pie de figura.
2.4. Resultados

2.4.1. Aislamiento de una cepa HiNT dependiente de timidina de una

muestra de esputo de un paciente EPOC tratado con TxS

De las 2.542 cepas de HiNT aisladas de muestras respiratorias entre 2010 y
2014 en el HUB, 119 (4.7%) formaron colonias de crecimiento lento en MH-F
agar. Se realizo un escrutinio de auxotrofia a timidina en estas 119 cepas me-
diante analisis comparado de crecimiento en agar chocolate y MH-F agar. La
dependencia de timidina se confirmé por ausencia de crecimiento en MH-F agar
y restauracion de crecimiento en este medio en presencia de discos de papel
impregnados con timidina. Se identifico una cepa HiNT auxétrofa a timidina,
denominada HiNT8233, aislada de una muestra de esputo de un paciente EPOC
que habia recibido TxS durante 36 dias como tratamiento frente a una exacer-
bacion aguda por Stenotrophomonas maltophilia. HINT8233 produjo colonias
pequefias en agar chocolate y no crecié en MH-F agar, excepto alrededor de
discos impregnados en timidina (300 pg/ml o 10 mg/ml), siendo el crecimiento

dependiente de la concentracion de timidina (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacion de un aislado clinico auxétrofo a timidina, HiNT8233. Crecimiento de
HiNT8233 en MH-F agar alrededor de discos impregnados en agua (1), timidina 10 mg/ml (2), timidina
300 pg/ml (3). Los circulos punteados delimitan el halo de crecimiento (izquierda). Detalle del crecimiento
bacteriano alrededor del disco de timidina 10 mg/ml (medio). La morfologia de HiNT8233 se observo
mediante tincion SYTO 9 y microscopia confocal (barra de escala, 10 um) (derecha).

Se secuencid el gen thyA de HINT8233 y se identifico una insercion de
6 nucledtidos 267GAAAAT que provoca la incorporacion de dos aminoaci-
dos (E9ONO91), en comparacion a la secuencia de thy4 en la cepa de referencia
RAKW20 (Fleischmann et al., 1995). La prediccion estructural de ThyA de H.
influenzae, basada en la proteina ThyA de Burkholderia thailandensis (PDB:
3V8H), fue generada mediante una herramienta de modelado automatizado del
servidor Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org). ThyA . o .. mostr6 11
hélices a, 6 laminas P y varias regiones de conexion entre ellos (Figura 24A).
La homologia entre la prediccion estructural de ThyA . o ..y ThyA . se
muestra en la Figura 24D. Por otra parte, HINT8233 mostré una morfologia de
filamentos no septados, ~5-10 veces mas grandes que el promedio de HiNT, tras

analisis mediante microscopia confocal (Figura 23, panel derecho).

La ausencia de crecimiento de HINT8233 en MH-F agar no permitio evaluar
su susceptibilidad antibiotica mediante procedimientos estandar (www.eucast.
org/clinical breakpoints). Por ello, se analizo la resistencia a TxS mediante E-
test utilizando un césped bacteriano crecido en agar chocolate, lo que mostro
una CMI de >32 pg/ml. La auxotrofia a timidina de HINT8233 resulto ser re-
versible, como se ha descrito en otros patdogenos (Kahl, 2014). Tras la rever-
sion, HINT8233 no presentd morfologia filamentosa (datos no mostrados), y la
secuencia de thyA no presentd la insercion de 6 nucledtidos descrita anterior-

mente, si bien la CMI de TxS se mantuvo sin cambios.
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Figura 24. Prediccion estructural de las proteinas ThyA ... (A), ThyA, ., B) y ThyA .. (O),
mediante modelado automatizado del servidor Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org). El alineamiento
estructural entre parejas de proteinas y su representacion se gener6 con el software de visualizaciéon Open
PyMOL (http://www.pymol.org). Se muestran las superposiciones de ThyA . ... vy ThyA, .. (D), y de
ThyA, ewsoY ThYA 1575 (E). Los cambios estructurales entre ThyA ...y ThyA, . ., estdn indicados con
un circulo y una flecha. La flecha derecha indica los aminodcidos E90 y N91 en ThyA .. (ausentes en

ThyA,

RdKWZO) :

La identificacion de HINT8233 sugiere que la auxotrofia a timidina puede
ser una respuesta al tratamiento con TxS en HiNT. Esta respuesta a la presion

antibidtica podria estar subestimada clinicamente por la falta de crecimiento
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bacteriano en MH-F agar, como ha sido descrito previamente (Platt et al., 1983).
A continuacion, generamos mutantes en el gen thyA en dos cepas HiNT previa-
mente caracterizadas, para el estudio del impacto de la auxotrofia a timidina en

la fisiologia y patogénesis de HiNT.

2.4.2. Generacion y caracterizacion de cepas H. influenzae auxoétrofas a

timidina

Se emplearon las cepas de H. influenzae HINT375 y RAKW?20, cuyos genomas
han sido secuenciados previamente, para generar mutantes dependientes de
timidina exdgena mediante la disrupcion del gen thy4 (NF38 0045 y HI0905,

respectivamente). Las proteinas ThyA, . ...y ThyA mostraron 98.2% de

RAKW20
identidad (Figura 24E). Los mutantes se seleccionaron en sBHI agar generando
colonias de tamafio WT (datos no mostrados). A diferencia de las cepas WT,
los mutantes no crecieron en MH-F agar, pero si en MH-F agar alrededor
de discos de papel impregnados con timidina. El crecimiento bacteriano fue
dependiente de la concentracion de timidina presente en los discos (Figura
25A, Tabla 4) con mayor crecimiento alrededor de discos con timidina 10 mg/
ml que con timidina 300 pg/ml (HiINT375AthyA, p<0.005; RAKW20AthyA,
p<0.05). HINT375 WT y AthyA presentaron CMIs de TxS=0.25 y 0.38-0.5 pg/
ml, respectivamente; RAKW20 WT y AthyA, presentaron CMIs de TxS=0.12
y 0.5-0.75 pg/ml, respectivamente. Se observaron halos de inhibicion del

crecimiento alrededor de discos de TxS de mayor diametro en el caso de las

Tabla 4. Crecimiento bacteriano en diferentes medios y condiciones.

Cepa Agar MH-F Diametro de crecimiento en MH-F agar alrededor
H. influenzae chocolate agar de discos de Thy'(cm)

Thy 300 pg/ml Thy 10 mg/ml
HiNT375 si? si si si
HiNT375AthyA si no’ 0.65+0.05 1.83+0.025
HiNT375AthyA+Thy* si no 1.25+0.05 2.9+0.1
RAKW20 si si si si
RAKW20Athy A si no 0.9+0.1 1.83+0.08
RAKW20AthyA+Thy si no 1.4+0.1 3.35+0.05

'Thy, timidina.

Crecimiento bacteriano formando un césped.

*Ausencia total de crecimiento.

“*HiNT375AthyA+Thy, bacterias previamente crecidas en chocolate+Thy fueron usadas para inocular placas
de agar chocolate o MH-F agar.
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cepas WT que en AthyA (Figura 25A). La morfologia de HINT375AthyA y
RAKW20AthyA fue analizada mediante microscopia confocal, mostrando
filamentos no septados. La longitud bacteriana media, medida mediante TEM
en ~70 bacterias por cepa, fue: (i) 1.42+0.56 y 3.78+2.86 pm para HiNT375
WT y AthyA, respectivamente (p<0.0001); (ii) 1.43+0.24 y 4.6+4.98 um para
RAKW20 WT y AthyA, respectivamente (p<0.0001).

Agar
A MH-F agar chocolate SYTO 9 TEM SEM
HiNT375
AthyA Q
RdKW20

B HINT375 RAKW20
18 s 18 .
0.75 0.75
8 * g
o 05 o 05 ey
B 0.25 Q025
0 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 25. La auxotrofia a timidina modifica el crecimiento y la morfologia de H. influenzae. (A)
Crecimiento de las cepas HiNT375, RAKW20 WT y Athy4 en MH-F agar donde se dispusieron discos
estériles impregnados en agua (superior), timidina 10 mg/ml (derecha), timidina 300 pg/ml (izquierda). Los
circulos punteados indican la zona de crecimiento alrededor de los discos de timidina; se muestra detalle del
crecimiento bacteriano alrededor del disco de timidina 10 mg/ml. Halos de inhibicion del crecimiento de las
cepas HINT375 y RAKW20, WT y AthyA, en agar chocolate alrededor de discos de TxS; las lineas punteadas
indican la zona de inhibicion del crecimiento. La morfologia bacteriana se observé mediante tincion SYTO
9 y microscopia confocal (barra de escala, 10 um), TEM (barra de escala, 2 pm, ampliacion 25.000x) y
SEM (barra de escala, 10 um, ampliacion 6.000x). En los paneles SEM, las flechas negras indican bacterias
infectando epitelio respiratorio en cultivo. (B) Efecto de la auxotrofia a timidina en la autoagregacion de H.
influenzae. 1zquierda, cepas HINT375 WT y AthyA; derecha, cepas RAKW20 WT y AthyA4. Simbolos: cepas
WT, circulo negro; mutantes AtyA4, cuadrado negro. La autoagregaciéon mostrada por los mutantes thyA4 es
mayor que la de sus respectivas cepas WT (HINT375, p<0.05 a 1 y 2 h; RAKW20, p<0.05 a 1 h, y p<0.0005 a
2 h). Las diferencias significativas se indican con *.
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El analisis SEM mostr6é bacterias Athy4 de gran tamafio en la superficie
de células A549, en comparacion con la cepa WT, lo que podria modificar la

dinamica del proceso infeccioso (Figura 25A).

La formacion de autoagregados bacterianos puede promover la formacion de
microcolonias de HiNT en la superficie de células humanas (Mell et al., 2016;
Meng etal., 2011). Para evaluar si el aumento de tamafio asociado a la auxotrofia
a timidina produce cambios en la capacidad autoagregativa de este patogeno,
se monitorizé la DO, de suspensiones bacterianas estaticas, mostrando que
los mutantes AthyA tienen mayor capacidad autoagregativa que sus respectivas
cepas WT (Figura 25B).

En conjunto, la inactivacion del gen thy4 en HiNT genera: (i) incapacidad
para crecer en MH-F agar, lo que puede ser parcialmente restaurado por la
presencia de timidina exogena en el medio; (ii) bacilos alargados con mayor
capacidad auto-agregativa que las cepas WT isogénicas; (iii) aumento de la

resistencia a TxS.

2.4.3. La dependencia de timidina causa defectos de crecimiento en H.

influenzae

A continuacion, se analizé el crecimiento de HINT375 (WT y AthyAd) y
RAKW20 (WT y AthyA) en sBHI. HINT375AthyA mostr6 una fase de latencia
extendida y DO, final inferior a HINT375 WT, lo que se relacioné con una
reduccion de su viabilidad, mediante cuantificacion u.f.c./ml (Figura 26A).
RAKW20AthyA también mostré una fase de latencia ligeramente prolongada
y un nimero menor de bacterias viables que los obtenidos para la cepa WT
(Figura 26B). Los defectos de crecimiento se restauraron parcialmente mediante
la adicion de timidina 300 pg/ml en el medio sBHI, en el precultivo o en el
medio sBHI utilizado para monitorizar el crecimiento bacteriano a lo largo del
tiempo (Figuras 26A y 26B). Mediante microscopia de inmunofluorescencia,
observamos bacterias alargadas al final de la curva de crecimiento de
HiNT375AthyA en sBHI. El analisis morfologico tras el precrecimiento de
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HiNT375AthyA en sBHI con timidina 300 pg/m mostrd una poblaciéon mixta,
con bacterias largas y bacterias de tamafio comparable a la cepa WT (Figura
26A, derecha). Esta observacion puede estar relacionada con la restauracion de
DO, observada, pero no con los recuentos de HINT375AthyA tras su precultivo

en sBHI con timidina.
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(Chocolate+Thy) (Chocolate+Thy)
MH-F agar SYTO 9 MH-F agar SYTO 9

Figura 26. El crecimiento de H. influenzae es modificado por la disponibilidad de timidina. (A)
Crecimiento bacteriano, en ausencia o presencia de timidina, de cepas HiNT375 (A) y RAKW20 (B), WT
y AthyA. El crecimiento en sBHI se muestra como DO, (panel superior) y u.f.c./ml (panel central), a los
tiempos indicados. Las cepas WT se crecieron en sBHI (circulo negro); las cepas AthyA fueron crecidas en (i)
sBHI (cuadrado negro), (ii) sBHI + timidina 300 pg/ml (tridngulo negro invertido), (iii) sBHI + timidina 300
pg/ml (precultivo), y crecimiento posterior en sSBHI (diamante blanco). (A, B) paneles inferiores: crecimiento
en MH-F agar de cepas AthyA precrecidas en agar chocolate con timidina 300 pg/ml (chocolate+Thy),
alrededor de discos de papel estéril impregnados en agua (1), timidina 10 mg/ml (2), timidina 300 pg/ml (3).
Los circulos punteados indican la zona de crecimiento alrededor de los discos. La morfologia bacteriana se
muestra mediante tincion SYTO 9 y microscopia confocal (barra de escala, 10 um). Panel central: se muestra
microscopia de inmunofluorescencia en el punto final de la curva de crecimiento, HINT375 WT, Athy4 y
AthyA precrecido en sBHI + timidina 300 pg/ml, imagenes superior, media e inferior en A, respectivamente.
Flechas rojas, tamafio medio de HINT WT; flechas verdes, bacterias formando filamentos.
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Por otra parte, HINT375AthyA y RAKW20AthyA, precrecidos en agar
chocolate con timidina (chocolate+Thy), crecieron en MH-F agar alrededor de
discos de timidina con una zona de crecimiento de mayor diametro alrededor
de discos con timidina 10 mg/ml que con timidina 300 pg/ml (HINT375AthyA,
p<0.005; RAKW20AthyA, p<0.005). Los mutantes AthyA precrecidos en estas
condiciones (chocolate+Thy) presentaron mejor crecimiento en MH-F agar
alrededor de discos con timidina que al ser precrecidos en agar chocolate (timidina
300 pg/ml, HiNT375AthyA, p<0.05; timidina 10 mg/ml, HiNT375AthyA,
p<0.05, RAKW20AthyA, p<0.005) (Figuras 25A, 26A y 26B, panel inferior;
Tabla 4). Asimismo, el crecimiento en chocolate+Thy restaura la longitud y
morfologia de los mutantes AthyA, siendo comparables a sus respectivas cepas
WT (Figuras 25A, 26A y 26B, panel inferior).

2.4.4. La auxotrofia a timidina modifica la expresion del transportador de

nucledsidos codificado el gen nupC en H. influenzae

El crecimiento de HINT375AthyA y RAKW20Athy4 en MH-F agar alrededor
dediscos con timidina, y larestauracion de lamorfologiay crecimiento bacteriano
en presencia de timidina exogena, plante6 la hipotesis de que estos mutantes
pudieran adquirir timidina del medio para superar su auxotrofia. Es conocido
que en S. aureus, el gen nupC, que codifica un transportador de nucledsidos, esta
sobreexpresado en Small Colony Variants (SCVs) dependientes de timidina,
y que la inactivacion del gen nupC impide el uso de timidina exdgena para
crecer en presencia de TxS (Chatterjee et al., 2008; Kriegeskorte et al., 2014).
Los genes HI0519 y NF38 02480 estan anotados como nupC en los genomas
RAKW20 y HiNT375, respectivamente (Fleischmann et al., 1995; Mell et al.,
2014). Evaluamos la expresion de nupC en H. influenzae mediante qRT-PCR,
mostrando mayor expresion (diferencias no significativas) en los mutantes
AthyA que en sus respectivas cepas WT crecidas en sBHI (Figura 27A). Dado
que la adicion de timidina en sBHI restaur6 parcialmente los defectos de
crecimiento de los mutantes AthyA, se analiz6 la expresion de nupC en bacterias
AthyA precultivadas en sBHI+timidina y posteriormente crecidas en sBHI
(AthyA+Thy_, ), o en bacterias AthyA crecidas en sBHI+timidina (AthyA+Thy),
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siendo la expresion de nupC mayor en la primera de estas dos condiciones
(Figura 27A). Asimismo, el crecimiento previo de los mutantes AthyA en
agar chocolate+Thy produjo una ausencia total de inhibicion de crecimiento

alrededor de discos de TxS en agar chocolate (datos no mostrados).

A continuacion, se generaron las cepas HINT375AnupC y RAKW20AnupC,
que mostraron tasas de crecimiento comparables a las de sus respectivas cepas
WT en sBHI, sBHI agar, agar chocolate y MH-F agar (Figura 27B y datos no
mostrados). Para evaluar la funcidon de nupC como transportador de pirimidina
responsable de la captacion de timidina exdgena por H. influenzae, analizamos
la capacidad de HINT375AnupC y RAKW20AnupC para usar dicha timidina y
crecer en presencia de TxS en un ensayo disco-difusion. Sin embargo, las zonas
de inhibicion de crecimiento en agar chocolate y MH-F agar fueron comparables
entre las cepas WT y AnupC. Asimismo, la inhibicion del crecimiento alrededor
de discos TxS se analiz6 en agar chocolate y MH-F agar suplementados con

timidina. No se observaron diferencias concluyentes porque el crecimiento

A HINT375 RAKW20 Figura 27. La inactivacion de thyd en H.
* influenzae modula la expresion del gen nupC,

15 —3 ; que codifica un putativo transportador de
101 ﬁ 3 nucleésidos; pero no de la timidina quinasa

TdK. (A) La inactivacion de thyA en H. influenzae
modula la expresion del gen nupC, que codifica

- un putativo transportador de nucledsidos. Se

muestra la expresion del gen nupC en las cepas
HiNT375 y RdAKW20, WT y mutantes tiyA4. Las
cepas WT se crecieron en sBHI; las cepas AthyA se
HINT375 RAKW20 crecieron en sBHI (AthyA), sBHI + timidina 300
15 ng/ml (AthyA+Thy), o bien se precultivaron en

; sBHI + timidina 300 pg/ml y se crecieron en sBHI

(AthyA+Thy ). La expresion de nupC fue mayor

05 en los mutantes thyA precultivados en sBHI +
0 ‘

5 4 6 g timidina (AthyA+Thy_ ) que en los mutantes thyA
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C . La inactivacion de nupC no modifica el crecimiento
T 15 HINT375 ; RAKW20 de HiINT en sBHI. (C) La auxotrofia a timidina
g de H. influenzae no modula la expresion de la
% 3 timidina quinasa TdK. Se muestra la expresion del
5% 05 gen tdk tras crecimiento bacteriano en sBHIL, en
o ﬂ ﬂ ﬂ ausencia o presencia de timidina, en las cepas WT
,_% WT & oS WT o y AthyA. Las cepas WT se crecieron en sBHI; las
* & SN cepas AthyA se crecieron en sBHI (AthyA), o sBHI
»s\* 9\«* + timidina 300 pg/ml (A thyA +Thy).
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bacteriano en placas con alta concentracion de timidina puede producir zonas
de crecimiento difuso. La busqueda de transportadores de pirimidina en
todas las cepas de H. influenzae con genoma disponible no reveld putativos
transportadores adicionales a NupC. Asimismo, no fue posible generar un doble
mutante AthyAAnupC, lo que en conjunto puede sugerir un posible papel de

NupC en la captacion de timidina externa.

El timidilato es sintetizado por la timidilato sintetasa ThyA y por la timidina
quinasa TK. En Mycoplasma pneumoniae, la inactivacion de la primera resulta
en la sobreexpresion de la segunda (Wang et al., 2010). HI0529 y NF38 02430
estan anotados como timidina quinasa #dk en los genomas RAKW20 y HINT375,
respectivamente (Fleischmann et al., 1995; Mell et al., 2014). A diferencia de
nupC, la expresion de tdk fue similar en las cepas WT y AthyA crecidas en sBHI,

independientemente de la adicion de timidina (Figura 27C).

En conjunto, estos resultados sugieren que nupC puede ser un transportador
de timidina exogena en H. influenzae, cuya expresion puede contrarrestar los

efectos del TxS en la biosintesis de timidina de novo.

2.4.5. La auxotrofia a timidina reduce la expresion de ChoP y la deposicion
de C3b en H. influenzae

En un trabajo previo del grupo de investigacion, se observd que bacterias que
carecen de ChoP autoagregan mas rapido (Morey et al., 2013). Los mutantes
AthyA mostraron una autoagregacion mas rapida que la de sus respectivas cepas
WT (Figura 25B), que podria estar relacionado con cambios en morfologia
celular (elongacion) o en la cantidad de residuos ChoP en la superficie bacteriana.
La cantidad de ChoP en HINT375 y RAKW20, WT y AthyA crecidas en sBHI fue
cuantificada mediante citometria de flujo. La auxotrofia a timidina disminuyo
la cantidad de ChoP en los mutantes HINT375AthyA y RAKW20AthyA, que se
restablecido en HINT375AthyA tras crecimiento en sBHI+timidina. La deteccion
de ChoP fue mayor en los mutantes AthyA crecidos en sBHI+timidina que en las

cepas WT (Figura 28A). La disminucion de los niveles de ChoP en los mutantes
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AthyA no modificé su capacidad para unir CRP (Weiser et al., 1998) (Figura
28B). Para evaluar el efecto de la morfologia celular en la interaccion de
elementos del sistema de complemento con la superficie bacteriana, se analizo
la deposicion de C3b. Se detecté menor deposito de C3b en HINT375AthyA que
en HINT375 WT, que fue restaurado mediante crecimiento en sBHI+timidina
(Figura 28C, panel izquierdo). No se observaron diferencias en la deposicion
de C3b entre las cepas RAKW20 WT y AthyA (Figura 28C, panel derecho).

HINT375 RdKW20
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Figura 28. La auxotrofia a timidina reduce el nivel de ChoP en HiNT375 y RAKW20, y la unién
de C3b en HiNT375. (A) Las cepas HINT WT y AthyA fueron crecidas en fase exponencial en sBHI, en
ausencia/presencia de timidina 300 pg/ml, e incubadas con un Ac anti-ChoP; (B) suero humano y Ac anti-
CRP; (C) suero humano y Ac anti-C3b. La union antigeno-anticuerpo se analizé mediante citometria de flujo.
Se muestran histogramas representativos de la citometria de flujo (derecha). Codigo de colores: gris claro,
tampon control (CON); gris, cepas WT; negro, cepas AthyA; linea punteada, AthyA crecida en sBHI+Thy.
HINT375AthyA (p<0.0001) y RAKW20AthyA (p<0.05) presentan menor nivel de ChoP, y HiNT375AthyA
menor unioén de C3b (p<0.01) que la cepa WT. Restablecimiento fenotipico tras crecimiento de AthyA4 en sBHI
+ timidina 300 pg/ml (HINT375AthyA: ChoP, p<0.01; C3b, p<0.01). La deteccion de ChoP fue mayor en el
caso de la cepa HINT375AthyA crecida en sBHI + timidina que en el de la cepa HINT375 (p<0.05). (‘p<0.05,
“p<0.01, *"p<0.0001).

En resumen, la inactivacion del gen thy4 provocod una reduccion de la
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cantidad de ChoP en la superficie de H. influenzae. Esta observacion puede
asociarse con la menor deposicion de C3b observada en HiNT375AthyA
respecto a HINT375 WT, sugiriendo que la auxotrofia a timidina puede afectar
el reconocimiento bacteriano por C3b mediante un mecanismo independiente
de CRP.

2.4.6. La dependencia de timidina modifica la interaccion de H. influenzae

con el epitelio respiratorio humano

Para evaluar si los cambios en la morfologia bacteriana causados por la
inactivacion de thyA alteran la interaccion de HiNT con el epitelio respiratorio,
comparamos la capacidad infectiva de cepas WT y Athy4 en células A549.

La adhesion e invasion de células A549 por HINT375Athy4 fue menor que
la de la cepa WT (Figura 29A). Para analizar si la timidina ex6gena restaura
esta deficiencia, se realizaron infecciones con bacterias crecidas en sBHI,
en ausencia o presencia de timidina (sBHI+Thy). La adhesion epitelial de
HiNT375AthyA crecida en sBHI fue menor que la de la cepa WT, y se restaurd
por adicion de timidina (Figura 29A, panel derecho). Los mismos resultados
se observaron al analizar la adhesion de la cepa RAKW20AthyA (Figura 30A).
Dada la escasa infeccion epitelial asociada a la inactivacion de thyA, analizamos
la respuesta inflamatoria asociada. La cantidad de IL-8 secretada por células
A549 fue mayor tras la infeccion por HINT375AthyA que por HINT375 WT,
y se equiparo a los niveles de la cepa WT tras la infeccion por HINT375AthyA
crecida en agar chocolate+Thy (Figura 29C). HINT375AthyA también presentd
menor tasa de infeccion de epitelio bronquial humano NCI H-292 (Euba et al.,
2015c) (Figura 29B).

Esta deficiencia fue restaurada mediante crecimiento de HiNT375AthyA
en sBHI con timidina. Ademas, la adhesion epitelial de HINT375AthyA tras
crecimiento en sSBHI+Thy fue mayor que la de la cepa WT (Figura 29B, panel
derecho).
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Figura 29. La inactivaciéon del gen thy4 modula la interaccion de H. influenzae con el epitelio respiratorio.
Para cuantificar la tasa de infeccion respiratoria de HINT375 WT y AthyA, se emplearon neumocitos tipo 11
AS549 (A) y células epiteliales bronquiales NCI H-292 (B). Adhesion: los indculos fueron preparados usando
bacterias precrecidas en agar chocolate segin (Morey et al., 2011) (izquierda). Alternativamente, se usaron
bacterias precrecidas en sBHI, en ausencia o presencia de timidina (sBHI +/- Thy) (derecha). HINT375Athy4
mostrd menor adhesion a células A549 (agar chocolate, p<0.005; sBHI, p<0.005) y NCI H-292 (agar
chocolate, p<0.005; sBHI, p<0.005) que la cepa WT. Esta deficiencia fue restaurada mediante precrecimiento
en sBHI + timidina 300 pg/ml (A549, p<0.05; NCI H-292, p<0.005). HINT375Athy4 mostré una entrada
menor en células A549 (p<0.005) y NCI H-292 (p<0.005) que la cepa WT. (C) La secrecion de IL-8 fue mayor
en células infectadas con HINT375AthyA que con la cepa WT (p<0.005). Este aumento es restaurado tras
infeccion con HINT375A¢hyA crecida en agar chocolate + Thy (p<0.005) ("p<0.05, “'p<0.005, **"p<0.005).

La opsonizacion por C3 mejora la interaccion bacteria-epitelio en el caso de
cepas no capsuladas de K. pneumoniae (de Astorza et al., 2014). En base a la
deposicion diferencial de C3b observada entre HINT375 WTy Athy A, analizamos
el efecto de C3 en la infeccion de células A549 por HINT. HINT375 WT y
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HiNT375AthyA fueron crecidas en agar chocolate (AthyA) o chocolate+Thy
(AthyA+Thy), y las células A549 se infectaron en presencia de suero deficiente
en C3, C3 purificado, o suero deficiente en C3 reconstituido con C3 humano
purificado. Sin embargo, la presencia de C3 no modifico la tasa de adhesion

bacteriana (Figura 30).

Por tanto, la auxotrofia a timidina modificoé la capacidad de HiNT para
infectar epitelio respiratorio humano. Los efectos de la inactivacion de thyA
fueron compensados mediante la adicion de timidina al medio de cultivo. La

presencia de C3 no modul6 la adhesion bacteriana.

A 5. . Figura 30. La presencia de C3 no
afecta la infeccion epitelial por
H. influenzae. (A) La inactivacion
31 del gen thyd reduce la adhesion
2 epitelial de H. influenzae RAKW20.
1] Se utilizaron bacterias precrecidas
0

—~ * %k

u.f.c/ml (x106
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CWT  AthyA AthyA timidina 300 pg/ml. RAKW20AzhyA
+Thy mostré menor adhesion (p<0.0001)
que la cepa WT, lo que fue restaurado
AthyA AthyA+Thy tras precrecimiento del mutante
en sBHI + timidina (p<0.05). (B)
HiNT375 WT y AthyA fueron crecidas

% en agar chocolate (AthyA) o agar
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__H
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’J—‘ humano deplecionado de C3 (C3-def
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O RO OO0 OO y
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5 . . .
O bacteriana no mostrd cambios.

2.4.7. La inactivacién del gen thyA atenua la virulencia de H. influenzae y
confiere ventaja al patégeno durante el tratamiento antibiético con TxS in

vivo

Finalmente, se determind el impacto de la auxotrofia a timidina in vivo
mediante un modelo de infeccion respiratoria murina por HiNT (Euba et al.,
2015b; Euba et al., 2015c¢; Euba et al., 2017; Fernandez-Calvet et al., 2018;
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Morey et al., 2013; Rodriguez-Arce et al., 2017). Los ratones se infectaron con
HiNT375 WT y AthyA, tras su crecimiento en agar chocolate. Se determind la
carga bacteriana en pulmon y LBA a 12, 24 y 48 hpi. En pulmon, los recuentos
de HiINT375AthyA fueron inferiores a los de la cepa WT a los tres tiempos
analizados. En LBA, los recuentos de HiNT375AthyA fueron inferiores a los
de la cepa WT a 12 y 24 hpi (Figura 31A y 31B). A continuacion, analizamos
si la auxotrofia a timidina, que provoca atenuacion, confiere una ventaja a H.
influenzae durante un tratamiento con TxS. Para ello, administramos TxS 960
mg/kg (TMP:SMX 1:5) cada 6 h, comenzando a 6 hpi. El tratamiento con TxS
fue mas eficiente frente a la cepa WT que frente al mutante AthyA, con una
reduccion significativa de la carga bacteriana en pulmon a 12, 24 y 48 hpi, y en
LBA a 24 hpi, en animales tratados vs no tratados con TxS. La administracion de
TxS no modifico la carga de HINT375Athy4 a 12 y 24 hpi en pulmén y LBA. El

efecto protector de la inactivacion de thyA frente a TXS no se observo a 48 hpi.

En base a las diferencias observadas a 24 hpi, propusimos restaurar la
atenuacion de HiNT375Athy4 mediante infeccidon con bacterias precrecidas
en agar chocolate+Thy, lo que no restablecid los recuentos bacterianos en
pulmén o LBA. Ademas, el crecimiento de HINT375A¢yA en chocolate+Thy
aumento la eficacia del TxS, con recuentos bacterianos en pulmon y LBA de
animales tratados con TxS mayores tras la infeccion por la cepa HINT375AthyA
previamente crecida en agar chocolate que en chocolate+Thy. Por ultimo, los
recuentos de HINT375A¢hyA previamente crecido en chocolate+Thy en pulmoén
y LBA fueron mayores en animales no tratados que en animales tratados con
TxS (Figuras 31A 'y 31B).

El andlisis histopatologico de vias aéreas superiores, laringe, traquea y
pulmoén de ratones infectados por HiNT375 WT o Athy4d mostrd lesiones
inflamatorias (Tabla 5), al contrario que los pulmones y vias respiratorias de
ratones control no infectados. En ratones infectados por HINT375 WT o AthyA,
las vias respiratorias superiores mostraron infiltraciéon de PMN en lamina propia
y lumen. La infiltracién de PMN fue mayor en el lumen de ratones infectados
por HiNT375AthyA que por bacterias WT, a 12 y 24 hpi. Por el contrario, la
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infiltracion de PMN de la ldmina propia de la via aérea superior fue mayor
en ratones infectados por HINT375 WT que por HINT375AthyA a 24 hpi. La
aparicion de infiltracion leve en lamina propia y lumen con globulos rojos y PMN
fueron los principales hallazgos en laringe y traquea. Se observé un aumento no
significativo del nimero de glébulos rojos en los limenes de ratones infectados
por HINT375 WT en comparacion con HINT375A¢hyA, mas evidente a las 24
hpi. Como se ha descrito previamente (Euba et al., 2015b), los pulmones en
ratones infectados mostraron areas de bronconeumonia aguda donde los septos

alveolares se engrosaron con edema y capilares septales hiperémicos.

En los espacios alveolares, se observaron neutrofilos, macrofagos alveolares
y pequefias hemorragias dispersas. La comparacion de lesiones a 12 hpi mostro
mas hemorragias en las vias respiratorias inferiores de ratones infectados por
HiNT375 WT que por HiNT375Athy4 (animales no tratados con TxS). Las
hemorragias también se encontraron en mayor proporcion en los alvéolos de
ratones infectados con HINT375 WT a las 12 que a 24 hpi, si bien con menor
proporcion de macrofagos alveolares en las vias respiratorias inferiores. No
se encontraron diferencias significativas en los alvéolos de ratones infectados
con HiINT375AthyA respecto a la cepa WT. El andlisis de lesiones de las vias
respiratorias de ratones infectados por HINT375 WT mostr6 diferencias entre
ratones control y tratados con TxS, con mayor proporcion de infiltracion de
PMN en los lumenes de la via aérea superior de ratones tratados con TxS a 24
hpi, y en los alvéolos de animales control no tratados a 12 hpi. Por el contrario,
la infeccion por HINT375AthyA causo lesiones comparables en animales control
y tratados con TxS (Tabla 5). La infeccion por HINT375AthyA precrecida en
chocolate+Thy produjo lesiones inflamatorias similares en animales control
y tratados con TxS, observando como tUnica diferencia, mayor proporcion de

infiltracion de PMN en los alvéolos de ratones tratados con TxS (p <0.05).

La infeccion pulmonar por HINT375 WT provocé mayor presencia de PMN
y macrofagos alveolares en LBA en comparacion con muestras procedentes
de ratones infectados por HiNT375AthyA. Asimismo, se observé menor

acumulacion de células inmunes en muestras de ratones tratados con TxS e
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Figura 31. La inactivacién de thy4 atenua la virulencia de H. influenzae y confiere ventaja durante el
tratamiento con TxS in vivo. Ratones CD1 fueron infectados con HINT375 WT (circulo) o AthyA (cuadrado).
Cuando fue necesario, se aplico un régimen terapéutico consistente en 960 mg/kg TxS (1:5 TMP:SMX)
administrado por via oral cada 6 h (simbolos negros). Los ratones fueron sacrificados a 12, 24, y 48 hpi. Las
cargas bacterianas fueron cuantificadas en pulmén (log,, u.f.c./pulmén) (A) y LBA (log , u.f.c./ml LBA) (B).
La carga de HINT375AthyA fue menor en pulmén y LBA a 12 (pulmén, p<0.001; LBA, p<0.01), 24 (pulmon,
p<0.001; LBA, p<0.001), y 48 (pulmoén, p<0.01) hpi que la de la cepa WT. La administracion de TxS redujo
significativamente los recuentos de la cepa WT en pulmones y muestras de LBA a 12 (pulmén, p<0.05),
24 (pulmoén, p<0.001; LBA, p<0.001), y 48 (pulmén, p<0.001) hpi, en comparacion a ratones infectados
no tratados. Triangulos invertidos: los animales fueron infectados con la cepa HiINT375AthyA precrecida
en chocolate + Thy durante 16 h; cuando fue necesario, se administré TxS 960 mg/kg, por via oral cada
6 h (triangulos negros invertidos). La carga de HINT375AthyA precrecida en chocolate + Thy fue menor
en pulmon y LBA que la de la cepa WT (p<0.001). HINT375AthyA precrecido en chocolate + Thy mostrd
menor carga en pulmon y LBA en ratones tratados con TxS que en animales no tratados (p<0.001). En ratones
tratados con TxS, la carga de HINT375AthyA precrecida en chocolate + Thy fue menor en pulmones y LBA
que tras crecimiento en agar chocolate (p<0.01). (C) Se analizaron PMN (izquierda) y macréfagos alveolares
(M®, derecha) en muestras de LBA a 12 hpi. Se observaron recuentos de PMN y M®s mayores en animales
infectados por HINT WT que en muestras procedentes de animales infectados con Atiiy4 (PMN, p<0.05; M®Ds,
p<0.05). ("p<0.05, “p<0.01, *"p<0.001).
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infectados por HINT375 WT. Sin embargo, el tratamiento con TxS aumento la
acumulacion celular, PMN y macrofagos alveolares, en muestras de LBA de
ratones infectados por HINT375AthyA (Figura 31C).

Enresumen, la auxotrofia a timidina reduce la virulencia de HiNT y, al mismo
tiempo, confiere una ventaja durante el tratamiento con TxS in vivo, lo que sugiere
que la captacion de timidina procedente del tejido infectado podria contribuir a
eludirel efecto bactericidadel TxS. En general, se observaronrasgos inflamatorios
mas acusados en ratones infectados por HINT375 WT que por HINT375AthyA.
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Caracterizacion de un modelo preclinico de infeccion aguda de
pulmon enfisematoso murino, y su aplicacion a la identificacion de
factores de virulencia de Haemophilus influenzae mediante Tn-seq
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Capitulo 3

3.1. Resumen

El desarrollo y caracterizacion de modelos animales preclinicos para el
estudio de la biologia de la enfermedad y la valoracion de nuevas terapias es
esencial en el ambito de las enfermedades infecciosas. La induccion de enfisema
mediante administracion de elastasa porcina pancratica (EPP) en un modelo
animal murino es una estrategia utilizada en el estudio de la EPOC, y la infeccion
aguda del sistema respiratorio de animales con enfisema pulmonar puede
mimetizar parcialmente aspectos de los procesos de exarcerbacion asociados a

la patologia de naturaleza infecciosa.

En este Capitulo, presentamos una caracterizacion dual (patogeno y
huésped) y multinivel (individuo, 6rgano y tejido) de un modelo de enfisema
pulmonar murino infectado por H. influenzae. La dinamica de la infeccion
bacteriana fue analizada mediante luminiscencia y cuantificacion de carga.
Los efectos de la lesion y la infeccion en el sistema respiratorio murino
fueron analizados mediante pruebas de funcion ventilatoria, microtomografia
computerizada y monitorizacion de la expresion génica. Ademas, el analisis del
efecto de la exacerbacion recurrente de naturaleza infecciosa reveld un impacto
significativo en el pulmén enfisematoso. Por ultimo, este modelo fue utilizado
para realizar un escrutinio de factores de virulencia de H. influenzae, mediante
infeccion pulmonar con una genoteca de mutantes generados por transposicion
e identificacion de eventos mediante Tn-seq. Esta aproximacion reveld un panel
de genes bacterianos implicados en la infeccion pulmonar por H. influenzae, con
potencial para su explotacion futura como dianas terapéuticas en el desarrollo de

nuevos antimicrobianos.
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3.2. Introduccion

El desarrollo y la caracterizacion exhaustiva de modelos animales
acelera el progreso de nuestro conocimiento sobre las bases moleculares
de las enfermedades infecciosas, asi como el desarrollo y la valoracion
preclinica de vacunas y farmacos. La EPOC es una enfermedad multifactorial
progresiva e irreversible cuyo tratamiento, basado principalmente en el uso de
broncodilatadores y corticoides inhalados, tiene una eficacia clinica limitada
(Barnes et al., 2015). El desarrollo de modelos animales que mimeticen las
principales caracteristicas de la enfermedad (bronquitis crénica, hipersecrecion
mucosa, remodelacion de vias aéreas, enfisema, pérdida de funcion pulmonar
y comorbilidades sistémicas asociadas) (GOLD, 2017), resulta esencial para
desarrollar y proponer tratamientos efectivos. La exposicion murina a humo
de tabaco mimetiza varias caracteristicas fisiopatologicas de la EPOC (Bracke
et al., 2007; Churg et al., 2006; Pera et al., 2011). Sin embargo, la ausencia de
estandarizacion de protocolos, equipos y estirpes animales utilizadas (Leberl et
al., 2013), dificulta su uso como modelo de referencia. Alternativamente, existen
varias aproximaciones que reproducen aspectos individuales de la enfermedad
de forma aislada (Jones et al., 2017). Entre ellos, se encuentra la administracion
de enzimas proteoliticas como EPP, utilizada como inductor de enfisema por
la facilidad con la que la lesion es generada, y por la posibilidad de modular la

severidad controlando la cantidad de enzima administrada (Jones et al., 2017).

Las exacerbaciones o procesos de agudizacion de la EPOC contribuyen
al progreso de la enfermedad y a la pérdida de funcién pulmonar (Donaldson
et al., 2002). El patogeno oportunista H. influenzae coloniza las vias aéreas
de pacientes EPOC durante fase estable, y esta asociado a ~20-30% de las
exacerbaciones de origen bacteriano (King, 2012). La ausencia de vacunas
efectivas frente a cepas descapsuladas de H. influenzae determina el uso de
antibidticos, principalmente B-lactamicos, para combatir la infeccion. Ademas,
el uso profilactico de antibioticos macroélidos como antiinflamatorios es también
una practica frecuente en pacientes EPOC en estado avanzado de la enfermedad

(Barnes et al., 2015). Esta practica favorece la aparicion de cepas resistentes
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(King, 2012; Tristram et al., 2007; Tsuji et al., 2018), lo que compromete el éxito
terapéutico y la calidad de vida de los pacientes. Por todo ello, la identificacion
de nuevas dianas terapéuticas en HiNT para el desarrollo de nuevos farmacos

antivirulencia presenta un gran interés clinico.

En este trabajo, realizamos una caracterizacion dual (huésped y patdgeno) y
multinivel (individuo, 6rgano y tejido) de un modelo de pulmoén enfisematoso
murino generado mediante instilacion de EPP, y su posterior infeccion
respiratoria por HiNT. Presentamos evidencias sobre el efecto fisiopatologico
de la lesion enfisematosa, asi como su impacto en la dinamica de la infeccion.
Asimismo, este modelo fue utilizado para realizar un escrutinio genético in vivo
e identificar genes de HiNT implicados en la infeccion pulmonar mediante Tn-
seq. Este escrutinio revel6 la importancia de genes bacterianos que codifican
enzimas de rutas biosintéticas, respuesta a estrés, proteinas de superficie y

proteasas, durante el proceso infeccioso por HiNT.
3.3. Materiales y Métodos
3.3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

H. influenzae RAKW20 y RdAKW20/uxABCDE (Xen2l) (Caliper,
PerkinElmer) (Anexo I, Tabla A2) fueron crecidas en agar chocolate o sBHI
agar, a 37°C, 5% CO.,. Los cultivos liquidos se realizaron en sBHI a 37°C, 5%
CO,, en agitacion. Cuando fue necesario, el medio se suplemento con Spec
(generacion de genoteca de mutantes por transposicion in vitro, ver seccion

3.3.10.1) o Spec, (escrutinio in vivo Tn-seq, ver seccion 3.3.10.2).

3.3.2. Curvas de crecimiento y cuantificacién de luminiscencia bacteriana

in vitro

Las cepas RAKW20 y Xen21 crecidas en agar chocolate durante 8 h fueron
inoculadas (2-5 colonias) en 20 ml sBHI, y crecidas durante 12 h a 37°C y 200
r.p.m. Los cultivos se diluyeron en 40 ml de sBHI fresco a DO, ;=0.01, y se

determiné la DO 00 cada 8 h. La viabilidad bacteriana fue determinada mediante
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dilucién seriada y plaqueo en sBHI agar cada 2 h. La luminiscencia bacteriana
se monitorizo cada hora mediante la transferencia de 100 ul de cada cultivo a
una placa negra de 96 pocillos (Eppendorf), y el empleo de un Photonlmager
Optima (Biospace) con el programa Photo Acquisition v3.5 (Biospace) y 5
min de exposicidon. La cuantificacion de cuentas bacterianas se realizd con el

programa M3Vision (Biospace). Los resultados se expresan en DO_ , u.f.c./ml

600
y cuentas, respectivamente. Cada ensayo se realizé por duplicado en al menos,

tres ocasiones independientes (n>6).

3.3.3. Preparacion de inoculos bacterianos para infeccion respiratoria

murina

Se emplearon dos tipos de indculos de las cepas RAKW20 y Xen21. Por
una parte, biomasa bacteriana crecida en agar chocolate durante 12 h (bacterias
en fase estacionaria), fue recogida y normalizada en PBS a DO, =1 siguiendo
(Euba et al., 2015b; Euba et al., 2015c; Euba et al., 2017; Fernandez-Calvet et
al., 2018; Rodriguez-Arce et al., 2017). Alternativamente, se generaron inoculos
bacterianos mediante cultivos en fase exponencial. Para ello, las cepas fueron
crecidas en agar chocolate durante 8 h, inoculadas en 20 ml sBHI (2-5 colonias),
crecidas durante 12 h a 37°C y 180 r.p.m., diluidas en 40 ml sBHI a DO, ,=0.1,
y crecidas en las mismas condiciones hasta DO, =0.5-0.6. El volumen total del
cultivo se distribuyo en alicuotas de 1 ml con 250 ul glicerol 80%, conservadas
a -80°C hasta su uso. La determinacion de u.f.c./ml de las alicuotas generadas
se realiz6 mediante dilucion seriada en PBS (1:10) y plaqueo en agar chocolate,
previo a su congelacion, y de nuevo previo a su uso para infeccion, momento
en el cual las alicuotas fueron descongeladas a TA, centrifugadas (5 min, 6.000

r.p.m.), y normalizadas a 10" u.f.c./ml, en sBHI previamente atemperado.

3.3.4. Infeccion respiratoria murina, determinacion de carga bacteriana, y

generacion de enfisema pulmonar

En todos los casos, se emplearon ratones hembra CDI1 (Charles River)

mantenidos en el Instituto de Agrobiotecnologia siguiendo la legislacion vigente
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(véase seccion 1.3.10.). En el momento de la infeccion, el peso de los animales
fue de 25 6 30 gr. La infeccion se realizd mediante administracion intranasal
o intratraqueal de in6culo bacteriano. La estimacion de u.f.c./ml y u.f.c./raton
se especifica en la Tabla 6. Para la infeccion intranasal, se dispensaron 20 pl
de in6culo bacteriano en fase estacionaria en la entrada de las fosas nasales de
animales previamente anestesiados (ketamina:xilacina, 1:3) hasta su completa
inhalacion. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical a 24 y 48
hpi (animales 25 gr), o a 12, 24 y 30 hpi (animales 30 gr). Alternativamente,
la infeccion se realizé6 con 20 ul de cultivo bacteriano preservado en fase
exponencial (animales 30 gr) y los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical a 12, 24, 30 y 48 hpi. Para la infeccion intratraqueal (animales 30 gr),
se administraron 20 pl de cultivo bacteriano preservado en fase exponencial
con una pipeta Hamilton (Hamilton) en animales previamente anestesiados con
isoflurano (IsoVet). Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical a 6,
12, 24,30y 48 hpi.

El enfisema pulmonar fue inducido por instilacidon intratraqueal de EPP
(EPC, Elastin Products Company). Para ello, 10 mg conteniendo 1.350 unidades
(U) de EPP fueron resuspendidos en 10 ml de suero salino fisiologico estéril
(solucion madre, 1 mg/ml; 135 U/ml). La induccién de la lesion se genero
mediante administracion de una tnica dosis de 90 pul y 6 U EPP/ratén 17 dias
antes de la infeccion, mediante un catéter de 22 GA 0.9x25 mm (Becton-
Dickinson), en ratones previamente anestesiados con isoflurano (IsoVet). Los
animales control recibieron el mismo volumen (90 pl) de soluciéon vehiculo

(suero salino fisiologico).

La cuantificacion de la carga bacteriana se monitoriz6 en pulmon, y cuando
fue posible, en LBA. Las muestras de LBA se obtuvieron y procesaron como
se indica en la seccion 1.3.10. Los resultados se expresan como media = DE
de log,, u.f.c./ml LBA. Paralelamente, el pulmon izquierdo de cada animal
fue diseccionado asépticamente, pesado individualmente en bolsas estériles
(Stomacher80, Seward Medical), homogeneizado 1:10 (p/vol) en PBS, diluido

y plaqueado en sBHI agar. Los resultados se expresan como media + DE de

149



Capitulo 3

LSS Materiales y Métodos

"uor909JuI-}s0d

‘ ‘ ‘
se1oy ‘1dy, ‘IB[09AJROOUOIQ OPRAR] ‘YT, ‘BLIOJB[RYUI ‘YuI, {[eouojLrddenur ‘dr, ‘UIDR[IX X, ‘BUIWURIOY Y {USWIN[OA ‘[0A, {[eanbenenur 91, {[eseurnul ‘ur, SOWRIS ‘10,

150

UQIRL/ YN (OIXT T W/ F T (OTXSS'T
T ug1djuY

YUl UQIRL/OYN (OIXGO W/ OF N (OIXGL T
96 ATL ‘8 YT uowng ‘4z OUBIN[JOS] 1 ugrDuf (11 09) [erououodxg D 1T ux 1S 13 0¢ A-A-PEHA ot
UOIRI/OF M 0TXP0’8 W/ PN OIXPE T
T ugddguY
QUL UOIRI/OY OIXES'S W/ OY N OIXTY'
87 AT uowng ‘0z OUBIN[OS| 1 Ugrduf (1M 09) [erououodxg 1 1zuax IS 13 0¢ APEHY ot
87 K0€ pT TL9 uowjng dr:y uQlel/ oy O[X89°E U/ oYM OIXHS | (11 0) [erouduodxg ] [ 1S 13 0¢ I-7EHY VLE
8v A0€ v T1 9 uowyng iy UQIRI/ YN OIXI[ ¥ TWAYN OIXSOT (T 07) [erousuodxy Kl 1TU9X 1S 13 (¢ EHI €ase
87 K0¢ ¥T TI uowng droc:y UQIBL OY N, 0IXT € WY OIX9'[ (11 07) [erouduodxg u gy ON 13 0¢ €EHY s Avse
UOIBI/IY T (OTX]ST W/ TN 01X6T |
Tzux
vl UOIEL/OF N (OIXPT'E W/ PN, 01XTY'] Tuex vse
0g Azl uowng dr ey 0TAPY (11 o) oureuooBISy uf 0TMIPY ON 1B0¢  dNOD I-ItHY A (rouoyur pued) gp¢
UQYRI/OF M OIX9T T W/ (OTX8'S
Tzuox
vl UOIBL/ O OTXY' | W/ YN OTXL Tguox vse
0g AT Tl uowng dr ey 0TAPY (11 o) orreuororIsy ul 0TMPY ON 13 0¢ [-1THY A (Jouroyur joued) gy
VT UOIEI/OF N (O1X89 T W/ OF T OIXHE | Tuex
87 AT uowpng dre(e:p) oX: oM 1TU9X = 0ZAMPY (11 o) orreuoroBISy ML 0TMIPY ON 8¢t ITHY  (touodns oued) gpe
(104) IN'H oyuawLRAXY
(pi1dy) onyLES ©IISINTA] BISIISAUY UQjed/ YN {[W/IY'N  OPENSIUTWIPE O[NIOU]  BIA eda) ddd 0834 al eIngng

‘oleqen) 91s0 ud 0qed & SOPeAR][ [ (D Seuojel 9p uoroe[ndiuew ap SO[000J01 ‘9 B[qe],



Materiales y Métodos

Capitulo 3

log,, u.f.c./pulmoén. El homogeneizado pulmonar restante fue guardado a -80°C
para determinacion del contenido en acidos grasos. El pulmén derecho fue
diseccionado y dividido en secciones: (i) mantenido en formalina tamponada 10%
a 4°C para evaluacion histopatologica; (ii) lavado con PBS estéril, diseccionado
en 2 fragmentos (30-100 mg/fragmento) congelados inmediatamente en

nitrégeno liquido y guardados a -80°C para extraccion de ARN.
3.3.5. Analisis histopatologico

Los pulmones fijados fueron embebidos en parafina, y procesados tal
y como se describe en la seccion 2.3.15. Se evalud la lesion enfisematosa y
los pardmetros de inflamacion pulmonar (hiperemia, hemorragias alveolares,

infiltrados de neutrofilos y presencia de macrofagos alveolares).
3.3.6. Determinacién de acidos grasos en pulmén murino

Se utilizé cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Gas
Chromatography—Mass Spectrometry, GC-MS) de los ésteres metilicos de
acidos grasos (Fatty Acid Methyl Ester, FAMEs). Para la preparacion de FAMEs
de pulmén murino, se emplearon homogeneizados de pulmén almacenados a
-80°C (ver seccion 3.3.4). Para ello, una fraccion de 500 pl/homogeneizado
pulmonar fue mezclada con 750 pl HCl-metanol (3N), 150 pl tolueno y 20 ul
del control interno (C17:0, 4cido heptadecanoico) (1 mg/ml), y se incubd a 90°C
durante 1 h. A continuacién, se afiadieron 500 pl NaCl 0.9% y 500 pl hexano, se
mezclaron vigorosamente, y se centrifugaron (2.000 r.p.m., 5 min) a TA. La fase
organica (superior) (~300 pl) se transfiri6é a un tubo nuevo, se dejo evaporando
durante la noche en una campana de gases a TA, y el sedimento obtenido se

resuspendi6 en 100 ul hexano para su posterior analisis por GC-MS.

La GC-MS de FAMEs se realiz6 en un dispositivo 7890A GC acoplado a
un detector selectivo de masas MSD 5930C Inert XL (Agilent Technologies,
Santa Clara, EE. UU.). Se inyect6 un volumen de 1 pl en una columna Agilent
J&W DB-WAX (diametro, 0.25 mm; espesor de la pelicula, 0.25 pm; longitud,

30 m) con un flujo de helio de 1 ml/min. Los parametros de inyeccion fueron:
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inyeccion en modo split (1:10) y temperatura del inyector 250°C. El gradiente
de temperatura fue: 1 min a 50°C; 25°C/min hasta 200°C; 3°C/min hasta 230°C;
18 min a 230°C; solvent delay de 5 min. La fuente se ajustéo a 230°C y 70
electrovoltios (eV), 20 escaneos/min, de 40 a 500 masa/carga (m/z). Los FAMEs
se identificaron comparando sus espectros de masas con los de la quimioteca
NIST, y comparando sus tiempos de retencion con los de una mezcla patron de
FAME:s (Sigma-Aldrich).

3.3.7. Extraccion de ARN pulmonar murino, y analisis mediante qRT-PCR

Los fragmentos del pulmoén derecho preservados a -80°C (ver seccién
3.3.4) fueron descongelados en hielo, homogeneizados con T-10 Basic Ultra-
turrax (IKA), y procesados con el método TRIZol (Invitrogen), siguiendo las
especificaciones del fabricante. El rendimiento de la purificacion de ARN fue
evaluado mediante RNA 6000 Nano LabChips (Agilent 2100 Bioanalyzer). Se
procesaron Unicamente muestras con ARN ribosomal 18S y 28S intacto. A partir
del ARN total (1 pg), se sintetiz6 ADNc con los reactivos del kit PrimerScript
RT Reagent (Takara). Para amplificar los genes kc, tnf-a, sirt-1, mmp-2, mmp-
12, nrf2 y gapdh, se emplearon 5 ng de ADNc/reacciéon como molde, en
volumen final de 20 pl, incluyendo: 1X SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH
Plus) (Takara), y el correspondiente par de cebadores disefiados con el sofiware
Primer3 (Anexo I, Tabla A4). Los datos de fluorescencia fueron analizados
con AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies). Las cantidades
relativas de ARNm se calcularon usando el método de Ct y se normalizaron
con el gen gapdh como control enddgeno. Todas las medidas se realizaron por

triplicado en al menos, tres ocasiones independientes (n>9).

3.3.8. Determinacion de luminiscencia pulmonar, pruebas de funcion

ventilatoria (PFV) y microtomografia computerizada (micro-CT)

Se emplearon ratones CD1 hembra (Charles River), mantenidos en las
instalaciones del Centro de Investigacion Medica Aplicada (CIMA) con ntimero

de registro ES31-2010000132, en condiciones libres de patdégenos. El manejo
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y procedimientos se realizaron con la autorizacién del CIMA, Comité de Etica
y Experimentacion Animal (Protocolos éticos 141-16E1 y E36-17/141-16E1)
y del Gobierno Autonémico. Los animales se dividieron aleatoriamente en 5
grupos (n=10): (i) no manipulados (grupo CD1); (ii) animales que recibieron
solucion vehiculo y no fueron infectados (V/Hi-); (iii) animales que recibieron
EPP y no fueron infectados (E/Hi-); (iv) animales que recibieron solucioén
vehiculo y fueron infectados (V/Hit); (v) animales que recibieron EPP y
fueron infectados (E/Hi+). Se realizaron infecciones intratraqueales mediante
administracion de 60 pl/raton (Tabla 6) de cultivo bacteriano preservado en fase
exponencial, en animales previamente anestesiados con isofluorano (IsoVet).
Los animales fueron utilizados para: (i) estudio de la dinamica de la infeccion
pulmonar mediante luminiscencia; (ii) analisis de PFV segun (Artaechevarria
et al., 2010; Artaechevarria et al., 2011); (iii) valoracion de lesion pulmonar
mediante toma y analisis de imagenes de micro-CT segun (Artacchevarria et al.,
2010; Artaechevarria et al., 2011).

3.3.8.1 Determinacion de luminiscencia bacteriana durante la infeccion

respiratoria

Los animales de los grupos CDI1, V/Hi-, E/Hi-, V/Hi+ y E/Hi+ fueron
anestesiados intraperitonealmente con ketamina:xilacina (1:3) (Imalgene®,
Merial, Rompun®, Bayern, respectivamente) a 1, 3, 6, 9, 12 y 24 hpi. La
toma de imagen se realizd en animales en posicion ventro-dorsal con 15 min
de exposicion, utilizando un Photonlmager Optima (Biospace) y el programa
Photo Acquisition v3.5 (Biospace). El procesamiento de imagenes se realizd
con el programa M3 Vision (Biospace). Los datos obtenidos se expresan como

media + DE de cuentas.
3.3.8.2. PFV

Las PFV fueron realizadas en todos los animales previo a la adquisicion de
imagenes micro-CT, a 24 y 48 hpi, y a 1, 2 y 3 semanas post-infeccion (spi),

cuando fue necesario. Los grupos fueron anestesiados intraperitonealmente
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con ketamina:xilacina (1:3) (Imalgene®, Merial; Rompun®, Bayern,
respectivamente), intubados intratraquealmente, y conectados a un ventilador
Flexivent (Scireq) con parametros de 200 respiraciones/min y volumen tidal
de 10 ml/kg. Los animales se mantuvieron anestesiados por inhalacion de
isoflurano 2% hasta la finalizacion del procedimiento. Los parametros de
Resistencia (R, cmH,0.s/mL), Compliancia (C, mL/cmH,0) y Elastancia (E,
cmH,0O.s/mL), fueron determinados por oscilacion tnica de frecuencia forzada
correspondiendo con el modelo pulmonar de un inico compartimento. Todas las

medidas fueron repetidas al menos cinco veces (n>50).
3.3.8.3. Micro-CT

Las imagenes tomograficas de pulmoén fueron adquiridas utilizando X-ray
micro-CT (Micro-CAT II, Siemens PreClinical Solutions) con los siguientes
parametros: voltaje de rayos-X 80 kV, corriente 500 microamperios (pA),
tiempo de exposicion 450 ms por proyeccion. Los animales fueron anestesiados
intraperitonealmente (ketamina:xilacina, 1:3), intubados, conectados a un
ventilador Flexivent y mantenidos como se especifica en la seccién 3.3.8.2.
Se adquirieron 700 proyecciones durante 650 ms en condiciones de isopresion
respiratoria a 12 cm H,O. La respiracion normal fue inducida mediante dos
ciclos de respiracion completa entre los periodos de isopresion. La capacidad
pulmonar total se recuperd cada 20 respiraciones para evitar atelectasia. Se
obtuvieron 640 cortes/imagen obtenida con tamafio de 46 um y resolucion de
1024x1024 pixeles/porcion. Las imagenes micro-CT fueron reconstruidas con
el programa Cobra (Exxim Computing Corporation), y procesadas para analisis

preclinico con el software Amira 3D (Thermo Scientific).
3.3.9. Modelo de reinfeccion pulmonar murino

Se emplearon ratones hembra CD1 mantenidos en las instalaciones del
CIMA, como se indica en la seccién 3.3.8. El enfisema pulmonar fue inducido
como se indica en la seccién 3.3.4. Los animales se distribuyeron en cuatro
grupos (n=7): (i) V/Hi-; (ii) V/Hi+; (iii) E/Hi-; (iv) E/Hi+. Se realizaron dos
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infecciones: (i) Infeccion 1 (dia -7), 17 dias después de la instilacion de EPP
o solucidn vehiculo; (ii) Infeccion 2 (dia 0), 24 dias tras instilacion con EPP
o solucion vehiculo. Ambas infecciones se realizaron mediante administracion
intratraqueal de 60 pl (Tabla 6) de cultivo bacteriano preservado en fase
exponencial en animales previamente anestesiados con isoflurano 2%. Tras la
segunda infeccion, los animales fueron utilizados para: (i) determinacion de
carga bacteriana pulmonar a 24, 48, 72 y 96 hpi (ver seccion 3.3.4.); (i) PFV y
micro-CT (segun secciones 3.3.8.2.y3.3.8.3.)a24 y48 hpi,yal,2,3,6,9 spi,

y cuando fue necesario, a 12 spi (Figura 32).

Dia -24 Dia -7 Dia 0 spi
Elastasa/Vehiculo Infeccion 1 Infeccién 2
2 3 4 5 6 7 8 9 12
l lHHIIlHHIII } } f f } 1 f i t
S Carga bacteriana + + + + - - - - - - - - - - -
Q PFV ++ - - - - + + + - - + - - + +
ReH Micro-CT + + - - - - + + + - - + - - + +

Figura 32. Modelo de exacerbaciéon recurrente por infeccion bacteriana aguda. Ratones CD1 fueron
tratados con solucion vehiculo o EPP (Dia -24), e infectados intratraquealmente (Dia -7, Infeccion 1; Dia 0,
Infeccién 2) con Xen 21. El modelo se analiz6 mediante: determinacion de carga bacteriana pulmonar a 24,
48,72 y 96 hpi; PFV y micro-CT a24 y 48 hpi,ya 1,2,3,6,9y 12 spi.

3.3.10. Generacion de una genoteca de mutantes de H. influenzae mediante

transposicion in vitro, escrutinio Tn-seq in vivo, y analisis bioinformatico

3.3.10.1. Generaciéon de una genoteca de mutantes de H. influenzae

mediante transposicion in vitro

Se aislo ADN genomico de la cepa RAKW20 a partir de cultivos crecidos
en sBHI hasta mitad de la fase exponencial (DO, ,=0.6), utilizando QIAgen
Genomic-tip 20/G (Qiagen). A continuacion, se incubd 1 ug de ADN genomico
con transposasa HimarC9 y 0.5 pg de plasmido pGSF8, como donador del
transposon marinerT7-Mmel, que confiere resistencia a Spec. Tras la inactivacion
de la transposasa, los productos de transposicion resultantes fueron reparados
con ADN polimerasa del fago T4 y ADN ligasa de E. coli, y se usaron 500 ng de
ADN mutagenizado para la transformacion natural de RAKW20 (Herriott et al.,

1970). El producto de la transformacion se plaqued en sBHI agar con Spec,,
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las colonias resultantes se recogieron como un pool y se crecieron en sBHI con
Spec,,,- A continuacion, se almacenaron alicuotas de 1 ml en glicerol 15% a
-80°C (Figura 33A).

3.3.10.2. Escrutinio in vivo Tn-seq de una genoteca de mutantes de H.

influenzae

Se utilizaron ratones CD1 hembra (ver seccion 3.3.4.) distribuidos
aleatoriamente en dos grupos (n=10): (i) animales con funcion pulmonar normal;
(i1) animales con enfisema pulmonar. Se realiz6 infeccion intranasal de animales
previamente anestesiados (ketamina:xilacina, 1:3) con 20 pl (~1.5x10° u.f.c./ml;
~3x107 u.f.c./ratdbn) de una suspension bacteriana de la genoteca de mutantes
por transposicion preservada en fase exponencial generada previamente. La
cuantificacion de la carga bacteriana inoculada se realiz6 mediante dilucion
seriada y plaqueo en sBHI agar con Spec,,. El inoculo bacteriano restante
(alicuota descongelada, procesada y remanente no empleado en la infeccion
murina) se plaqued en su totalidad en 5 placas Petri (20 cm diametro, 75 ml
sBHI agar con Spec, /placa), para su posterior recogida y procesado (Figura
33B).

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical a 12 y 24 hpi.
Ambos pulmones fueron procesados como una unica muestra, para lo que
fueron diseccionados conjuntamente en condiciones asépticas, pesados en
bolsas estériles (Stomacher80, Seward Medical), y homogeneizados en 7.5
ml de PBS/muestra. El volumen total del homogeneizado pulmonar de cada
animal fue plaqueado en 5 placas de Petri (20 cm diametro, 75 ml sBHI agar
con Spec, /placa, 1.5 ml homogeneizado/placa), para su recogida y posterior
procesamiento. En paralelo, una fracciéon de 100 pl del homogeneizado fue
empleada para cuantificar la carga pulmonar mediante dilucion seriada (1:10) y
plaqueo en sBHI agar con Spec, . La biomasa bacteriana crecida tras el plaqueo
de los homogeneizados pulmonares fue recogida en 5 ml sBHI+glicerol 15%/
placa (25 ml/animal), resuspendida, y distribuida en alicuotas de 1 ml que fueron

almacenadas a -80°C hasta su uso (Figura 33B).

156

SOPOIQOIAl A SO[BLISIBIAL |13 0] 11k)(6kess)



Materiales y Métodos [{€:1aiiile ]

Capitulo 3

Las alicuotas preservadas se emplearon para extraccion y purificacion de
ADN genomico utilizando DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), tras dilucién
1:10 de las mismas en PBS (~1x107 u.f.c./ml por extraccion). El ADN gendémico
purificado fue cuantificado mediante Nanodrop One (Thermo Scientific),
y utilizado como molde para realizar una PCR con Phusion polimerasa
(Thermofisher) y cebadores especificos del transposon Mariner-Tn-F y Mariner-
Tn-R (Anexo I, Tabla A4), para confirmacion de la presencia del transposon,
generando un producto de amplificacion de 1.136 pb. A continuacion, 2 pg
ADN gendémico/muestra fueron digeridos en 200 pl con tampoén CutSmart,
S-adenosilmetionina 50 uM y 10 U Mmel (New England BioLabs, NEB)
durante 4 h a 37°C, y desfosforilados con 1 U fosfatasa alcalina (Invitrogen)
durante 30 min a 50°C. El producto de reaccion fue purificado en dos pasos
sucesivos, con 200 pl fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y 200 ul
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). EIADN fue precipitado con etanol, secado
y resuspendido en 20 pl H,O. Cada adaptador Tn-seq con un barcode de 6 pb,
fue preparado combinando 5 nmol de dos oligonucleétidos complementarios
(Anexo I, Tabla A4) en tampo6n Tris-EDTA 1x y NaCl 50 mM, en un volumen
total 50 ul. La mezcla se incubd 10 min a 95°C, y se dejd enfriar lentamente a
TA. Veinte pl de solucion con 200 pmol de cada adaptador fueron fosforilados
con T4 polinucledtido quinasa (3’ fosfatasa minus) (NEB) en tampon de T4
DNA ligasa (NEB) durante 5 min a 37°C, e inactivados durante 10 min a
70°C. A continuacion, se procedio a la ligacion de 100 ng de los fragmentos
de restriccion Mmel desfosforilados con 2 pmol de adaptador fosforilado en
tampon de ADN ligasa T4 con 2 U de ADN ligasa T4 (NEB) (volumen total,
20 pl) durante 1 h a 16°C. Inmediatamente después, se generaron las sondas
de ADN para Tn-seq mediante PCR con 2.5 pl del producto de ligacion como
molde, 20 pmoles de los cebadores PBGSF23 NextSeq y PBGSF31 (Anexo L,
Tabla A4), tampon HF, dNTPs 0.2 mM y 1 U Phusion polimerasa (volumen
total, 50 ul). Condiciones de PCR: 72°C, 1 min y 98°C, 30 s; 28 ciclos de 98°C
305s,57°C 30, 72°C 10 s; 72°C 5 min. Cada producto de PCR resultante (~130
pb) se purificé con Minelute (Qiagen). Se generaron y agruparon 24 muestras

identificables con 24 adaptadores distintos (6 pb/barcode) para su secuenciacion
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en un equipo Illumina Nextseq500 (Figura 33C y D).

A Transposon MarinerT7-Mmel
Diana de restriccion Mmel

ADN gendémico Transposasa Genoteca de mutantes por transposicion
RdKW20 1 H|marC9 O -
,\\
/M @ + — W_, @ = - mp-
E _ 2 2 _J
B Inéculo (input) 12-24 hpi

A D ,\ﬂ’
& % &

ro ul + 490 pl sBHI 7.5 ml PBS/pulmon

500 pliplaca \(/:h;%/lg/uEsz 1.5 mi/placa

Producto (output)
O O &S

n=4 Extraccion de ADN n=20/tiempo

(n=24)
Adaptador [lll—>Muestra 1 o
Diana de restriccion Mmel PBGSF30 (A) Ligacion PBGSF31 Muestra 1
Digestion Adaptador - Bardcode (6 pb)y\ + PCR N--NN
C—— NN NN- —————» IDINN, [N ,,NN:@
Mmel n=24
-NN NN- PBGSF29 (A) PBGSF23 NexlSeq
—
20 nt Adaptador [lBl—Muestra 2
PBGSF30 (B) Muestra 2
[ NN- N--NN
[TTITTI NN» I v — |
“«
: PBGSF29 (B)
Adaptador -%Muestra 24
PBGSF30 (X) Muestra 24
NN- N--NN
[TTTTTINN: NN NN —TrRrspeemm
— «
PBGSF29 (B) 20 nt
D Secuenciacion Mapeo Identificacion factores Secuencia ADN genomico
lllumina de virulecia (ID gen)

Input —— Output

Figura 33. Representacion esquematica del escrutinio in vivo de factores de virulencia mediante Tn-
seq. (A) Generacion de la genoteca de mutantes por transposicion in vitro mediante insercion del transposon
MarinerT7 en el ADN gendmico de RAKW20. (B) Escrutinio in vivo en ratones CD1, mediante infeccion
intranasal con 20 pl/raton de la genoteca generada, 17 dias después de la instilacion intratraqueal de EPP o
solucion vehiculo. Los ratones fueron sacrificados a 12 y 24 hpi; ambos pulmones fueron procesados como una
sola muestra, diseccionados asépticamente y homogeneizados en PBS. El volumen total del homogeneizado
pulmonar (output), y el indéculo remanente utilizado en la infeccion (input), se plaquearon en sBHI agar con
Spec,,. (C) El ADN extraido de las muestras input y output fue: (i) digerido con Mmel; (ii) procesado para
incorporacion de adaptadores especificos generados con cebadores PBGSF30 y PBGSF29 (ver Tabla A4);
(iii) amplificado con cebadores PBGSF31 y PBGSF23 NextSeq, para obtener una secuencia con 20 pb de
ADN especifico de la cepa RAKW20 flanqueado con regiones especificas; (iv) secuenciacion Ilumina (D).
La identificacion génica se basé en la disminucion de la abundancia relativa de mutantes de la genoteca pre-
(input) y post-seleccion (output). Adaptada de (van Opijnen et al., 2009).
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3.3.10.3. Analisis bioinformatico del resultado de Tn-seq

Los archivos FASTQ con secuencias de 35 pb fueron importados en la
interfaz basada en web Essentials (http://bamics2.cmbi.ru.nl/websoftware/
essentials/essentials_start.php). El primer nucledtido de lectura se omitio, por
calidad deficiente. Como resultado, s6lo los ultimos 5 pb de la secuencia de 6
pb de cada bardcode estuvieron disponibles para el analisis de datos. Para su
identificacion, se permitio una discrepancia de 2 pb. Tras eliminar los 5 pb y
las secuencias del transposon, la longitud de la secuencia genomica flanqueante
restante se estableci6 en 17 pb. Se realiz6 un alineamiento de esta secuencia con
el genoma de H. influenzae RAKW20 (coincidencia de al menos 15 pb). Los
datos de recuento (pseudoreads) se generaron por lectura de secuencia unica y
por gen. Los pseudoreads de las muestras procedentes de animales con funcién
pulmonar normal y con enfisema pulmonar fueron comparados para detectar
diferencias significativas (p<0.001) mediante el método de méaxima verosimilitud
condicional ajustado por cuantil (QCML), suponiendo una dispersion moderada
de las réplicas. Se utilizo un valor de p ajustado por Benjamin-Hochberg (B-H)
de 0.05. La esencialidad génica se determin6 comparando el nimero esperado
de lecturas/gen (basado en el numero de sitios de insercidon por gen, el tamafio
de la genoteca y la profundidad de secuenciacion) con el nimero medido de
lecturas/gen. Los mutantes no detectados fueron considerados mutantes en

genes esenciales, y se omitieron del andlisis de datos.
3.3.11. Analisis estadistico

Entodoslos casos, unvalor p<0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
Los andlisis se realizaron con el programa Prism version 7, paquete estadistico

para Mac (GraphPad Software), y se detallan en cada pie de figura.
3.4. Resultados
3.4.1. Caracterizacion de la cepa H. influenzae Xen21

La cepa Xen21 deriva de RAKW20, generada mediante insercion genémica
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del operon luxABCDE (PerkinElmer). Se realizé un analisis comparado de las
cepas RAKW20 y Xen21. El crecimiento bacteriano se determind mediante

monitorizacion de DO viabilidad bacteriana (u.f.c./ml) y emisién de

600°
luminiscencia (Photonlmager, 5 min exposicion) en medio sBHI. La cepa Xen21
mostrd crecimiento comparable al de RAKW20, y emision de luminiscencia

(Figura 34A).

A continuacion, ratones hembra CDI1 (25 y 30 gr) fueron infectados
intranasalmente con 20 pl de indculo bacteriano en fase estacionaria (ver
secciones 3.3.3, 3.3.4 y Tabla 6). Los ratones fueron sacrificados a 24 y 48 hpi
(animales de 25 gr) y, a 12, 24 y 30 hpi (animales de 30 gr). La carga bacteriana
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Figura 34. Caracterizacion de la cepa H. influenzae Xen2l, RAKW20/uxABCDE. (A) Crecimiento de
RAKW20 (circulo blanco) y Xen21 (cuadrado gris) en sBHI. Se monitorizo: (i) DO, (panel izquierdo); (ii)
viabilidad (panel central); (iii) luminiscencia (panel derecho). Los datos se muestran como media + DE de
DO, u.f.c./mly cuentas, respectivamente. (B) Infeccion intranasal de ratones CD1 de 25 (panel superior) 6
30 gr (panel inferior) con indculo bacteriano en fase estacionaria de la cepa RAKW20 (blanco) o Xen21 (gris).
Los animales fueron sacrificados en los tiempos indicados, y la carga bacteriana determinada en pulmon
(izquierda) y LBA (derecha). Los datos se expresan como media = DE de log, u.f.c./pulmén y log ; u.f.c./ml
LBA, respectivamente. Linea roja: limite de deteccion del experimento.
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en pulmén y LBA fue comparable en animales infectados por RAKW20 y
Xen21, de 25 6 30 gr (Figura 34B).

El trabajo presentado a continuacion en este Capitulo fue realizado con la

cepa H. influenzae Xen21.

3.4.2. Optimizacién de las condiciones de infeccion respiratoria murina por
H. influenzae Xen21

Para optimizar las condiciones de emision de bioluminiscencia de la
cepa Xen2l in vivo, se prepararon indculos bacterianos en fase estacionaria,
y alternativamente, en fase exponencial (ver secciéon 3.3.3.). Para ello, se
prepararon alicuotas de 1 ml con 250 pl glicerol 80%, conservadas a -80°C.
Previo a su uso, dichas alicuotas fueron descongeladas a TA, centrifugadas
(5 min, 6.000 r.p.m.), y normalizadas en sBHI previamente atemperado. A
continuacion, realizamos una infeccion pulmonar de ratones (30 gr) mediante
administracion intranasal de 20 pl (Tabla 6) de suspensiones bacterianas
de la cepa Xen2l. Los animales fueron sacrificados a 12, 24 y 30 hpi, y la
carga bacteriana pulmonar fue cuantificada. No se observaron diferencias
significativas, si bien los resultados obtenidos fueron mas homogéneos tras la
infeccion con bacterias en fase exponencial (Figura 35A). Por esta razon, los
experimentos presentados a continuacion fueron realizados mediante infeccion

con la cepa Xen21 en fase exponencial.

Para maximizar los efectos de la infeccion pulmonar, comparamos dos vias
de administracion del indculo bacteriano: intranasal e intratraqueal. Infectamos
animales de 30 gr con 20 pl (Tabla 6) de una suspension de Xen21, para su
posterior sacrificio a 12, 24, 30 y 48 hpi. La carga bacteriana pulmonar fue
comparable, si bien la infeccion intratraqueal generd recuentos por encima
del limite de deteccion experimental a 48 hpi (Figura 35B). En paralelo, la
luminiscencia bacteriana fue monitorizada. La infeccion intranasal no permitio
detectar luminiscencia pulmonar, limitando la sefial a cavidad nasal y 6 hpi.

Por el contrario, la infeccion intratraqueal permitio detectar luminiscencia
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en ambos pulmones y hasta 24 hpi (Figura 35C). La imagen tomografica
obtenida mediante micro-CT a 24 hpi muestra signos de inflamacion pulmonar
compatibles con un proceso neumoénico, mas evidentes en animales infectados

por via intratraqueal que intranasal (Figura 35D).
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Figura 35. Optimizacion de la infeccion pulmonar murina por H. influenzae Xen21: inéculo bacteriano
(A), y via de administracién (B-D). (A) Infeccion intranasal de ratones CD1 (30 gr) con 20 pl de Xen21
en fase estacionaria (blanco) o exponencial (gris). La carga bacteriana fue determinada en pulmon, y se
muestra como media = DE de log, u.f.c./pulmén. (B) Infeccion de ratones CD1 (30 gr) con bacterias en fase
exponencial administradas por via intranasal (blanco) o intratraqueal (gris). La carga bacteriana se determind
en pulmén, mostrada como media + DE de log,  u.f.c./pulmon. Linea roja, limite de deteccion del experimento.
(C) Luminiscencia bacteriana detectada en cavidad nasal (blanco) y pulmon (gris) en animales infectados por
via intranasal o intratraqueal. Los datos se muestran como media + DE de cuentas. (D) Imagenes micro-CT
representativas de cortes longitudinal (panel superior) y transversal (panel inferior) de animales infectados
con Xen21 por via intranasal (izquierda) e intratraqueal (derecha).
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En base a estos resultados, el trabajo presentado a continuacion fue realizado
con H. influenzae Xen21 crecida en fase exponencial y administrada por via

intratraqueal.

3.4.3. Generacion de enfisema pulmonar murino mediante instilacion de

elastasa porcina pancreatica

A continuacioén, caracterizamos un modelo de enfisema pulmonar murino
cuya lesion fue generada mediante instilacion de EPP segin (Artacchevarria et
al., 2010; Artaechevarria et al., 2011) (E/Hi-), y evaluada tras 17 dias mediante
PFV y micro-CT (Figura 36). Los animales control recibieron la misma cantidad
de solucion vehiculo (suero salino fisioloégico) (V/Hi-). Los animales V/Hi-
presentaron valores de PFV comparables a animales no manipulados (CD1).
Los animales E/Hi- mostraron mayor complianza (C), y menor resistencia (R) y
elastancia (E) que los animales V/Hi- (Figura 36A). Estos resultados sugieren
aumento de la capacidad de expansion pulmonar y reduccion de la resistencia
al flujo aéreo asociado a la lesion. Las imagenes micro-CT de animales E/Hi-
presentaron menor densidad tisular (imagen mas oscura e intensa), abombamiento
pulmonar con redondeamiento del apex y base pulmonar, y pulmones de mayor

tamafio, embebidos en los espacios intercostales (Figura 36B).

Por otro lado, la composicion pulmonar de acidos grasos puede sufrir
alteraciones en condiciones patologicas (Henderson et al., 1994; Schmidt et
al., 2002), hecho que ha sido descrito en el pulméon EPOC, donde estos actian
como precursores inflamatorios (Granata et al., 2009; Malhotra et al., 2012;
Wood et al., 2009). En concreto, el acido araquidonico liberado por accion
de la fosfolipasa-2, actia como sustrato en reacciones cuyos productos son
eicosanoides con accién inflamatoria (Degousee et al., 2002; Malhotra et al.,
2012; Pniewska & Pawliczak, 2013; Schwartz, 2000). Por ello, hipotetizamos
que la lesion pulmonar podria acompafiarse de un cambio en el perfil de acidos
grasos del pulmon enfisematoso con respecto al pulmoén control. El analisis
GC-MS de la composicion pulmonar de FAMEs present6 el mismo perfil de

acidos grasos en ambos tipos de muestras, con acidos grasos saturados, miristico
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(C14:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y behénico (C22:0); e insaturados,
palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), eicosenoico (C20:1),
eicosadienoico (C20:2), eicosatrienoico (C20:3), araquidénico (C20:4), erticico
(C22:1), docosatetraenoico (C22:4) y docosahexaenoico (C22:6) (Figura 36C
y (Fernandez-Calvet et al., 2018)).
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Figura 36. La instilacion de EPP induce lesién pulmonar compatible con enfisema. Se realizo instilacion
intratraqueal de EPP (E/Hi-). En paralelo, los animales control recibieron solucion vehiculo (suero salino
fisiologico) (V/Hi-). La lesion fue evaluada tras 17 dias mediante PFV (A) y micro-CT (B). (A) Los animales
E/Hi- (gris) presentaron mayor complianza (C, panel izquierdo), y menor elastancia (E, panel central) y
resistencia (R, panel derecho) que los animales V/Hi- (blanco). Los resultados se muestran como media +
DE, comparacion estadistica, t-fest de dos colas (“diferencias significativas). (B) Imagenes representativas
de micro-CT, corte longitudinal (panel izquierdo) y transversal (panel derecho). Los pulmones de ratones
E/Hi- (panel inferior) presentan menor densidad de tejido y expansion pulmonar anormal en comparacion
con animales V/Hi- (panel superior). (C) Determinacion de la composiciéon pulmonar murina total de acidos
grasos mediante GC-MS; V/Hi- (blanco); E/Hi- (gris). Los datos se muestran como media + DE. Comparacion
estadistica, r-test de dos colas.

En conjunto, la instilacion intratraqueal de EPP genera lesiones compatibles
con el desarrollo de un enfisema pulmonar en ratones CD1, modifica los

parametros de funcion ventilatoria, y no altera el perfil de acidos grasos del
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pulmon.
3.4.4. Infeccion aguda del pulmoén enfisematoso murino por HiNT

A continuacion, se analiz6 el efecto de la infeccion respiratoria por Xen21
en el pulmén enfisematoso. Para ello, se realizo la infeccion intratraqueal
de ratones CDI1 con 60 pl de bacterias en fase exponencial (Tabla 6), 17
dias después de la instilacion de EPP (E/Hi+), y en animales que recibieron
solucion vehiculo (V/Hit+). Los animales se sacrificaron a 6, 12, 24, 30 y 48
hpi. Los recuentos bacterianos fueron mayores en animales E/Hi+ que V/Hi+,
si bien estas diferencias no fueron significativas (Figura 37A). El analisis de
luminiscencia bacteriana en los grupos V/Hi, V/Hi+, E/Hi- y E/Hi+ mostro
emision de luminiscencia unicamente en los grupos V/Hi+ y E/Hi+, en ambos
pulmones y hasta 24 hpi, sin diferencias significativas en intensidad y extension
de la sefal entre grupos (Figura 37B y C).
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Figura 37. Dinamica de la infeccion bacteriana pulmonar ir vivo. (A) Los animales fueron infectados
con Xen21 (fase exponencial), 17 dias después de la instilacion intratraqueal de solucion vehiculo (blanco) o
EPP (gris). La carga bacteriana determinada en pulmén se muestra como media + DE de log, u.f.c./pulmén.
Linea roja: limite de deteccion del experimento. (B) Luminiscencia bacteriana en animales tratados con EPP
(gris) o con solucion vehiculo (blanco). Animales no infectados, circulos; animales infectados, cuadrados. Los
datos se muestran como media + DE de cuentas. (C) Imagenes representativas de luminiscencia pulmonar,
detectada en animales no tratados (CD1), tratados con solucion vehiculo o EPP no infectados (V/Hi- y E/
Hi-, respectivamente), e infectados (V/Hi+ y E/Hi+, respectivamente), dispuestos en posicion ventro-dorsal.
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3.4.5. La induccion de enfisema retrasa la recuperacion pulmonar tras

infeccion por HINT

A continuacion, empleamos PFV y micro-CT para analizar los cambios
pulmonares asociados a la infeccion por HiNT. Las PFV en animales V/Hi+
mostraron menor C, mayor E y R a 24 (C, p<0.01; E, p<0.01; R, p<0.001) y a
48 (C, p<0.05; E, p<0.001; R, p<0.001) hpi que las obtenidas en animales V/
Hi-. Los valores de PFV en animales infectados recuperaron los valores control
a 1spi (Figura 38A, panel superior). Las imagenes micro-CT del grupo V/Hi+
mostraron signos inflamatorios en ambos pulmones, cuya gravedad y extension
se correlaciona con las PFV, con signos iniciales a 24 hpi, pico inflamatorio a 48

hpi, y recuperacion a 1 spi (Figura 38A, panel inferior).

Las PFV realizadas en animales E/Hi+ también mostraron menor C, y
mayor E y R a 24 (C, p<0.01; E, 24 p<0.01; R, p<0.001) y 48 (C, p<0.001; E,
p<0.001; R, p<0.001) hpi que en animales E/Hi-. Sin embargo, los valores de
PFV se mantuvieron alterados a 1 spi (C, p<0.001; E, p<0.001; R, p<0.001).
Para determinar la dinamica de recuperacion del pulmon enfisematoso tras la
infeccion, se evaluaron los mismos animales a 2 y 3 spi (Figura 38B, panel
superior). Las imagenes tomograficas pulmonares de E/Hi+ se correlacionan
con los resultados de PFV. Los signos inflamatorios fueron detectables a 24
hpi, méas evidentes a 48 hpi, alcanzaron un pico maximo a 1 spi, y se observo
recuperacion inflamatoria parcial a 2 spi, y total a 3 spi. La lesion enfisematosa

estuvo presente en todos los tiempos analizados (Figura 38B, panel inferior).

En paralelo, se procedid a un analisis de lesiones histopatologicas en muestras
pulmonares de animales V/Hi-, E/Hi-, V/Hi+ y E/Hi+, sacrificados a 24 y 48
hpi, y 1 spi (Tabla 7). La lesion enfisematosa estuvo presente en pulmones de
animales E/Hi- y E/Hi+ en comparacién con sus respectivos animales control
V/Hi- y V/Hi+ (todos, p<0.005). Los pulmones de animales E/Hi- presentaron
mayor nimero de macrofagos alveolares que los de animales V/Hi- (p<0.05),
confirmando que la instilacion de EPP induce inflamacién pulmonar. Por otro

lado, la infeccion por HiNT indujo, independientemente del estado pulmonar,
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Figura 38. La infeccién respiratoria por HiNT modifica los PFV e induce inflamacion pulmonar murina.
Se realiz6 infeccion intratraqueal murina con Xen21 en fase exponencial, 17 dias tras la instilacion de EPP o
solucion vehiculo. Las PFV fueron realizados en todos los casos previo a la adquisicion de imagenes micro-CT.
(A) PFV (panel superior) y micro-CT (panel inferior) de animales V/Hi- y V/Hi+. El grupo V/Hi+ (cuadrado)
presenta menor complianza (C, panel izquierdo), mayor resistencia (R, panel central) y elastancia (E, panel
derecho) que el V/Hi- (circulo). La alteracion de PFV es mayor a 48 que a 24 hpi, recuperando valores control
a | spi. Los valores se muestran como media + DE. Comparacion estadistica, ANOVA de dos colas (prueba
de comparaciones multiples de Bonferroni) (“diferencias significativas). Imagenes representativas de micro-
CT de V/Hi- (izquierda), y V/Hi+ a 24, 48 y 1 spi (derecha); cortes longitudinales (superior) y transversales
(inferior). (B) PFV (panel superior) y micro-CT (panel inferior) de animales E/Hi- y E/Hi+. Los ratones E/
Hi+ (cuadrado) presentan menor C (panel izquierdo) y mayor E (panel central), y R (panel derecho) que E/
Hi- (circulo). La alteracion de parametros se observa a 24 y 48 hpi, alcanza un pico a 1 spi, con recuperacion
parcial a 2-, y total a 3 spi. Los valores se muestran como media + DE. Comparacion estadistica, ANOVA
de dos colas (prueba de comparaciones multiples de Bonferroni) (‘diferencias significativas). Imagenes
representativas de micro-CT de E/Hi- (izquierda), y E/Hi+ a 24 y 48 hpi, y a 1, 2 y 3 spi (derecha); cortes
longitudinales (superior) y transversales (inferior).
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reclutamiento de macrofagos alveolares (V/Hi+, a 24, 48 y 1 spi, p<0.0001; E/
Hi+, a 24, 48 y 1 spi, p<0.0001) y PMN en bronquiolos (V/Hi+, 24, 48 y 1 spi,
p<0.05; E/Hi+, 24, 48 hpi, p<0.01), en comparacion con sus respectivos animales
control V/Hi- y E/Hi-. En animales V/Hi+, el reclutamiento de macrofagos fue
mayor a 48 hpi que a 24 hpi y 1 spi (24 hpi, p<0.01; 1 spi, p<0.05), coincidiendo
con el pico inflamatorio observado en el micro-CT (Figura 38A). En animales
E/Hi+, el nimero de macrofagos se mantuvo estable en los tiempos analizados.
En animales V/Hi+, se obtuvieron recuentos mayores de PMN a 48 hpi que a
24 hpi y 1 spi (24 hpi, p<0.05; 1 spi, p<0.01). En animales E/Hi+, se observo
mayor nimero de PMN a 24 y 48 hpi que a 1 spi (ambos, p<0.001). En los
grupos V/Hi+ y E/Hi+, el nimero de PMN en la luz de los bronquios fue mayor
a 48 hpi que a 1 spi (ambos, p<0.05). La lesion hiperémica pulmonar tipica de
bronconeumonia aguda (Euba et al., 2015b) fue mayor en animales V/Hi+ y E/
Hi+ a 48 que a 24 hpi (V/Hi+, p<0.05; E/Hi+, p<0.05); y mayor en animales E/
Hi+ que en V/Hi+ a 48 hpi (p<0.01). No se observaron diferencias en el resto de
los parametros analizados (hemorragias alveolares, PMN en luz de bronquios,

reclutamiento de linfocitos).

En conjunto, la infeccion por HiNT modifica los PFV e induce inflamacion
pulmonar, independientemente del estado del pulmon, si bien la recuperacion
al estado basal estd comprometida en el pulmén enfisematoso. Asimismo, el
enfisema induce inflamacion pulmonar, caracterizada por el reclutamiento de

macrofagos y PMN, que se amplifica durante la infeccion por HiNT.

3.4.6. La infeccion respiratoria por HiNT modula la expresion génica en

pulmoén

El aumento de células inflamatorias observado tras la infeccion pulmonar
con HiNT nos llevd a analizar la expresion pulmonar de los marcadores
proinflamatorios KC y TNF-a. No se observaron diferencias significativas en
la expresion de kc y tnf-o entre los grupos no infectados V/Hi- y E/Hi-. Los
animales infectados, V/Hi+ y E/Hi+, presentaron mayor expresion de kc y tnf-o
a 24 y 48 hpi (V/Hi+: 24 hpi, p<0.05, 48 hpi, p<0.01; E/Hi+: 24 hpi, p<0.05)
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que sus respectivos controles no infectados. A 1 spi, la expresion de ambos
marcadores fue comparable en animales infectados y no infectados (Figura
39A).

Las MMPs estan implicadas en destruccion de paredes alveolares y desarrollo
de enfisema, y sus niveles se relacionan con la gravedad de la EPOC (Horio et
al., 2017; Koo et al., 2016; Loffek et al., 2011) . Los pulmones del grupo E/
Hi- presentaron mayor expresion de mmp-2'y mmp-12 que los del grupo V/Hi-
(Figura 39B). La infeccion por HiNT provoc6 una disminucion en la expresion
de mmp-2 (V/Hi+: 24 hpi, p<0.005, 48 hpi, p<0.0005; E/Hi+: 24 hpi, p<0.0001,
48 hpi, p<0.0005), y mmp-12 (V/Hi+: 24 hpi, p<0.0001; 48 hpi, p<0.0005; E/
Hi+: 24 hpi, p<0.005, 48 hpi, p<0.05), a 24 y 48 hpi en comparacion a los
grupos V/Hi- y E/Hi-, respectivamente. A 1 spi, la expresion en V/Hi+ y E/Hi+
de mmp-12 recuperod niveles comparables a los de animales no infectados; sin
embargo, la expresion de mmp-2 en E/Hi+, se mantuvo mas baja que en el grupo
E/Hi- (p<0.005) (Figura 39B).

Nrf2 es un factor de transcripcion que regula la expresion de la maquinaria
celular antioxidante (Vucic et al., 2014), se activa en respuesta a la exposicion
del humo de tabaco y, esta implicado en la regulacion del proceso inflamatorio
de las vias aéreas asociado a la infeccion pulmonar por HiNT (Lugade et al.,
2011). La expresion de nrf2 tendié a aumentar en el grupo E/Hi- respecto al V/
Hi- (diferencia no significativa). Sin embargo, la infeccion por HINT disminuy6
la expresion de nrf2 en el grupo V/Hi+ a 48 hpi, respecto a V/Hi- (p<0.05),
recuperando niveles basales a 1 spi. En animales E/Hi+, la expresion de nrf2 fue
menor que la observada en el grupo E/Hi- a todos los tiempos analizados (24
hpi, p<0.05; 48 hpi y 1 spi, p<0.01) (Figura 39C).

La sirtuina 1 (Sirt-1) es una histona deacetilasa cuya expresion disminuye en
el pulmon de fumadores y pacientes con EPOC/enfisema respecto a individuos
no fumadores y sanos (Rajendrasozhan et al., 2008; Yao et al., 2012), y esta
implicada en el control de los procesos de inflamacién, envejecimiento celular

y degradacion de parénquima pulmonar (Gao et al., 2015). En el pulmoén de
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ratones E/Hi-, la expresion de sirt-1 parecid ser mayor que en animales del
grupo V/Hi-, si bien estas diferencias no fueron significativas. La infeccion por
HiNT no modificé la expresion de sirt-1 en pulmones V/Hi+, si bien fue menor
en animales E/Hi+ que en el grupo E/Hi- a 24 hpi (p<0.05) (Figura 39D).

En resumen, la infeccion por HINT aumenta la expresion de los marcadores
inflamatorios KC y TNF-a, y reduce la expresion de las metaloproteasas MMP-
2 y MMP-12, de los reguladores Nrf2 y Sirt-1, independientemente del estado

fisiologico del pulmon.
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3.4.7. Modelado in vivo de la exacerbacion frecuente de naturaleza

bacteriana en el pulmén enfisematoso

Las infecciones recurrentes contribuyen a la progresion de la EPOC (Sethi
& Murphy, 2001; Sethi et al., 2002; Sethi & Murphy, 2008; Sethi et al., 2008),
si bien este importante aspecto de la patologia pulmonar no ha sido modelado
ni caracterizado in vivo. Por ello, evolucionamos el modelo de enfisema

pulmonar por instilaciéon de EPP ¢ infeccion respiratoria por HiNT presentado
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en las secciones previas hacia un modelo de exacerbacion recurrente, mediante
generacion de la lesion, infeccion, recuperacion de parametros inflamatorios
post-infeccion y reinfeccion. Para ello, los animales fueron: (i) instilados con
EPP o solucion vehiculo (dia -24); (ii) infectados intratraquealmente con Xen21
17 dias después de la instilacion de EPP o vehiculo (Infeccién 1, dia -7), e (i)
infectados de la misma forma 7 dias después de la Infeccion 1 (Infeccion 2, dia
0). Los animales fueron sacrificados a 24, 48, 72 y 96 hpi, para determinacion
de carga bacteriana pulmonar. El estado pulmonar fue evaluado mediante PFV y
micro-CT a 24,48 hpiyal,2,3,6,9y 12 spi (Figura 32, seccion 3.3.9).

La carga pulmonar de E/Hi+ a 48 y 72 hpi fue mayor que la obtenida
en V/Hit+ (48 hpi, p<0.0001; 72 hpi, p<0.005). Ademads, la dindmica de
eliminacion de la infeccidon bacteriana difiri6 entre grupos: en animales V/Hi+,
la carga bacteriana fue practicamente eliminada a 48 hpi, siendo comparable
a 48, 72 y 96 hpi, y menor a la detectada a 24 hpi (48 hpi, p<0.001; 72 hpi,
p<0.001; 96 hpi, p<0.005); por el contrario, en animales E/Hi+, la carga fue
comparable a 24, 48 y 72 hpi, y menor s6lo a 96 hpi (p<0.05) (Figura 40).

24hpi 48hpi  72hpi 96 hpi Figura 40. La lesién enfisematosa favorece la reinfeccion
\ -

pulmonar por HINT. Ratones CDI fueron tratados
con solucion vehiculo o EPP (Dia -24), e infectados
intratraquealmente (Dia -7, Infeccionl; Dia 0, Infeccion 2)
con Xen 21 (ver Figura 32). La carga pulmonar en E/Hi+
fue mayor que en V/Hi+ a 48 y 72 hpi. Los animales V/Hi+
eliminaron la infeccion a 48 hpi, mientras que en animales
—| E/Hit la infeccion se mantuvo hasta 96 hpi. Los datos se
0 expresan como media + DE de log,, u.f.c./pulmon. Linea
Vehiculo + i N ' N T ' roja, limite de deteccion del experimento. Comparacion
Elastasa - + - + - + -+ estadistica, t-fest de dos colas (*diferencias significativas).

Log1g u.f.c./puimén

Las PFV de animales V/Hi+ mostraron menor C (24 hpi, 1 y 3 spi, p<0.05;
48 hpi, p<0.001; 2 spi, p<0.01), mayor R (p<0.001) hasta 6 spi, y mayor E hasta
3 spi (24 hpi, 1 y 3 spi, p<0.01; 48 hpi y 2 spi, p<0.01) que los animales V/Hi-.
A 9 spi, los valores de PFV recuperaron los niveles control (Figura 41A). En
imagenes de micro-CT de animales V/Hi+, el infiltrado inflamatorio aparecio
a 24 hpi y alcanzo6 el pico a 48 hpi; el descenso de los signos inflamatorios

se observo a 1 spi, si bien se mantuvieron hasta las 6 spi; y, la recuperacion
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pulmonar ocurri6é a 9 spi, coincidiendo con los PFV (Figura 41B). Las PFV
de animales E/Hi+, presentaron menor C (p<0.001), mayor R (48 hpi, 1, 6 y
9 spi, p<0.001; 2 y 3 spi, p<0.01), y mayor E (24 y 48 hpi, y 6 spi, p<0.01; 1
spi, p<0.001, 9 spi, p<0.05) que los animales E/Hi-. La recuperacion a valores
basales ocurrié a 12 spi (Figura 41C). Las imagenes de micro-CT mostraron
signos inflamatorios a 24 y 48 hpi, que se redujeron a 1 spi; se mantuvieron
hasta 9 spi; y, recuperaron a 12 spi (Figura 41D).
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Figura 41. Caracterizacion de un modelo de exacerbacion recurrente por infecciéon bacteriana aguda:
dindmica de PFV e imagen micro-CT. Ratones CD1 fueron infectados con Xen21 en los dias -7 y 0, 17
y 24 dias después de la instilacién de EPP o solucion vehiculo, respectivamente (ver Figura 32). Las PFV
fueron realizados en todos los animales previo a la adquisicion de imagenes micro-CT. (A) Los ratones V/
Hi+ (cuadrado) presentaron menor complianza (C, panel izquierdo), mayor resistencia (R, panel central)
y elastancia (E, panel derecho) que los V/Hi- (circulo). La alteracion de las PFV se detectd hasta 6 spi.
Los valores se muestran como media + DE. Comparacion estadistica, ANOVA de dos colas (prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni) (“diferencias significativas). (B) Imagenes representativas de micro-
CT de V/Hi- (izquierda), y V/Hi+,a 24 y48 hpi, y a 1, 2, 3, 6 y 9 spi (derecha); cortes longitudinales (superior)
y transversales (inferior). (C) Los ratones E/Hi+ (cuadrado) presentan menor C (panel izquierdo) y mayor R
(panel central) y E (panel derecho) que los ratones del grupo E/Hi- (circulo). La alteracion de los parametros
se observo hasta 9 spi. Los valores se muestran como media = DE, comparacion estadistica ANOVA de
dos colas (prueba de comparaciones multiples de Bonferroni) (“diferencias significativas). (D) Imagenes
representativas de micro-CT de E/Hi- (izquierda) y E/Hi+ a 24 y 48 hpi, y a 1, 2, 3, 6, 9 y 12 spi (derecha);
cortes longitudinales (superior) y transversales (inferior).
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3.4.8. Escrutinio in vivo de factores de virulencia de HiNT

Para identificar genes de H. influenzae implicados en la infeccion pulmonar,
sometimos a escrutinio una genoteca de mutantes de la cepa RAKW20 generada
por transposicion in vitro, mediante infeccion respiratoria de ratones CD1 con
funcidén pulmonar normal o enfisema, e identificacion de genes de virulencia
mediante Tn-seq (Figura 33, seccion 3.3.10.2). Este método de escrutinio
monitoriza el papel relativo de cada gen del genoma de HiNT en el fitness
necesario para la infeccion pulmonar murina (Gawronski et al., 2009; Wong et
al., 2013). La identificacion génica se baso en la disminucion de la abundancia
relativa de mutantes de cada gen no esencial de la genoteca pre- (input) y post-
seleccion (output). La genoteca se generd en H. influenzae RAKW20 utilizando
el transposon MarinerT7, cuyas secuencias invertidas contienen la diana de
la enzima de restriccion Mmel (Figura 33A, seccion 3.3.10.2). Esta genoteca
fue utilizada para infeccion intranasal de ratones CD1, 17 dias después de la
instilacion de EPP o solucion vehiculo, los animales se sacrificaron a 12 y 24
hpi (Figura 33B-D, seccion 3.3.10.2). El tamafio de la genoteca fue de ~30.000
mutantes, considerando que el genoma de RAKW20 contiene ~1.724 genes,
cada mutante pudo estar representado hasta ~17 veces. La secuenciacion Tn-
seq de la genoteca input (empleada en la infeccion) reveld la ausencia de 473
genes (~27% del genoma de RAKW20) y la subrepresentacion de 42 genes.
Estos genes, posiblemente esenciales o necesarios para el dptimo crecimiento
in vitro, fueron excluidos como putativos genes de virulencia durante el analisis

(Tabla 8 y 9, en gris oscuro).

La comparacion de la genoteca input con el ouput recuperado del pulmoén de
animales a 12 hpi identifico un panel de genes posiblemente importantes en la
transicion de sBHI (in vitro) a pulmon (in vivo). En concreto, se identificaron 53
genes: 17 genes implicados en la infeccion del pulmoén instilado con solucion
vehiculo, de los cuales 2 codifican proteinas hipotéticas (HI1595m y HI1462);
36 genes implicados en la infeccion del pulmoén enfisematoso, de los cuales
8 codifican proteinas hipotéticas (HI1444, HI0407, HI0461, HI0523, HI0550,
HI1082, HI1086 y HI1084).
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La asignacién de categorias funcionales de los genes identificados se realizo
con apoyo del servidor UniProt (https://www.uniprot.org). Seis genes fueron
comunes en ambas comparaciones, pertenecientes a las categorias funcionales
metabolismo (guad, pyrG, atpD, yhxB) y respuesta a estrés (reld, apaH); y,
por tanto, potencialmente implicados en la infeccidon tanto de pulmén sano
como enfisematoso (Tabla 8 y 9, Figura 42A y 42B). Los genes implicados
especificamente en la infeccion de animales con funcién pulmonar normal
se agruparon en las categorias funcionales (i) metabolismo (atpG, cysE), (ii)
procesos de transcripcion/traduccion (efp, tuf, ccA, genX), (iii) recombinacion
(ruvC), (iv) respuesta a estrés (sspA4, mclA) (Tabla 8, Figura 42A y 42B). Los
genes implicados especificamente en la infeccion de animales con pulmoén
enfisematoso se agruparon en las categorias funcionales (i) metabolismo (~39%),
incluyendo biosintesis de nucleotidos (guaB, deoD), aminoacidos (metG, metE,
serd, phed, asnA, trpD, trpC, trpA), azGcares (galU, galE, pfkA), y acido folico
(folD); (ii) transcripcion/traduccion (miaA); (iii) division celular (fisN); (iv)
recombinacion (ruvA, xerD); (v) estrés (por); (vi) lipoproteinas y proteinas de
superficie (hel, IppB, respectivamente); (vii) adquisiciéon de nutrientes, zinc
(znuA) (Tabla 9, Figura 42A y 42B). A 24 hpi, se identificé el mismo panel de
genes, salvo mcl4 y sspA que no fueron identificados en animales con funcion
pulmonar normal; y fo/D y HI0407, no identificados en animales tratados con
EPP (Tabla 8 y 9, Figura 42B).

Por ultimo, se realizd una comparacion entre outputs procedentes de
animales con funcidon pulmonar normal y enfisema, para identificar posibles
factores de virulencia diferenciales entre los dos tipos pulmonares. A 12 hpi, esta
comparacion identificd 21 genes, en concreto: 15 genes aparecieron implicados
en la infeccion de animales con funciéon pulmonar normal, de los cuales 5
codifican proteinas hipotéticas (HI1571.1, HI0282, HI1493, HI0034, HI0722);
6 genes aparecieron implicados en la infeccion de animales con enfisema, de los
cuales 1 codifica una proteina hipotética (HI1161) (Tabla 10 y Figura 42C).
Los 10 genes no hipotéticos implicados en la infeccion de animales con funcion

pulmonar normal se agruparon en las categorias funcionales (i) metabolismo
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(de nucleotidos, gid4; aminoacidos, thrB y cysE; ATP, atpG; lipidos, pgpA;
molibdeno, moaD), (ii) recombinacion (ruv(C), (iii) respuesta a estrés (reld, sspA)
y (iv) proteasas (degS). Los 5 genes no hipotéticos implicados en la infeccion de
animales con enfisema pulmonar se agruparon en las categorias funcionales (i)
metabolismo de nitrégeno (napD), (ii) estrés (grpE), (iii) proteinas de superficie
(IppB), (iv) virulencia (mviN) y (v) proteina de union a penicilinas (pond). A 24
hpi, esta comparacion identifico 7 genes con aparente implicacion diferencial
durante la infeccion pulmonar. En concreto, 5 genes aparecieron implicados
en la infeccion de animales con funciéon pulmonar normal (moaD, reld, ruvC,
HI1571.1, degS) y 2 genes en la infeccion de animales con pulmoén enfisematoso
(napD, ponA) (Tabla 10 y Figura 42D).
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Figura 42. Representacion esquematica del resultado del escrutinio in vivo de factores de virulencia
de H. influenzae. (A) Categorias funcionales de genes implicados en la infeccion de animales instilados con
solucion vehiculo (barras azules) o EPP (barras naranjas), en comparacion con la genoteca input. Barras gris
oscuro, nimero total de genes; barras gris claro, genes comunes entre output vehiculo y EPP e input. (B)
Distribucion de genes identificados a 12 y 24 hpi, tras comparar los genes cuyos mutantes estan presentes en
la genoteca input con el output procedente de animales instilados con solucion vehiculo (arriba, circulos azul),
o con EPP (abajo, circulos naranja). Circulos gris claro, genes comunes a las dos comparaciones; circulos
negros, outliers (genes excluidos de este estudio); linea discontinua roja, limite de deteccion a 24 hpi. (C)
Categorias funcionales de genes implicados en infeccion de pulmoén sano (azul) o enfisematoso (naranja).
Barras rojas, genes totales por categoria funcional. (D) Distribucion de genes identificados a 12 y 24 hpi, tras
comparar genes cuyos mutantes estan presentes en el output de animales instilados con EPP (circulo naranja)
con el output de animales instilados con vehiculo (circulo azul). Linea discontinua roja, limite de deteccion
a 24 hpi. Asignacion de categorias funcionales realizadas con el servidor UniProt (https:/www.uniprot.org).
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Discusion

Los microorganismos han evolucionado una variedad de sistemas
especializados en la captacion de Fe para superar las restricciones de este
elemento esencial durante los procesos infecciosos (Huang & Wilks, 2017).
Muchas bacterias Gram negativas (E. coli uropatogeno, P. aeruginosa, H.
influenzae, Neisseria meningitidis, Acinetobacter baumannii), Gram positivas
(S. aureus), y hongos (Candida albicans, Cryptococcus neoformans) utilizan
hemina como fuente de Fe (Carver, 2018). La adquisicion de hemina libre o unida
a hemoproteinas por parte de los patdogenos implica el despliegue de sistemas
involucrados en su reconocimiento y/o captacion. El Capitulo 1 de este trabajo
de Tesis Doctoral aborda el caso H. influenzae, un patdgeno oportunista humano
que coloniza las vias respiratorias bajas de pacientes EPOC, donde ocurre un
desequilibrio en la homeostasis de Fe. HiINT requiere la presencia de hemina
exodgena para su respiracion aerébica, no produce sider6foros y presenta un
panel amplio de sistemas de captacion de Fe-hemina. La inactivacion génica y
fenotipado realizada mostr6 una contribucion diferencial de los sistemas TbpBA,
HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF, HitABC y PE a la patogénesis de
HiNT. Este estudio aborda simultaneamente la actividad de multiples sistemas
de adquisicion de Fe-hemina durante la infeccién por un patéogeno bacteriano
auxotrofo a hemina, y la relacion entre ausencia de Fe, la subversion de la

inmunidad innata y la patogénesis respiratoria.

El uso de sistemas modelo de infeccion pulmonar in vitro e in vivo revelod
el importante papel de HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF, HitABC
y PE durante la infeccion respiratoria por HiNT, donde TbpBA parecio tener
una contribucion menor bajo las condiciones empleadas. Los datos obtenidos
apoyan el papel de PE como adhesina (Ronander et al., 2008; Ronander et al.,
2009). Por otra parte, evidencias previas del aumento de la invasion bacteriana
asociada a la inactivacion del gen sapA podrian estar relacionadas con el uso
de epitelio polarizado (Raffel et al., 2013), a diferencia del uso de células no
polarizadas (este trabajo). El aumento del ratio de invasion de HiNT375 WT
precultivada en sBHI, y el “efecto rescate” de la presencia de hemina exdgena
en la deficiencia de los mutantes ixuCBA, sapABCDFZ, hbpA 'y hpe durante
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Discusion

la infeccidn epitelial, podrian relacionarse con la subversion de receptores de
hemina durante la infeccion, usando esta molécula unida a modo de ligando. Por
ello, el papel de las proteinas de adquisicion de hemina HCP1 y HRG1, cuyos
niveles estan aumentados en células de cancer de pulmoén (Hooda et al., 2013;
Latunde-Dada et al., 2006; Rajagopal et al., 2008), en la infeccidon respiratoria
por HiNT sera evaluado en trabajos futuros. Estudios previos mostraron el papel
de HbpA y HxuCBA en un modelo de enfermedad invasiva por HiNT en rata
(Morton et al., 2007a; Morton et al., 2009a), y de SapABCDFZ en un modelo
de otitis media de chinchilla (Shelton et al., 2011; Vogel et al., 2012). En este
trabajo, utilizamos un modelo de infeccion pulmonar murino expandiendo estas
observaciones sobre HbpA, HxuCBA'y SapABCDFZ, y proporcionando nuevos
papeles in vivo para los sistemas HitABC y PE.

Destacamos que HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE son
sistemas multifuncionales que comparten la capacidad para unir hemina. Este
trabajo proporciona evidencias sobre la uniéon de hemina a SapA y HbpA, y
sobre la base estructural de dicha interaccion. Respecto a HxuA, nuestros analisis
estructurales y datos experimentales apoyan la unién de hemina a esta proteina.
La hemina unida se almacena, o se dona a células bacterianas vecinas. El uso
de RAKW?20 para evaluar la donaciéon de hemina entre bacterias representa una
limitacion potencial de este estudio, realizado en su practica totalidad con la cepa
HiNT375. Reconocemos que RAKW20 es una herramienta util para generar esta
informacion especifica, y desconocemos el motivo de la limitacion de HINT375
para donar hemina, si bien proporcionamos evidencias que sugieren la union de
hemina en la superficie de HINT375, entre ellas: (i) la disponibilidad de hemina
aumento la infeccion epitelial por HINT375, y (ii) la susceptibilidad de HINT375
a PxE apoya una competencia péptido antimicrobiano:hemina para unirse a
SapA (Mason et al., 2011), HxuA o PE. En cuanto a las funciones adicionales,
destacamos la relacion entre adquisicion de Fe y factores antimicrobianos. La
inactivacion de sapABCDFZ y hbpA aumento6 la susceptibilidad de HiNT a
H,0O,, lo que sugiere que Sap y HbpA pueden contribuir a limitar la toxicidad del

272
exceso de hemina mediante su secuestro en el periplasma bacteriano. Ademas,
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la inactivacion de hxuCBA, sapABCDFZ y hpe aument6 la susceptibilidad de
HiNT a PxE. Por lo tanto, ademas del papel ya conocido de SapABCDFZ en
la resistencia de HiNT a péptidos antimicrobianos (Mason et al., 2005; Mason,
2006; Shelton et al., 2011), proporcionamos evidencias sobre la contribucion
de HxuCBA y PE a la subversion de estos elementos de la inmunidad innata
soluble. El analisis de la resistencia a péptidos antimicrobianos estuvo motivado
por un estudio anterior del grupo de investigacion, en el que se realizd un
analisis genoémico de tres cepas clonales de HiNT aisladas longitudinalmente
de muestras de esputo de un paciente con bronquiectasia. Estas cepas mostraron
resistencia creciente a péptidos antimicrobianos y polimorfismos en los genes
que codifican SapC, HgpB, HgpC, Hup y HxuC (Garmendia et al., 2014).
Por ultimo, cuestionamos si la importacion de glutation podria estar también
implicada en la multifuncionalidad de los sistemas en estudio. HbpA fue el tinico
caso, apoyando observaciones previas (Vergauwen et al., 2010). La Figura 43

resume la multifuncionalidad observada en este trabajo.

Hxu Sap HbpA-Dpp PE
Union
( ............
O-->Fe*2:-5-1IROS  Heminafy ...
H202 A
7 Toxicidad de hemina an.
/ ‘ ‘ Donacién
09
Importacion Q QAN
de Glutation O \.,QQ\-&QQ
A Resistencia
Infeccion epitelial AMP

Figura 43. Modelo que muestra la posible multifuncionalidad de cuatro sistemas de adquisicion de
hemina de HiNT. HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE participan en la union a- y la donacion de
hemina entre bacterias, y en la interaccion bacteria-célula huésped. Ademas, HxuCBA juega un papel en la
resistencia de HINT a péptidos antimicrobianos (AMP); SapABCDFZ contribuye a prevenir la toxicidad de la
hemina y a la resistencia a AMPs; HbpA participa en la proteccion frente a toxicidad y en la importacion de
glutation; PE participa en resistencia de HINT a AMPs. SapA y HbpA se localizan en el periplasma; HxuA y
PE se localizan en la membrana externa de HiNT.
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Los sistemas de captacion de Fe-hemina de HiNT muestran mayor expresion
en condiciones de restriccion de Fe o hemina; y dicha expresion esta regulada,
positiva o negativamente, por Fur (Harrison et al., 2005; Whitby et al., 2006).
Este trabajo apoya estas observaciones, y las extiende a los genes sapA4 y hpe.
Ademas, abordamos una posible red de interconexion entre sistemas a nivel de
expresion génica, donde destacamos el papel de HbpA. Durante el crecimiento
en sBHI, nuestros resultados son compatibles con la posible activacion de HbpA
por Fur-Fe?" a través de un mecanismo desconocido (Carpenter et al., 2009;
Troxell & Hassan, 2013), lo que a su vez puede relacionarse con una regulacion
negativa de la expresion de hxud, sapA, hitB y hpe. De hecho, el aumento de
expresion de hxuA, sapA 'y hpe tras la inactivacion del gen hbpA podria explicar
el aumento de resistencia a PxE observado en HINT375AAbpA respecto a la cepa
WT. Por otro lado, la proteina HbpA puede no estar implicada en la deteccion
de hemina del medio extracelular, ya que HINT375AhbpA mostrd un perfil de
expresion génica similar al de la cepa WT en presencia-ausencia de hemina. En
conjunto, la interconexion de los sistemas de adquisicion de Fe-hemina puede
contribuir a la regulacion negativa de la expresion de cada sistema, como un

posible mecanismo de prevencion de toxicidad.

Las bacterias previenen la toxicidad por el exceso de hemina a través de
diferentes mecanismos, incluyendo el procesamiento del anillo de porfirina
por la accidn catalitica de una hemooxigenasa, y la liberacion de Fe?* para su
posterior uso. La informacion gendmica de H. influenzae indica la presencia de
un homologo del gen hugZ, que codifica una hemooxigenasa en Campylobacter
Jejuni'y Helicobacter pylori (Guo etal., 2008; Hu etal., 2011), por lo que su papel
en la prevencion de toxicidad por hemina en HiNT sera evaluado en estudios
futuros. Por otra parte, hay varios sistemas implicados en adquisicion de hemina
en HINT que no han sido considerados en este estudio; en concreto, proteinas
que unen hemoglobina-haptoglobina (Hgp), y las proteinas lipoproteina e (P4),
HemR y Hup. El genoma de HiNT375 presenta tres genes hgp (hgpB, hgpC,
hgpD), regulados por variacion de fase por un nimero de repeticiones (CCAA)

, variables en sus respectivas regiones codificantes. De los mismos, el gen
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hgpD puede haber sufrido una alteracion de su marco de lectura, a diferencia
de los genes hpgB y hgpC vy, ademas, una variacion alélica de hgpB podria
traducirse, generando una proteina carente de los aminoacidos 1 a 30; motivos
que complicarian significativamente el analisis de los genes Agp de HiNT. Por
otra parte, la contribucion del gen hel, que codifica la lipoproteina e (P4), a
la infeccion epitelial respiratoria, unién a proteinas de la ECM, enfermedad
invasiva e infeccion del oido medio por HiNT ha sido abordada previamente
(Morton et al., 2007b; Reidl & Mekalanos, 1996; Su et al., 2016); no es evidente
que HemR sea un sistema funcional en HiNT (Hariadi et al., 2015; LaCross
et al., 2014); y, Hup no parece contribuir a la infeccion in vivo (Morton et al.,
2004).

En resumen, H. influenzae ha desarrollado mecanismos redundantes para
captar hemina y Fe, y varios de estos sistemas son multifuncionales. Ademas
de la funcién comun de unién- almacenamiento-donacion de hemina, HxuCBA
esta implicado en la infeccion epitelial y resistencia a péptidos antimicrobianos;
SapABCDFZ, en infeccion epitelial, resistencia a péptidos antimicrobianos, y
prevencion de toxicidad; HbpA participa en infeccion epitelial, prevencion de
toxicidad e importacion de glutation; y PE contribuye a infeccion epitelial y
resistencia a péptidos antimicrobianos. Dado que la inactivacion de /xuCBA,
sapABCDFZ, hbpA y hpe favorece la eliminacion bacteriana in vivo, es probable
que este panel de funciones parcialmente solapadas sea importante para la
patogénesis de HINT. En base a los fenotipos testados, la redundancia funcional
parece estar limitada a HxuCBA y PE, a pesar de que HxuCBA es un hemo6foro
dependiente de TonB (Fournier et al., 2011) y PE un dimero de membrana
externa TonB-independiente (Al Jubair et al., 2014). En este trabajo, también
abordamos la posible coordinacion entre sistemas y la regulacion de su expresion
en funcion de la disponibilidad de hemina, y comenzamos a elucidar la existencia
de redes regulatorias complejas utilizadas por HiNT para adaptarse al sistema
respiratorio del huésped. En términos generales, la modificacion farmacologica
del metabolismo de Fe-hemina del huésped y/o de los sistemas de transporte de

Fe puede ser la clave para desarrollar nuevas estrategias antimicrobianas. Asi,
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agentes quelantes de Fe con propiedades farmacocinéticas mejoradas podrian
convertirse en antimicrobianos interesantes frente a infecciones bacterianas
en la era actual, donde el aumento exponencial de las resistencias antibidticas

supone un problema para la sanidad publica.

Los agentes antimicrobianos deben ser efectivos, seguros, disponibles
y asequibles (Grant et al., 2009). El TxS oral ha sido utilizado extensamente
durante afios en el tratamiento de otitis media aguda, neumonia y procesos de
exacerbacion de la EPOC, lo que ha generado un aumento de la resistencia en
patogenos respiratorios frecuentes como H. influenzae. De hecho, se ha observado
un aumento de la resistencia a TxS de aislados clinicos de H. influenzae de los
serotipos b, e y f, y de cepas no tipificables de diversos origenes patologicos
(Arguedas et al., 2005; Campos et al., 2003; Campos et al., 2003b; Greenhill et
al.,2015; Leiberman et al., 2001; Mohd-Zain et al., 2012; Puig et al., 2014; Rowe
et al., 2000). En H. influenzae, ademas de cambios en la secuencia y/o expresion
de los genes folH'y folP, y adquisicion de los genes su/ (de Groot et al., 1988; de
Groot et al., 1996; Enne et al., 2002), la resistencia a TMP se ha relacionado con
mutaciones que provocan auxotrofia a timidina/timina (Platt et al., 1983). Los
procedimientos estandar para la determinacion diagnostica de la susceptibilidad
antibiotica de H. influenzae implican el uso del medio MH-F agar que contiene
poca timidina, lo que podria subestimar la frecuencia e identificacion de cepas
resistentes a TMP/TxS. La evaluacion de aislados clinicos de HiNT realizada en
el Capitulo 2 de este trabajo de Tesis Doctoral determind la existencia de una
proporcién de aislados formadores de colonias de crecimiento lento en MH-F
agar, que nos llevo a evaluar su dependencia a timidina, y a identificar el aislado
ThyA

tiene una insercion de dos aminoacidos en las posiciones 90 y 91, lo que

auxotrofo a timidina HINT8233. En comparacion con ThyA

RAKW20° HiNT8233

modifica ligeramente su prediccion estructural (Figura 24). Se han identificado
alelos inactivos del gen thy4 en S. aureus debido a deleciones que resultan
en modificaciones en el marco de lectura, a polimorfismos que resultan en
transiciones de aminoacidos, o a mutaciones sin sentido (Chatterjee et al., 2008;

Kriegeskorte et al., 2014). En este trabajo, mostramos que la cepa HINT8233

189



Discusion

contiene un alelo del gen thyA con una insercidon de 6 nucleétidos que conserva
el marco de lectura, si bien no podemos excluir una posible alteracion de su
actividad enzimatica. El triptéfano (W83), propuesto como sitio activo canonico
de ThyA (Baugh et al., 2013), se conserva en ThyA

abordaran la purificacién de ThyA

Hintssy Y trabajos futuros

nintsss Para evaluar su actividad timidilato

sintetasa.

Ademas, observamos que la auxotrofia a timidina de HiNT8233 es
reversible, y dicha reversion se asocid con la desaparicion de la insercion en
thyA

timidina como fendémeno reversible puede contribuir al aislamiento infrecuente

wintsazs Siguiendo observaciones previas (Platt et al., 1983), la auxotrofia a
de cepas de HiNT dependientes de timidina en muestras respiratorias. Sin
embargo, la resistencia a TxS y TMP se mantuvo inalterable en HiNT8233,
independientemente de la reversion. La identificacion previa de una mayor
resistencia a TMP en prototrofos de H. influenzae aislados después de la
recuperacion de auxotrofos a timidina a partir de muestras de esputo expuestas a
concentraciones subinhibitorias de TMP, sugiere que la resistencia a TMP podria
ser resultado de una mutacion supresora (Platt et al., 1983). Los mecanismos
subyacentes a la resistencia a TMP/TxS en HiNT8233 son desconocidos, y

seran objeto de estudios futuros.

La auxotrofia a timidina como fenémeno reversible ha sido ampliamente
descrita en SCV de S. aureus dependientes de timidina (Kahl, 2014), e hizo
que HiNT8233 fuera inadecuado para el analisis del impacto de la dependencia
a timidina en la patogénesis de HiNT. Por esta razon, inactivamos el gen thy4
en las cepas HiNT375 y RAKW20. Las cepas mutantes Athy4 mostraron
alteraciones en morfologia, crecimiento, y dependencia de timidina exdgena,
comparables a las mostradas por aislados timidina-dependientes de S. aureus,
Salmonella typhimurium o S. maltophilia (Anderson et al., 2007; Chatterjee et
al., 2008; Kahl et al., 2003; Kahl et al., 2005; Kok et al., 2001). Ademas, la
disrupcion del gen thyA en HINT disminuyo6 la cantidad de ChoP bacteriana, la
deposicion de C3b, la adhesion e invasion del epitelio respiratorio, y estimul6 la

secrecion de IL-8 por células A549. En algunos casos, se observaron diferencias
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fenotipicas entre los mutantes thy4 de HINT375 y RAKW20, probablemente
relacionadas con la heterogeneidad genomica asociada a HiNT (De Chiara et
al., 2014; Garmendia et al., 2014; Moleres et al., 2018; Pettigrew et al., 2018).
En conjunto, es probable que los fenotipos observados in vitro, incluyendo la
interaccion deficiente con epitelio respiratorio y el aumento de su respuesta
inflamatoria tras infeccion por HINT375AthyA, contribuyan a la atenuacion de
este mutante durante la infeccion pulmonar murina. De hecho, existen también
modificaciones en la biologia de la infeccion de cepas timidina-dependientes de
otros patégenos bacterianos como S. aureus, S. typhimurium, Shigella flexneri o
Vibrio cholerae (Attridge, 1995; Cersini et al., 1998; Kok, 2001; Kriegeskorte
etal., 2014).

Por otra parte, la falta de complementacion genética es una limitacion
de este estudio, si bien propusimos varias estrategias de complementacion

sin éxito (complementacion del gen thyA codificado por plasmido en

RAKW20
RAKW20AthyA, y la expresion heterologa codificada por plasmido del alelo
thyA en RAKW20AzhyA). A pesar de esta limitacion, hemos excluido la

existencia de una relacion entre los fenotipos asociados a la inactivacion del gen

HINT8233

thyA y cambios en la expresion del gen localizado inmediatamente aguas abajo,
homologo al gen tadA, que codifica una adenosina desaminasa especifica de
ARNt y cuya sobreexpresion confiere resistencia al producto natural bactericida
xantorrizol en E. coli (Yogiara et al., 2015) (datos no mostrados). La adicion
de timidina exdgena restaurd parcial o totalmente los fenotipos analizados in
vitro, pero no la atenuacion de HiNT375AthyA in vivo al infectar con bacterias
precrecidas en presencia de timidina, lo que quiza podria estar relacionado con

la concentracion de timidina del medio.

Ademas del efecto provocado por la inactivacion del gen thyA en la virulencia
de HiNT, este trabajo muestra que la resistencia a TxS aumenta en cepas mutantes
AthyA. La alteracion del gen thyA se ha relacionado con mayor resistencia a
TMP en otras bacterias (Song et al., 2016). De hecho, la CMI de TMP fue de
1 y >32 pg/ml, en HINT375 WT y AthyA, respectivamente; y de 0.75 y >32
ug/ml, en RAKW20 WT y AthyA, respectivamente. HINT375AthyA precrecido
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en chocolate + Thy se eliminé mas rapidamente en ratones tratados con TxS
que en animales no tratados. Aunque pretendimos restaurar la sobreexpresion
de nupC en las cepas con thy4 inactivado, el precrecimiento del mutante en
sBHI + timidina amplific6 atin mas la expresion de nupC, en comparacion
con sBHI. Cabe sefialar que el aumento de expresion de nupC por un mutante
thy4 en S. aureus se restaurdé mediante complementacion con thyA (Chatterjee
et al., 2008). Nuestra observacion fue inesperada y no comparable a la de S.
aureus, y podria asociarse con la falta de inhibicién de crecimiento alrededor
de discos de TxS observada en las cepas AthyA precrecidas en chocolate + Thy,
lo que sugiere que la captacion de timidina extracelular por el transportador de
nucleosidos NupC podria contribuir a eludir los efectos de TxS en la biosintesis
de timidilato de novo en HiNT. En este trabajo, sugerimos que NupC podria
funcionar como transportador primario de timidina en HiNT si la sintesis de
novo de timidilato esta bloqueada. La busqueda gendmica no revelo la presencia
de transportadores de nucledsidos adicionales en esta especie bacteriana. Para
apoyar el papel propuesto para NupC, intentamos sin €xito generar una cepa
doble mutante HINT AthyAAnupC (datos no mostrados).

A continuacion, discutimos tres aspectos adicionales de esta parte del trabajo.
En primer lugar, las SCV timidina-dependientes de S. aureus crecen en agar
sangre Columbia (Kriegeskorte et al., 2014); las SCV timidina-dependientes
de S. maltophilia crecen en agar sangre de oveja (Anderson et al., 2007), pero
no crecen en agar MacConkey y medio minimo M9 (Anderson et al., 2007); en
S. typhimurium, los mutantes AthyA no crecen en LB agar (Kok et al., 2001).
Nuestros resultados muestran que los auxotréfos HINTA#4yA crecen generando
colonias de tamafio normal en agar chocolate y sBHI agar, pero no crecen en
MH-F agar. Por tanto, no consideramos el término SCV timidina-dependiente
para H. influenzae. En segundo lugar, las SCV de S. aureus se recuperan de
muestras clinicas, y son una subpoblacion dindmica optimizada para la
persistencia que permite a esta bacteria localizarse intracelularmente evitando
una respuesta inflamatoria aguda (Kahl, 2014; Kahl et al, 2016). Esto es poco

probable en el caso de los mutantes HiNTA¢hyA, ya que presentan alteraciones
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significativas en la invasion epitelial. En tercer lugar, este trabajo no aborda la
induccion de auxotrofia a timidina en presencia de TxS, por lo que no podemos
relacionar directamente la seleccion de auxotrofos y la resistencia a TxS por
exposicion antibidtica prolongada. No existen conexiones significativas entre
el uso geografico de TxS y la resistencia de H. influenzae a este antibiotico
(Karpanoja et al., 2008). Ademas, no podemos obviar la posible aparicion de
mutaciones en ti1y4 como consecuencia del tratamiento con otros antibioticos
con actividad mutagénica como es el ciprofloxacino, que aumenta la resistencia
a TMP de forma concomitante (Song et al., 2016). En conjunto, la resistencia
a TxS en respuesta a la exposicion antibidtica necesita analisis adicionales y

monitorizacion continua.

En conclusion, este trabajo presenta el impacto de la auxotrofia a timidina
por inactivacion del gen thyA, que codifica la timidilato sintetasa ThyA, en la
morfologia de H. influenzae y su interaccion con las vias aéreas del huésped
e, indirectamente, en su resistencia a TxS. Ademas, NupC es un potencial
facilitador de captacion de timidina externa ante la inhibicion de la sintesis de
timidilato de novo. La auxotrofia a timidina reduce la virulencia HiNT, pero
también proporciona una ventaja frente a la administracion terapéutica de TxS.
Por tanto, estos resultados deberian considerarse al evaluar las consecuencias
de la administracion clinica de TxS. Estudios posteriores deberan evaluar la
aparicion de auxotrofos a timidina de HiNT en muestras clinicas evitando la
probable subestimacion actual, y elucidar si la dependencia de timidina se
genera como respuesta al tratamiento antibidtico, constituyendo asi una ventaja

para la supervivencia de HINT en determinados nichos.

Existen dos manifestaciones clinicas principales de EPOC, bronquitis cronica
y enfisema; si bien, la mayoria de los pacientes desarrollan una combinacion
de ambas (Barnes et al., 2015). La administracion de EPP en ratdén induce
enfisema pulmonar, pero no otras caracteristicas de la enfermedad como son la
hipersecrecion mucosa y la fibrosis de las vias aéreas, limitando asi su robustez
(Jones et al., 2017). Sin embargo, se trata de un modelo de manejo relativamente

sencillo y reproducible. Trabajo previo del grupo de investigacion evalud la
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infeccion respiratoria por HiNT en ratones C57BL/6 por su susceptibilidad,
empleados en un modelo de exposicion subcronica o cronica a humo de tabaco
(Perez-Rial et al., 2011), pero el grado y reproducibilidad de la infeccion
fueron muy deficientes (datos no mostrados). Considerando estos aspectos, el
Capitulo 3 de este trabajo de Tesis Doctoral presenta una caracterizacion
dual y multinivel de un modelo de infeccion por H. influenzae de un pulmon
enfisematoso, como modelo experimental de enfisema y exacerbacion infecciosa
in vivo asociados a EPOC. La induccién de lesion enfisematosa fue confirmada
y analizada mediante histologia, micro-CT y PFV, con resultados compatibles
con estudios previos (Artaechevarria et al., 2010; Artaechevarria et al., 2011).
La infeccion respiratoria se realizo con la cepa H. influenzae Xen2l, cuyo
comportamiento fue comparable a la cepa RAKW20 a todos los efectos testados.
Para maximizar nuestras observaciones, realizamos varias modificaciones en el
protocolo previamente utilizado en el grupo de investigacion (Euba et al., 2015b;
Euba et al., 2015¢c; Euba et al., 2017; Fernandez-Calvet et al., 2018; Morey et
al., 2013; Rodriguez-Arce et al., 2017), consistentes en el empleo de bacterias
crecidas en fase exponencial e infeccion mediante administracion intratraqueal
del inoculo bacteriano. Este segundo aspecto resulto ser crucial para la deteccion
pulmonar de luminiscencia bacteriana, si bien la via intranasal es nuestra ruta
de infeccion de referencia, por asemejarse mas a una infeccion bacteriana por
inhalacién. Otro aspecto diferencial fue la imposibilidad de recuperar de forma
reproducible muestras de LBA de pulmones tratados con EPP, probablemente
por los cambios tisulares asociados a la lesion. La carga bacteriana mostro
nimeros consistentemente mayores en pulmon enfisematoso que en pulmén con
funcion normal, si bien estas diferencias no fueron significativas, a diferencia
de lo reportado previamente (Pang et al., 2008), lo que podria relacionarse con
la raza de raton empleada: CD1 vs C57BL/6 (Pang et al., 2008). En todos los
casos, observamos un claro desacoplamiento entre la emision de luminiscencia,
que desaparece a 24 hpi y requirié tiempos de exposicion prolongados, y la carga
bacteriana, detectable hasta 48 hpi. Esta observacion puede estar relacionada
con la dispersion bacteriana en el tejido, quedando por debajo del limite de

deteccion del equipo (Photonlmager Optima), o con la ausencia de replicacion
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bacteriana durante el proceso infeccioso en el modelo empleado, que puede

derivar en un estado metabdlico limitante para la emision de luminiscencia.

Por otra parte, el analisis de parametros pulmonares asociados a la lesion
enfisematosa y la infeccion por H. influenzae se realizado mediante PFV, micro-
CT e histologia a lo largo del tiempo. La infeccion indujo un descenso de la
complianza y un aumento de la resistencia y elastancia, independientemente del
estado fisioldgico del pulmon. Estos resultados son compatibles con un proceso
inflamatorio, que compromete la expansion pulmonar y aumenta la resistencia al
paso del aire, disminuyendo la capacidad pulmonar. Observamos un aumento de
la opacidad pulmonar en las imagenes de micro-CT, compatible con un proceso
neumodnico. Asimismo, observamos cierto desacoplamiento temporal entre
carga bacteriana, mayor a 24 hpi, y proceso inflamatorio, mas acusado a 48 hpi.
La recuperacion pulmonar tras la infeccidon en animales con funcion pulmonar
normal ocurrié a 1 spi, mientras que se retraso hasta las 2-3 spi en animales
con pulmoén enfisematoso, lo que podria relacionarse con una alteracion de las
defensas pulmonares y respuesta inflamatoria aberrante como consecuencia de
la lesion pulmonar. Respecto al analisis histologico de poblaciones celulares,
el pulmon enfisematoso presentd mayor nimero de macréfagos alveolares,
como ha sido descrito en el pulmon EPOC (Barnes, 2014; Barnes et al., 2015;
Barnes, 2016), confirmando el desarrollo de inflamaciéon pulmonar asociada a
la actividad enzimatica de la EPP. La infeccion por H. influenzae favorecio el
reclutamiento de macrofagos alveolares y PMN, independientemente del estado
fisiologico pulmonar, como ha sido descrito previamente (Rodriguez-Arce et al.,
2017), y la infeccion por HiNT estimul6 la expresion de tnf-a y ke, coincidiendo
con (Ganesan et al., 2014), con niveles comparables en el pulmén sano y el

pulmon enfisematoso.

El elevado nimero de macréfagos alveolares en el pulméon EPOC, se
relaciona con un incremento de MMP-12, que contribuye directamente a la
generacion de enfisema (Belvisi & Bottomley, 2003; Hendrix & Kheradmand,
2017). Comparible con estas observaciones, nuestros resultados muestran un

incremento en la expresion de mmp-12 en animales no infectados tratados con

195



Discusion

EPP respecto a los animales instilados con solucion vehiculo; sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas. Ademas, en estadios iniciales de neumonias
de origen bacteriano, particularmente por S. pneumoniae, la sobreexpresion de
mmp-2'y mmp-9, se relaciona con la estimulacion de gradientes quimiotacticos
sobre células inflamatorias, lo que favorece la eliminacion de la infeccion
(Park et al., 2015). Sin embargo, la infeccién pulmonar por HiNT (24 y 48
hpi) generd un descenso en la expresion de los genes mmp-2 'y mmp-12. A 1
spi, los niveles de¢ MMP-2 de animales E/Hi+ se mantuvieron por debajo de
los niveles de E/Hi-, lo que podria comprometer la eliminacion de la infeccion
pulmonar por HiNT. Debido al papel conjunto de MMP-2 y MMP-9 en la
eliminacion de la infeccion bacteriana (Park et al., 2015), la monitorizacion de
la expresion de mmp-9 sera considerada en futuros estudios, hipotetizando que
HiNT puede modular la expresion de estas metaloproteasas como mecanismo
de evasion de la respuesta inmune pulmonar. Por otra parte, los macréfagos
alveolares del pulmén EPOC presentan defectos en la fagocitosis de patdgenos
respiratorios como S. pneumoniae y HINT (Bewley et al., 2018), lo que pueden
aumentar la frecuencia de exacerbaciones y el aislamiento de bacterias en las
vias respiratorias bajas. Esta deficiencia se ha relacionado con una disminucion
de la expresion de genes implicados en opsonofagocitosis que incluyen, entre
otros, genes regulados por Nrf2 (Bewley et al., 2018; Reddy et al., 2009).
Nuestros resultados muestran un descenso en la expresion de nrf2 en pulmon
enfisematoso infectado por HiNT, sin recuperacion a 1 spi, lo que podria
favorecer la persistencia de HiNT en las vias aéreas. El efecto de la infeccion por
este patogeno en los genes del regulon Nrf2 sera evaluado en futuros estudios.
Finalmente, el descenso de la expresion de sirt-1 se relaciona con una menor
autofagia durante la infeccion por S. typhimurium (Ganesan et al., 2017), y con
una mayor respuesta inflamatoria por activacion de NFkB durante la infeccion
por P. aeruginosa (Liu et al., 2017). En este trabajo, la infeccion por HINT en
el pulmoén enfisematoso redujo la expresion de sirt-1, lo que podria modular la

infeccion bacteriana y la inflamacion pulmonar.

Un aspecto destacable del trabajo realizado en el Capitulo 3 es la evolucion
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del modelo de infeccion aguda de pulmédn enfisematoso hacia un modelo de
exacerbador recurrente. Elegimos el tiempo 1 spi para realizar la segunda
infeccion pulmonar por HiNT porque en este momento ambos modelos
pulmonares (funciéon normal y enfisema) presentaron caracteristicas distintas
en cuanto a su recuperacion tras la primera infeccion (ver Figura 38). En
este caso, la carga bacteriana fue mayor y se mantuvo por mas tiempo en el
pulmoén con enfisema que con funcion pulmonar normal. Las PFV y micro-
CT mostraron el mismo patréon de alteraciones que tras la primera infeccion,
si bien la recuperacion pulmonar se retras6 en animales con funciéon pulmonar
normal a 9 spi 'y, en animales con enfisema a 12 spi. Estos resultados sugieren un
efecto sinérgico de lesion pulmonar y reinfeccion, y constituyen una evidencia
experimental de la hipotesis del circulo vicioso (ver Figura 4) (Mammen &
Sethi, 2016; Sze et al., 2012).

Existen evidencias de escrutinios genéticos para identificar factores de
virulencia de HiNT in vivo en modelos de bacteriemia, otitis media y neumonia
en pulmoén sano (Gawronski et al., 2009; Herbert et al., 2002; Mason et al.,
2003; Wong et al., 2013). Nuestro interés en la interaccion HINT-pulmén EPOC
nos llevo a realizar un escrutinio in vivo en el modelo de enfisema pulmonar
caracterizado. En este caso, realizamos una infeccion intranasal para considerar
el efecto de los mecanismos defensivos de las vias aéreas altas en el escrutinio. Un
estudio previo presentando el escrutinio de una genoteca de mutantes generados
por Tn en un modelo de coinfeccion pulmonar por HiNT y virus Influenza A,
fue utilizado para la validacion parcial de nuestros resultados, obteniendo una
coincidencia del ~82.4% de genes esenciales para el crecimiento de RAKW20 in
vitro (no detectados en input); y del ~90% de genes no identificados en material
recuperado (output) tras infeccion de animales con funcion pulmonar normal a
24 hpi (Wong et al., 2013). Teniendo en cuenta las diferencias entre el tamafio
inicial de la genoteca (30.000, este estudio vs 75.000, (Wong et al., 2013)) y/o la
especie de raton empleada (CD1, este estudio vs C57BL6, (Wong et al., 2013)),

los datos obtenidos mediante esta técnica podrian considerarse robustos.

En este trabajo, identificamos 15 genes bacterianos implicados en la
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infeccion del pulmon con funcién normal, frente a 6 en la infeccion del pulmoén
enfisematoso, lo que podria estar relacionado con la adaptacion de HiNT al
pulmén EPOC (De Chiara et al., 2014; Moleres et al., 2018; Pettigrew et al.,
2018). Respecto a los genes implicados en metabolismo, identificamos 6 en
la infeccion de pulmoén con funcion normal (gidA, thrB, cysE, atpG, pgpA 'y
moaD) frente a 1 (napD) en pulmoén enfisematoso. En relacion con la respuesta
a estrés, encontramos 2 genes en la infeccion de pulmén con funcion normal
(reld y sspA) frente a 1 (grpE) en pulmodn enfisematoso. Estas observaciones
podrian relacionarse con la adaptacion diferencial del patdgeno a la limitacion
de nutrientes y/o fuentes de estrés presentes en ambos nichos pulmonares. No
se identificaron genes implicados en division celular, quiza porque HiNT es
un patégeno humano (Agrawal & Murphy, 2011) y el modelo murino presenta
limitaciones intrinsecas. Las serina-proteasas HtrA/DegP son secretadas por
los patogenos gastrointestinales humanos H. pylori y C. jejuni, y escinden la
proteina de adhesion celular E-cadherina de las adherencias intercelulares como
parte del proceso infeccioso (Abfalter et al., 2016). El pulmén EPOC presenta
niveles de E-cadherina menores a los observados en el pulmoén de individuos
sanos y de fumadores no sintomaticos (Xu et al., 2017), y la infeccion por
HiNT disminuye los niveles de E-cadherina in vitro, modificando la integridad
de la barrera epitelial (Kauthold et al., 2017). Ambas observaciones pueden
contribuir a la identificacion de DegS (38% y 40% de identidad con DegS/HtrA
de H. pylori y C. jejuni, respectivamente), como factor de virulencia de HiNT.
Por otro lado, el dafio tisular de las vias aéreas EPOC facilita la exposicion
de las proteinas de ECM a patdgenos que interaccionan con ellas, como es
el caso de HiNT (Barthel et al., 2012; Euba et al., 2015c; Fink et al., 2002;
Hallstrom et al., 2006; Hallstrom et al., 2011; Kenjale et al., 2009; Sinha et
al., 2012; St Geme, 2002; Su et al., 2016). En este contexto, la lipoproteina E
(P4) de HiNT, que interacciona con laminina (Su et al., 2016), fue identificada
como gen necesario para la colonizacion del pulmon enfisematoso pero no del
pulmon sano, probablemente relacionado con la exposicion de los elementos de
la matriz celular como consecuencia de la actividad enzimatica de la elastasa;

situacion similar podria considerarse para la lipoproteina B, codificada por el
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gen [ppB, identificada como factor de virulencia en la infeccién de pulmoén con
enfisema. El papel de ambas proteinas de superficie bacteriana en la interaccion
con los elementos de la ECM sera elucidado en trabajos futuros. La validacion
de los genes identificados en este trabajo como posibles factores de virulencia
de HiNT en el pulmoén enfisematoso, sera realizada mediante la generacion de
cepas mutantes individuales y su fenotipado in vitro e in vivo. Dicha validacion
sera el primer paso para la explotacion de nuevas dianas terapéuticas en el

desarrollo de antimicrobianos frente a la infeccion pulmonar por HiNT.

Porultimo, y debido al elevado nimero de animales utilizados en este estudio,
cabe mencionar la consideracion y aplicacion del criterio de las tres erres de
experimentacion animal (Reemplazo, Reduccion, Refinamiento). Estableciendo
el criterio de reduccion, cada grupo animal fue utilizado para multiples fines:
de los animales utilizados para cuantificacion de carga bacteriana pulmonar, se
extrajeron muestras para determinacion de acidos grasos del pulmon, extraccion
de ARN vy andlisis de lesiones histopatologicas. Por otro lado, los grupos de
animales empleados para determinacién de luminiscencia bacteriana fueron
utilizados para la determinaciéon de parametros pulmonares mediante PFV y
micro-CT, alo largo del tiempo. Ademas, considerando el criterio de refinamiento
y la limitada informacion ofrecida por la luminiscencia bacteriana pulmonar en
el modelo de infeccion de pulmon enfisematoso, esta determinacion se excluyo
del modelo de reinfeccion pulmonar, minimizando el niimero de procedimientos
en que los animales fueron anestesiados. La aplicacion del criterio de reemplazo
absoluto (ausencia de animales) y relativo (sustitucion por animales con menor
percepcidn de dolor, como invertebrados), no procedio en este trabajo, puesto
que la informacion ofrecida por el modelo de infeccion pulmonar murino no es
sustituible por modelos computacionales ni especies animales no vertebradas.
Sin embargo, cabe mencionar que para la implementacion de este estudio se han
considerado gran cantidad de factores (cepa bacteriana, tipo de indculo, via de
administracion, tiempos de sacrificio), que no deberan reevaluarse en estudios

futuros.
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Conclusiones

1. Los sistemas de captacion de Fe-hemina de H. influenzae HxuCBA,
SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE estan implicados en la infeccion por este
patégeno oportunista, evaluada mediante el uso de sistemas modelo de infeccion

respiratoria in vivo € in vitro.

2. La expresion de los genes hxud, sapA, hbpA, hpe y hitB es un proceso
coordinado, que puede ademas estar regulado por la disponibilidad de hemina
en el medio extracelular. HbpA parece desempefiar un papel prominente en la

coordinacion de este proceso.

3. HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE son sistemas implicados
en la union de hemina por H. influenzae, asi como en la donacion de esta fuente
de Fe a otras células bacterianas de la misma especie. La union de hemina a
través de estos sistemas contribuye ademas a la infeccion del epitelio respiratorio

por H. influenzae.

4. HxuCBA, SapABCDFZ, HbpA-DppBCDF y PE son sistemas de
captacion de Fe-hemina multifuncionales cuya participacion diferencial en
procesos de union a- y donacion de hemina entre bacterias, resistencia a péptidos
antimicrobianos, prevencion de toxicidad e importe de glutation contribuye de

manera no redundante a la infeccion respiratoria por HiNT.

5. La inactivacion del gen thyA4, que codifica la timidilato sintetasa ThyA,
provoca auxotrofia a timidina en H. influenzae, lo que limita el crecimiento
bacteriano en medios con concentraciones bajas de timidina y aumenta la

resistencia al antibiotico cotrimoxazol.

6. La inactivacion del gen thyd en H. influenzae genera defectos en la
morfologia y el crecimiento bacterianos, que pueden ser restaurados por la

adicion de timidina exo6gena en el medio.

7. La inactivacion del gen thy4 disminuye los niveles de fosforilcolina en
la superficie de H. influenzae, asi como la capacidad de este patdogeno para unir
factor C3b del sistema de complemento, e infectar epitelio respiratorio humano
en cultivo. Estas deficiencias pueden ser restauradas, parcial o totalmente,

mediante el crecimiento bacteriano en presencia de timidina exogena.
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8. La inactivacién del gen thyA atenua la virulencia de H. influenzae, si bien
también disminuye la eficacia del tratamiento antibidtico con cotrimoxazol in

Vivo.

9. La cepa H. influenzae Xen21 presenta dindmicas de crecimiento in vitro
e infeccion respiratoria in vivo comparables a las de su cepa de referencia H.
influenzae RAKW20. El empleo de H. influenzae Xen21, tras su crecimiento en
fase exponencial y administracion intratraqueal murina, ofrece una herramienta
interesante para monitorizar la dinamica de la infeccion pulmonar por este

patogeno in vivo.

10. La instilacion intratraqueal de elastasa pancreatica porcina induce lesiones
compatibles con el desarrollo de un enfisema pulmonar en ratones CD1, tal y
como se observa mediante pruebas de funcion ventilatoria, microtomografia

computerizada e histologia pulmonar.

11. La induccioén de lesion enfisematosa retrasa la recuperacion pulmonar tras
la infeccion murina por H. influenzae. La exacerbacion recurrente de etiologia
infecciosa tiene efectos mas acusados en el pulmén enfisematoso que en el
pulmoén con funcidén normal, respecto a la carga bacteriana y tiempo necesario

para su recuperacion fisiologica tras la infeccion.

12. El escrutinio de factores de virulencia de H. influenzae mediante infeccion
pulmonar murina con una genoteca de mutantes generados por transposicion e
identificacion de eventos de transposicion mediante Tn-seq, reveld un panel de
genes bacterianos necesarios para la infeccion pulmonar implicados, entre otros,

en metabolismo y respuesta a estrés.

203



upna

Universidad Pablica de Navarra
Nafarroako Unibert ublikoa




upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa



Referencias

Aarbiou, J., Verhoosel, R. M., Van Wetering, S., De Boer, W. ., Van Krieken, J. H., Litvinov, S. V.,
Rabe, K. F. & Hiemstra, P. S. (2004). Neutrophil defensins enhance lung epithelial wound closure
and mucin gene expression in vitro. Am J Respir Cell Mol Biol, 30 (2): 193-201. doi: 10.1165/
remb.2002-02670C.

Abdel-Rahman, E. M., Ismael, N. A. & Dixon, R. A. (2000). Antibiotic resistance and prevalence
of beta-lactamase in Haemophilus influenzae isolates-a surveillance study of patients with respira-
tory infection in Saudi Arabia. Diagn Microbiol Infect Dis, 36 (3): 203-8.

Abfalter, C. M., Schubert, M., Gotz, C., Schmidt, T. P., Posselt, G. & Wessler, S. (2016). HtrA-me-
diated E-cadherin cleavage is limited to DegP and DegQ homologs expressed by Gram-negative
pathogens. Cell Commun Signal, 14 (1): 30. doi: 10.1186/s12964-016-0153-y.

Adhikari, P., Kirby, S. D., Nowalk, A. J., Veraldi, K. L., Schryvers, A. B. & Mietzner, T. A. (1995).
Biochemical characterization of a Haemophilus influenzae periplasmic iron transport operon. J
Biol Chem, 270 (42): 25142-9.

Agarwal, A. R., Zhao, L., Sancheti, H., Sundar, 1. K., Rahman, I. & Cadenas, E. (2012). Short-
term cigarette smoke exposure induces reversible changes in energy metabolism and cellular re-
dox status independent of inflammatory responses in mouse lungs. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol, 303 (10): L889-98. doi: 10.1152/ajplung.00219.2012.

Agarwal, A. R., Yin, F. & Cadenas, E. (2014). Short-term cigarette smoke exposure leads to meta-
bolic alterations in lung alveolar cells. Am J Respir Cell Mol Biol, 51 (2): 284-93. doi: 10.1165/
remb.2013-05230C.

Agrawal, A. & Murphy, T. F. (2011). Haemophilus influenzae infections in the H. influenzae type
b conjugate vaccine era. J Clin Microbiol, 49 (11): 3728-32. doi: 10.1128/JCM.05476-11.

Ahearn, C. P., Gallo, M. C. & Murphy, T. F. (2017). Insights on persistent airway infection by
non-typeable Haemophilus influenzae in chronic obstructive pulmonary disease. Pathog Dis, 75
(4). doi: 10.1093/femspd/ftx042.

Ahmad, S., Ahmad, M., Khan, S., Ahmad, F., Nawaz, S. & Khan, F. U. (2017). An overview on
phase variation, mechanisms and roles in bacterial adaptation. J Pak Med Assoc, 67 (2): 285-291.

Ahmad, T., Sundar, I. K., Lerner, C. A., Gerloff, J., Tormos, A. M., Yao, H. & Rahman, 1. (2015).
Impaired mitophagy leads to cigarette smoke stress-induced cellular senescence: implications for
chronic obstructive pulmonary disease. FASEB J, 29 (7): 2912-29. doi: 10.1096/1].14-268276.

Ahren, 1. L., Janson, H., Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2001a). Protein D expression promotes
the adherence and internalization of non-typeable Haemophilus influenzae into human monocytic
cells. Microb Pathog, 31 (3): 151-8. doi: 10.1006/mpat.2001.0456.

Ahren, I. L., Williams, D. L., Rice, P. J., Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2001b). The importance of
a beta-glucan receptor in the nonopsonic entry of nontypeable Haemophilus influenzae into hu-

man monocytic and epithelial cells. J Infect Dis, 184 (2): 150-8. doi: 10.1086/322016.

Akerley, B. J. & Lampe, D. J. (2002). Analysis of gene function in bacterial pathogens by GAM-

206

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

BIT. Methods Enzymol, 358: 100-8.

Akerley, B. J., Rubin, E. J., Novick, V. L., Amaya, K., Judson, N. & Mekalanos, J. J. (2002). A
genome-scale analysis for identification of genes required for growth or survival of Haemophilus
influenzae. Proc Natl Acad Sci U S A, 99 (2): 966-71. doi: 10.1073/pnas.012602299.

Al Jubair, T., Singh, B., Fleury, C., Blom, A. M., Morgelin, M., Thunnissen, M. M. & Riesbeck,
K. (2014). Haemophilus influenzae stores and distributes hemin by using protein E. Int J Med
Microbiol, 304 (5-6): 662-8. doi: 10.1016/j.ijmm.2014.04.015.

Albert, R. K., Connett, J., Bailey, W. C., Casaburi, R., Cooper, J. A., Jr., Criner, G. J., Curtis, J.
L., Dransfield, M. T., Han, M. K., Lazarus, S. C., et al. (2011). Azithromycin for prevention of
exacerbations of COPD. N Engl J Med, 365 (8): 689-98. doi: 10.1056/NEJMoal104623.

Alcorn, J. F. & Wright, J. R. (2004). Degradation of pulmonary surfactant protein D by Pseudo-
monas aeruginosa elastase abrogates innate immune function. J Biol Chem, 279 (29): 30871-9.
doi: 10.1074/jbc.M400796200.

Ali, M. K., Kim, R. Y., Karim, R., Mayall, J. R., Martin, K. L., Shahandeh, A., Abbasian, F.,
Starkey, M. R., Loustaud-Ratti, V., Johnstone, D., et al. (2017). Role of iron in the pathogenesis
of respiratory disease. /nt J Biochem Cell Biol, 88: 181-195. doi: 10.1016/j.biocel.2017.05.003.

Allen, S., Zaleski, A., Johnston, J. W., Gibson, B. W. & Apicella, M. A. (2005). Novel sialic
acid transporter of Haemophilus influenzae. Infect Immun, 73 (9): 5291-300. doi: 10.1128/
1AI.73.9.5291-5300.2005.

Amatngalim, G. D., van Wijck, Y., de Mooij-Eijk, Y., Verhoosel, R. M., Harder, J., Lekkerkerker,
A. N, Janssen, R. A. & Hiemstra, P. S. (2015). Basal cells contribute to innate immunity of the
airway epithelium through production of the antimicrobial protein RNase 7. J Immunol, 194 (7):
3340-50. doi: 10.4049/jimmunol.1402169.

Anderson, D. S., Adhikari, P., Nowalk, A. J., Chen, C. Y. & Mietzner, T. A. (2004). The hFbpABC
transporter from Haemophilus influenzae functions as a binding-protein-dependent ABC trans-
porter with high specificity and affinity for ferric iron. J Bacteriol, 186 (18): 6220-9. doi: 10.1128/
JB.186.18.6220-6229.2004.

Anderson, D. S., Adhikari, P., Weaver, K. D., Crumbliss, A. L. & Mietzner, T. A. (2007). The
Haemophilus influenzae hFopABC Fe3+ transporter: analysis of the membrane permease and
development of a gallium-based screen for mutants. J Bacteriol, 189 (14): 5130-41. doi: 10.1128/
JB.00145-07.

Anderson, S. W., Stapp, J. R., Burns, J. L., Qin, X. (2007). Characterization of small-colony-
variant Stenotrophomonas maltophilia isolated from the sputum specimens of five patients with
cystic fibrosis. J Clin Microbiol, 45 (2): 529-35. doi: 10.1128/JCM.01444-06.

Anto, R. J., Mukhopadhyay, A., Shishodia, S., Gairola, C. G. & Aggarwal, B. B. (2002). Cigarette
smoke condensate activates nuclear transcription factor-kappaB through phosphorylation and
degradation of IkappaB(alpha): correlation with induction of cyclooxygenase-2. Carcinogenesis,
23 (9): 1511-8.

207



Referencias

Antunes, M. A. & Rocco, P. R. (2011). Elastase-induced pulmonary emphysema: insights from
experimental models. An Acad Bras Cienc, 83 (4): 1385-96.

Anzaldi, L. L. & Skaar, E. P. (2010). Overcoming the heme paradox: heme toxicity and tolerance
in bacterial pathogens. Infect Immun, 78 (12): 4977-89. doi: 10.1128/IA1.00613-10.

Anzueto, A. (2010). Impact of exacerbations on COPD. Eur Respir Rev, 19 (116): 113-8. doi:
10.1183/09059180.00002610.

Arguedas, A., Sierra, H., Soley, C., Guevara, S. & Brilla, E. (2005). Activity of trimethoprim-
sulfamethoxazole against middle ear fluid pathogens obtained from Costa Rican children with
otitis media. Pediatr Infect Dis J, 24 (9): 839-41.

Artaechevarria, X., Blanco, D., Perez-Martin, D., de Biurrun, G., Montuenga, L. M., de Torres, J.
P., Zulueta, J. J., Bastarrika, G., Munoz-Barrutia, A. & Ortiz-de-Solorzano, C. (2010). Longitu-
dinal study of a mouse model of chronic pulmonary inflammation using breath hold gated micro-
CT. Eur Radiol, 20 (11): 2600-8. doi: 10.1007/s00330-010-1853-0.

Artaechevarria, X., Blanco, D., de Biurrun, G., Ceresa, M., Perez-Martin, D., Bastarrika, G., de
Torres, J. P., Zulueta, J. J., Montuenga, L. M., Ortiz-de-Solorzano, C., et al. (2011). Evaluation of
micro-CT for emphysema assessment in mice: comparison with non-radiological techniques. Eur
Radiol, 21 (5): 954-62. doi: 10.1007/s00330-010-1982-5.

Atkinson, R. W., Samoli, E., Analitis, A., Fuller, G. W., Green, D. C., Anderson, H. R., Purdie, E.,
Dunster, C., Aitlhadj, L., Kelly, F. J., et al. (2016). Short-term associations between particle oxida-
tive potential and daily mortality and hospital admissions in London. Int J Hyg Environ Health,
219 (6): 566-72. doi: 10.1016/j.ijheh.2016.06.004.

Attridge, S. R. (1995). Thymine auxotrophy as an attenuating marker in Vibrio cholerae. Microb
Pathog, 19 (1): 11-8.

Auerbach, O., Forman, J. B., Gere, J. B., Kassouny, D. Y., Muehsam, G. E., Petrick, T. G.,
Smolin, H. J. & Stout, A. P. (1957). Changes in the bronchial epithelium in relation to smok-
ing and cancer of the lung; a report of progress. N Engl J Med, 256 (3): 97-104. doi: 10.1056/
NEJM195701172560301.

Avadhanula, V., Rodriguez, C. A., Ulett, G. C., Bakaletz, L. O. & Adderson, E. E. (2006). Non-
typeable Haemophilus influenzae adheres to intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) on re-
spiratory epithelial cells and upregulates ICAM-1 expression. /nfect Immun, 74 (2): 830-8. doi:
10.1128/TA1.74.2.830-838.2006.

Baarsma, H. A., Bos, S., Meurs, H., Visser, K. H., Smit, M., Schols, A. M., Langen, R. C., Ker-
stjens, H. A. & Gosens, R. (2013). Pharmacological inhibition of GSK-3 in a guinea pig model of
LPS-induced pulmonary inflammation: I. Effects on lung remodeling and pathology. Respir Res,
14: 113. doi: 10.1186/1465-9921-14-113.

Baddal, B., Muzzi, A., Censini, S., Calogero, R. A., Torricelli, G., Guidotti, S., Taddei, A. R.,

Covacci, A., Pizza, M., Rappuoli, R., et al. (2015). Dual RNA-seq of nontypeable Haemophilus
influenzae and host cell transcriptomes reveals novel insights into host-pathogen cross talk. MBio,

208

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

6 (6): e01765-15. doi: 10.1128/mBi0.01765-15.

Bals, R., Wang, X., Zasloff, M. & Wilson, J. M. (1998). The peptide antibiotic LL-37/hCAP-18
is expressed in epithelia of the human lung where it has broad antimicrobial activity at the airway
surface. Proc Natl Acad Sci U S A4, 95 (16): 9541-6.

Bals, R. & Hiemstra, P. S. (2004). Innate immunity in the lung: how epithelial cells fight against
respiratory pathogens. Eur Respir J, 23 (2): 327-33.

Barber, M. F. & Elde, N. C. (2015). Buried treasure: evolutionary perspectives on microbial iron
piracy. Trends Genet, 31 (11): 627-36. doi: 10.1016/j.tig.2015.09.001.

Barberan-Garcia, A., Rodriguez, D. A., Blanco, 1., Gea, J., Torralba, Y., Arbillaga-Etxarri, A.,
Barbera, J. A., Vilaro, J., Roca, J. & Orozco-Levi, M. (2015). Non-anaemic iron deficiency im-
pairs response to pulmonary rehabilitation in COPD. Respirology, 20 (7): 1089-95. doi: 10.1111/
resp.12591.

Barnes, P. J., Shapiro, S. D. & Pauwels, R. A. (2003). Chronic obstructive pulmonary disease:
molecular and cellular mechanisms. Eur Respir J, 22 (4): 672-88.

Barnes, P. J. (2009). The cytokine network in chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir
Cell Mol Biol, 41 (6): 631-8. doi: 10.1165/rcmb.2009-0220TR.

Barnes, P. J. (2014). Cellular and molecular mechanisms of chronic obstructive pulmonary dis-
ease. Clin Chest Med, 35 (1): 71-86. doi: 10.1016/j.ccm.2013.10.004.

Barnes, P. J., Burney, P. G., Silverman, E. K., Celli, B. R., Vestbo, J., Wedzicha, J. A. & Wout-
ers, E. F. (2015). Chronic obstructive pulmonary disease. Nat Rev Dis Primers, 1: 15076. doi:
10.1038/nrdp.2015.76.

Barnes, P. J. (2016). Inflammatory mechanisms in patients with chronic obstructive pulmonary
disease. J Allergy Clin Immunol, 138 (1): 16-27. doi: 10.1016/j.jaci.2016.05.011.

Barrett, E. G., Wilder, J. A., March, T. H., Espindola, T. & Bice, D. E. (2002). Cigarette smoke-
induced airway hyperresponsiveness is not dependent on elevated immunoglobulin and eosino-
philic inflammation in a mouse model of allergic airway disease. Am J Respir Crit Care Med, 165
(10): 1410-8. doi: 10.1164/rccm.2106029.

Barnett, M. L., Lamb, K. A., Costello, K. M. & Pike, M. C. (1993). Characterization of inter-
leukin-8 receptors in human neutrophil membranes: regulation by guanine nucleotides. Biochim
Biophys Acta, 1177 (3): 275-82.

Barthel, D., Singh, B., Riesbeck, K. & Zipfel, P. F. (2012). Haemophilus influenzae uses the sur-
face protein E to acquire human plasminogen and to evade innate immunity. J Immunol, 188 (1):
379-85. doi: 10.4049/jimmunol.1101927.

Baugh, L., Gallagher, L. A., Patrapuvich, R., Clifton, M. C., Gardberg, A. S., Edwards, T. E.,

Armour, B., Begley, D. W., Dieterich, S. H., Dranow, D. M. et al. (2013). Combining functional
and structural genomics to sample the essential Burkholderia structome. PLoS One, 8 (1): €53851.

209



Referencias

doi: 10.1371/journal.pone.0053851.

Beckett, E. L., Stevens, R. L., Jarnicki, A. G., Kim, R. Y., Hanish, 1., Hansbro, N. G., Deane, A.,
Keely, S., Horvat, J. C., Yang, M., et al. (2013). A new short-term mouse model of chronic ob-

structive pulmonary disease identifies a role for mast cell tryptase in pathogenesis. J Allergy Clin
Immunol, 131 (3): 752-62. doi: 10.1016/j.jaci.2012.11.053.

Beharka, A. A., Gaynor, C. D., Kang, B. K., Voelker, D. R., McCormack, F. X. & Schlesinger, L.
S. (2002). Pulmonary surfactant protein A up-regulates activity of the mannose receptor, a pattern
recognition receptor expressed on human macrophages. J Immunol, 169 (7): 3565-73.

Belvisi, M. G. & Bottomley, K. M. (2003). The role of matrix metalloproteinases (MMPs) in the
pathophysiology of chronic obstructive pulmonary disease (COPD): a therapeutic role for inhibi-
tors of MMPs? Inflamm Res, 52 (3): 95-100.

Berenson, C. S., Kruzel, R. L., Eberhardt, E., Dolnick, R., Minderman, H., Wallace, P. K. & Sethi,
S. (2014). Impaired innate immune alveolar macrophage response and the predilection for COPD
exacerbations. Thorax, 69 (9): 811-8. doi: 10.1136/thoraxjnl-2013-203669.

Berenson, C. S., Kruzel, R. L., Wrona, C. T., Mammen, M. J. & Sethi, S. (2015). Impaired innate
COPD alveolar macrophage responses and Toll-Like receptor-9 polymorphisms. PLoS One, 10
(9): €0134209. doi: 10.1371/journal.pone.0134209.

Bernhard, W., Hoffmann, S., Dombrowsky, H., Rau, G. A., Kamlage, A., Kappler, M., Haitsma, J.
J., Freihorst, J., von der Hardt, H. & Poets, C. F. (2001a). Phosphatidylcholine molecular species
in lung surfactant: composition in relation to respiratory rate and lung development. Am J Respir
Cell Mol Biol, 25 (6): 725-31. doi: 10.1165/ajrcmb.25.6.4616.

Bernhard, W., Postle, A. D., Rau, G. A. & Freihorst, J. (2001b). Pulmonary and gastric surfactants.
A comparison of the effect of surface requirements on function and phospholipid composition.
Comp Biochem Physiol A Mol Integr Physiol, 129 (1): 173-82.

Bernhard, W. (2016). Lung surfactant: Function and composition in the context of development
and respiratory physiology. Ann Anat, 208: 146-150. doi: 10.1016/j.aanat.2016.08.003.

Bewley, M. A., Budd, R. C., Ryan, E., Cole, J., Collini, P., Marshall, J., Kolsum, U., Beech, G.,
Emes, R. D., Tcherniaeva, 1., et al. (2018). Opsonic phagocytosis in chronic obstructive pulmonary
disease is enhanced by Nrf2 agonists. Am J Respir Crit Care Med. doi: 10.1164/rccm.201705-
09030C.

Biancardi, E., Fennell, M., Rawlinson, W. & Thomas, P. S. (2016). Viruses are frequently present
as the infecting agent in acute exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease in patients
presenting to hospital. Intern Med J, 46 (10): 1160-1165. doi: 10.1111/imj.13213.

Bingle, L., Tetley, T. D. & Bingle, C. D. (2001). Cytokine-mediated induction of the human elafin
gene in pulmonary epithelial cells is regulated by nuclear factor-kappaB. Am J Respir Cell Mol
Biol, 25 (1): 84-91. doi: 10.1165/ajrcmb.25.1.4341.

Blanco, O. & Perez-Gil, J. (2007). Biochemical and pharmacological differences between prepa-

210

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

rations of exogenous natural surfactant used to treat Respiratory Distress Syndrome: role of the
different components in an efficient pulmonary surfactant. Eur J Pharmacol, 568 (1-3): 1-15. doi:
10.1016/j.ejphar.2007.04.035.

Bolger, M. S., Ross, D. S., Jiang, H., Frank, M. M., Ghio, A. J., Schwartz, D. A. & Wright, J. R.
(2007). Complement levels and activity in the normal and LPS-injured lung. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol, 292 (3): L748-59. doi: 10.1152/ajplung.00127.2006.

Boutou, A. K., Karrar, S., Hopkinson, N. S. & Polkey, M. L. (2013). Anemia and survival in chron-
ic obstructive pulmonary disease: a dichotomous rather than a continuous predictor. Respiration,
85 (2): 126-31. doi: 10.1159/000338792.

Bracke, K. R., D’Hulst A, 1., Maes, T., Demedts, 1. K., Moerloose, K. B., Kuziel, W. A., Joos, G.
F. & Brusselle, G. G. (2007). Cigarette smoke-induced pulmonary inflammation, but not airway
remodelling, is attenuated in chemokine receptor 5-deficient mice. Clin Exp Allergy, 37 (10):
1467-79. doi: 10.1111/j.1365-2222.2007.02808 .x.

Brandtzaeg, P. (1992). Humoral immune response patterns of human mucosae: induction and rela-
tion to bacterial respiratory tract infections. J Infect Dis, 165 Suppl 1: S167-76.

Brashier, B. B. & Kodgule, R. (2012). Risk factors and pathophysiology of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). J Assoc Physicians India, 60 Suppl: 17-21.

Brass, D. M., Hollingsworth, J. W., Cinque, M., Li, Z., Potts, E., Toloza, E., Foster, W. M. &
Schwartz, D. A. (2008). Chronic LPS inhalation causes emphysema-like changes in mouse lung
that are associated with apoptosis. Am J Respir Cell Mol Biol, 39 (5): 584-90. doi: 10.1165/
remb.2007-04480C.

Brogden, K. A. (2005). Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in bacteria?
Nat Rev Microbiol, 3 (3): 238-50. doi: 10.1038/nrmicro1098.

Burgel, P. R. & Nadel, J. A. (2004). Roles of epidermal growth factor receptor activation in epithe-
lial cell repair and mucin production in airway epithelium. Thorax, 59 (11): 992-6. doi: 10.1136/
thx.2003.018879.

Burrows, B., Knudson, R. J., Cline, M. G. & Lebowitz, M. D. (1977). Quantitative relationships
between cigarette smoking and ventilatory function. Am Rev Respir Dis, 115 (2): 195-205. doi:
10.1164/arrd.1977.115.2.195.

Calverley, P. M., Anderson, J. A., Celli, B., Ferguson, G. T., Jenkins, C., Jones, P. W., Yates, J. C.,
Vestbo, J. & investigators, T. (2007). Salmeterol and fluticasone propionate and survival in chron-
ic obstructive pulmonary disease. N Engl J Med, 356 (8): 775-89. doi: 10.1056/NEJM0a063070.

Calverley, P. M., Rabe, K. F., Goehring, U. M., Kristiansen, S., Fabbri, L. M., Martinez, F. J., M
& groups, M. s. (2009). Roflumilast in symptomatic chronic obstructive pulmonary disease: two

randomised clinical trials. Lancet, 374 (9691): 685-94. doi: 10.1016/S0140-6736(09)61255-1.

Campos, J., Aracil, B., Roman, F. & Perez-Vazquez, M. (2003). Molecular epidemiology of
Haemophilus influenzae type b isolated from children with clinical cases of conjugate vaccine

211



Referencias

failures. J Clin Microbiol, 41 (8): 3915-8.

Campos, J., Roman, F., Perez-Vazquez, M., Oteo, J., Aracil, B. & Cercenado, E. Infections due to
Haemophilus influenzae serotype E: microbiological, clinical, and epidemiological features. Clin
Infect Dis, 37 (6): 841-5. doi: 10.1086/377232.

Cantin, A. M., North, S. L., Hubbard, R. C. & Crystal, R. G. (1987). Normal alveolar epithelial
lining fluid contains high levels of glutathione. J App! Physiol (1985), 63 (1): 152-7. doi: 10.1152/
jappl.1987.63.1.152.

Caramori, G., Romagnoli, M., Casolari, P., Bellettato, C., Casoni, G., Boschetto, P., Chung, K.
F., Barnes, P. J., Adcock, I. M., Ciaccia, A., et al. (2003). Nuclear localisation of p65 in sputum
macrophages but not in sputum neutrophils during COPD exacerbations. Thorax, 58 (4): 348-51.

Carpenter, B. M., Whitmire, J. M. & Merrell, D. S. (2009). This is not your mother’s repressor: the
complex role of fur in pathogenesis. Infect Immun, 77 (7): 2590-601. doi: 10.1128/IA1.00116-09.

Carruthers, M. D., Tracy, E. N., Dickson, A. C., Ganser, K. B., Munson, R. S., Jr. & Bakaletz,
L. O. (2012). Biological roles of nontypeable Haemophilus influenzae type IV pilus proteins en-
coded by the pil and com operons. J Bacteriol, 194 (8): 1927-33. doi: 10.1128/J1B.06540-11.

Carver, P. L. (2018). The battle for iron between humans and microbes. Curr Med Chem, 25 (1):
85-96. doi: 10.2174/0929867324666170720110049.

Cassat, J. E. & Skaar, E. P. (2013). Iron in infection and immunity. Cell Host Microbe, 13 (5):
509-19. doi: 10.1016/j.chom.2013.04.010.

Castaldi, P. J., Cho, M. H., San Jose Estepar, R., McDonald, M. L., Laird, N., Beaty, T. H., Washko,
G., Crapo, J. D., Silverman, E. K. & Investigators, C. O. (2014). Genome-wide association identi-
fies regulatory /oci associated with distinct local histogram emphysema patterns. Am J Respir Crit
Care Med, 190 (4): 399-409. doi: 10.1164/rccm.201403-05690C.

Castranova, V., Huffman, L. J., Judy, D. J., Bylander, J. E., Lapp, L. N., Weber, S. L., Blackford,
J. A. & Dey, R. D. (1998). Enhancement of nitric oxide production by pulmonary cells following
silica exposure. Environ Health Perspect, 106 Suppl 5: 1165-9.

Cavarra, E., Bartalesi, B., Lucattelli, M., Fineschi, S., Lunghi, B., Gambelli, F., Ortiz, L. A.,
Martorana, P. A. & Lungarella, G. (2001). Effects of cigarette smoke in mice with different levels
of alpha(1)-proteinase inhibitor and sensitivity to oxidants. 4m J Respir Crit Care Med, 164 (5):
886-90. doi: 10.1164/ajrcem.164.5.2010032.

Celli, B. R., Cote, C. G., Marin, J. M., Casanova, C., Montes de Oca, M., Mendez, R. A., Pinto
Plata, V. & Cabral, H. J. (2004). The body-mass index, airflow obstruction, dyspnea, and exercise
capacity index in chronic obstructive pulmonary disease. N Engl J Med, 350 (10): 1005-12. doi:
10.1056/NEJMo0a021322.

Cersini, A., Salvia, A. M. & Bernardini, M. L. (1998). Intracellular multiplication and virulence
of Shigella flexneri auxotrophic mutants. Infect Immun, 66 (2): 549-57.

212

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Chappell, S. L., Daly, L., Lotya, J., Alsaegh, A., Guetta-Baranes, T., Roca, J., Rabinovich, R.,
Morgan, K., Millar, A. B., Donnelly, S. C., et al. (2011). The role of IREB2 and transforming
growth factor beta-1 genetic variants in COPD: a replication case-control study. BMC Med Genet,
12: 24. doi: 10.1186/1471-2350-12-24.

Charlson, E. S., Bittinger, K., Haas, A. R., Fitzgerald, A. S., Frank, I., Yadav, A., Bushman, F.
D. & Collman, R. G. (2011). Topographical continuity of bacterial populations in the healthy
human respiratory tract. Am J Respir Crit Care Med, 184 (8): 957-63. doi: 10.1164/rccm.201104-
06550C.

Chatterjee, 1., Kriegeskorte, A., Fischer, A., Deiwick, S., Theimann, N., Proctor, R. A., Peters, G.,
Herrmann, M. & Kahl, B. C. (2008). /n vivo mutations of thymidylate synthase (encoded by thyA)
are responsible for thymidine dependency in clinical small-colony variants of Staphylococcus
aureus. J Bacteriol, 190 (3): 834-42. doi: 10.1128/jb.00912-07.

Chaudhuri, N. & Sabroe, 1. (2008). Basic science of the innate immune system and the lung. Pae-
diatr Respir Rev, 9 (4): 236-42. doi: 10.1016/j.prrv.2008.03.002.

Chauhan, S., Gupta, M. K., Goyal, A. & Dasgupta, D. J. (1990). Alterations in immunoglobulin
and complement levels in chronic obstructive pulmonary-disease. Indian Journal of Medical Re-
search Section B-Biomedical Research Other Than Infectious Diseases, 92: 241-245.

Chilosi, M., Carloni, A., Rossi, A. & Poletti, V. (2013). Premature lung aging and cellular senes-
cence in the pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis and COPD/emphysema. Trans! Res,
162 (3): 156-73. doi: 10.1016/j.trs1.2013.06.004.

Chilvers, M. A. & O’Callaghan, C. (2000). Local mucociliary defence mechanisms. Paediatr
Respir Rev, 1 (1): 27-34. doi: 10.1053/prrv.2000.0009.

Cho, M. H., Boutaoui, N., Klanderman, B. J., Sylvia, J. S., Ziniti, J. P., Hersh, C. P., DeMeo, D. L.,
Hunninghake, G. M., Litonjua, A. A., Sparrow, D., et al. (2010). Variants in FAM13A are associ-
ated with chronic obstructive pulmonary disease. Nat Genet, 42 (3): 200-2. doi: 10.1038/ng.535.

Cho, M. H., Castaldi, P. J., Wan, E. S., Siedlinski, M., Hersh, C. P., Demeo, D. L., Himes, B. E.,
Sylvia, J. S., Klanderman, B. J., Ziniti, J. P, et al. (2012). A genome-wide association study of
COPD identifies a susceptibility /ocus on chromosome 19q13. Hum Mol Genet, 21 (4): 947-57.
doi: 10.1093/hmg/ddr524.

Cho, M. H., McDonald, M. L., Zhou, X., Mattheisen, M., Castaldi, P. J., Hersh, C. P., Demeo, D.
L., Sylvia, J. S., Ziniti, J., Laird, N. M., et al. (2014). Risk /oci for chronic obstructive pulmonary
disease: a genome-wide association study and meta-analysis. Lancet Respir Med, 2 (3): 214-25.
doi: 10.1016/S2213-2600(14)70002-5.

Choby, J. E. & Skaar, E. P. (2016). Heme synthesis and acquisition in bacterial pathogens. J Mol
Biol, 428 (17): 3408-28. doi: 10.1016/j.jmb.2016.03.018.

Cholon, D. M., Cutter, D., Richardson, S. K., Sethi, S., Murphy, T. F., Look, D. C. & St Geme, J.

W., 3rd. (2008). Serial isolates of persistent Haemophilus influenzae in patients with chronic ob-
structive pulmonary disease express diminishing quantities of the HMW1 and HMW?2 adhesins.

213



Referencias

Infect Immun, 76 (10): 4463-8. doi: 10.1128/IA1.00499-08.

Churg, A., Tai, H., Coulthard, T., Wang, R. & Wright, J. L. (2006). Cigarette smoke drives small
airway remodeling by induction of growth factors in the airway wall. 4m J Respir Crit Care Med,
174 (12): 1327-34. doi: 10.1164/rccm.200605-5850C.

Churg, A., Cosio, M. & Wright, J. L. (2008). Mechanisms of cigarette smoke-induced COPD: in-
sights from animal models. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 294 (4): L612-31. doi: 10.1152/
ajplung.00390.2007.

Clark, H. W., Mackay, R. M., Deadman, M. E., Hood, D. W., Madsen, J., Moxon, E. R., Townsend,
J. P, Reid, K. B. M., Ahmed, A., Shaw, A. J., et al. (2016). Crystal structure of a complex of sur-
factant protein D (SP-D) and Haemophilus influenzae lipopolysaccharide reveals shielding of core
structures in SP-D-resistant Strains. Infect Immun, 84 (5): 1585-1592. doi: 10.1128/IA1.01239-15.

Clark, S. E., Eichelberger, K. R. & Weiser, J. N. (2013). Evasion of killing by human antibody and
complement through multiple variations in the surface oligosaccharide of Haemophilus influen-
zae. Mol Microbiol, 88 (3): 603-18. doi: 10.1111/mmi.12214.

Clementi, C. F. & Murphy, T. F. (2011). Non-typeable Haemophilus influenzae invasion and
persistence in the human respiratory tract. Front Cell Infect Microbiol, 1: 1. doi: 10.3389/
fcimb.2011.00001.

Clementi, C. F., Hakansson, A. P. & Murphy, T. F. (2014). Internalization and trafficking of non-
typeable Haemophilus influenzae in human respiratory epithelial cells and roles of IgA 1 proteases
for optimal invasion and persistence. Infect Immun, 82 (1): 433-44. doi: 10.1128/IA1.00864-13.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial susceptibil-
ity testing: 27th Edition. CLSI M100-S27. Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne,
PA. (2017).

Cloonan, S. M., Mumby, S., Adcock, I. M., Choi, A. M. K., Chung, K. F. & Quinlan, G. J. (2017).
The “Iron”-y of iron overload and iron deficiency in chronic obstructive pulmonary disease. Am J
Respir Crit Care Med, 196 (9): 1103-1112. doi: 10.1164/rccm.201702-0311PP.

Comeche Casanova, L., Echave-Sustaeta, J. M., Garcia Lujan, R., Albarran Lozano, 1., Alonso
Gonzalez, P. & Llorente Alonso, M. J. (2013). Prevalence of anaemia associated with chronic
obstructive pulmonary disease. Study of associated variables. Arch Bronconeumol, 49 (9): 383-7.
doi: 10.1016/j.arbres.2013.04.007.

Cope, L. D., Yogev, R., Muller-Eberhard, U. & Hansen, E. J. (1995). A gene cluster involved in
the utilization of both free heme and heme:hemopexin by Haemophilus influenzae type b. J Bac-
teriol, 177 (10): 2644-53.

Cope, L. D., Thomas, S. E., Hrkal, Z. & Hansen, E. J. (1998). Binding of heme-hemopexin com-
plexes by soluble HxuA protein allows utilization of this complexed heme by Haemophilus influ-

enzae. Infect Immun, 66 (9): 4511-6.

Cope, L. D., Love, R. P,, Guinn, S. E., Gilep, A., Usanov, S., Estabrook, R. W., Hrkal, Z. & Han-

214

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

sen, E. J. (2001). Involvement of HxuC outer membrane protein in utilization of hemoglobin by
Haemophilus influenzae. Infect Immun, 69 (4): 2353-63. doi: 10.1128/1A1.69.4.2353-2363.2001.

Coppe, J. P., Desprez, P. Y., Krtolica, A. & Campisi, J. (2010). The senescence-associated secre-
tory phenotype: the dark side of tumor suppression. Annu Rev Pathol, 5: 99-118. doi: 10.1146/
annurev-pathol-121808-102144.

Corhay, J. L., Vincken, W., Schlesser, M., Bossuyt, P. & Imschoot, J. (2013). Chronic bronchitis
in COPD patients is associated with increased risk of exacerbations: a cross-sectional multicentre
study. /nt J Clin Pract, 67 (12): 1294-301. doi: 10.1111/ijcp.12248.

Corradi, M., Acampa, O., Goldoni, M., Andreoli, R., Milton, D., Sama, S. R., Rosiello, R., de
Palma, G., Apostoli, P. & Mutti, A. (2009). Metallic elements in exhaled breath condensate and
serum of patients with exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease. Metallomics, 1 (4):
339-45. doi: 10.1039/6907635b.

Correa, R. G., Milutinovic, S. & Reed, J. C. (2012). Roles of NOD1 (NLRC1) and NOD2
(NLRC2) in innate immunity and inflammatory diseases. Biosci Rep, 32 (6): 597-608. doi:
10.1042/BSR20120055.

Craig, J. E., Cliffe, A., Garnett, K. & High, N. J. (2001). Survival of nontypeable Haemophilus
influenzae in macrophages. FEMS Microbiol Lett, 203 (1): 55-61.

Cremona, T. P, Tschanz, S. A., von Garnier, C. & Benarafa, C. (2013). Serpin B1 deficiency is
not associated with increased susceptibility to pulmonary emphysema in mice. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol, 305 (12): L981-9. doi: 10.1152/ajplung.00181.2013.

Dharwal, V. & Naura, A. S. (2018). PARP-1 inhibition ameliorates elastase induced lung inflamma-
tion and emphysema in mice. Biochem Pharmacol, 150: 24-34. doi: 10.1016/j.bcp.2018.01.027.

Curstedt, T. & Johansson, J. (2010). Different effects of surfactant proteins B and C - implications
for development of synthetic surfactants. Neonatology, 97 (4): 367-72. doi: 10.1159/000297767.

Das, J., Mokrzan, E., Lakhani, V., Rosas, L., Jurcisek, J. A., Ray, W. C. & Bakaletz, L. O. (2017).
Extracellular DNA and type IV pilus expression regulate the structure and kinetics of biofilm
formation by nontypeable Haemophilus influenzae. MBio, 8 (6). doi: 10.1128/mBi0.01466-17.

Dawid, S., Barenkamp, S. J. & St Geme, J. W., 3rd. (1999). Variation in expression of the Hae-
mophilus influenzae HMW adhesins: a prokaryotic system reminiscent of eukaryotes. Proc Natl
Acad Sci U S A4, 96 (3): 1077-82.

de Astorza, B., Cortes, G., Crespi, C., Saus, C., Rojo, J. M. & Alberti, S. (2004). C3 promotes
clearance of Klebsiella pneumoniae by A549 epithelial cells. Infect Immun, 72 (3): 1767-74.

De Chiara, M., Hood, D., Muzzi, A., Pickard, D. J., Perkins, T., Pizza, M., Dougan, G., Rappuoli,
R., Moxon, E. R., Soriani, M., et al. (2014). Genome sequencing of disease and carriage isolates
of nontypeable Haemophilus influenzae identifies discrete population structure. Proc Natl Acad
Sci US A4, 111 (14): 5439-44. doi: 10.1073/pnas.1403353111.

215



Referencias

de Groot, R., Campos, J., Moseley, S. L. & Smith, A. L. (1988). Molecular cloning and mecha-
nism of trimethoprim resistance in Haemophilus influenzae. Antimicrob Agents Chemother, 32
(4): 477-84.

de Groot, R., Sluijter, M., de Bruyn, A., Campos, J., Goessens, W. H., Smith, A. L. & Hermans, P.
W. (1996). Genetic characterization of trimethoprim resistance in Haemophilus influenzae. Anti-
microb Agents Chemother, 40 (9): 2131-6.

Deadman, M. E., Lundstrom, S. L., Schweda, E. K., Moxon, E. R. & Hood, D. W. (2006). Specific
amino acids of the glycosyltransferase LpsA direct the addition of glucose or galactose to the ter-
minal inner core heptose of Haemophilus influenzae lipopolysaccharide via alternative linkages.
J Biol Chem, 281 (40): 29455-67. doi: 10.1074/jbc.M604908200.

Deadman, M. E., Hermant, P., Engskog, M., Makepeace, K., Moxon, E. R., Schweda, E. K.
& Hood, D. W. (2009). Lex2B, a phase-variable glycosyltransferase, adds either a glucose or
a galactose to Haemophilus influenzae lipopolysaccharide. Infect Immun, 77 (6): 2376-84. doi:
10.1128/TAL.01446-08.

Degousee, N., Ghomashchi, F., Stefanski, E., Singer, A., Smart, B. P., Borregaard, N., Reithmeier,
R., Lindsay, T. F., Lichtenberger, C., Reinisch, W., et al. (2002). Groups IV, V, and X phospholi-
pases A2s in human neutrophils: role in eicosanoid production and gram-negative bacterial phos-
pholipid hydrolysis. J Biol Chem, 277 (7): 5061-73. doi: 10.1074/jbc.M109083200.

Deich, R. A. & Hoyer, L. C. (1982). Generation and release of DNA-binding vesicles by Hae-
mophilus influenzae during induction and loss of competence. J Bacteriol, 152 (2): 855-64.

DeMaria, T. F., Apicella, M. A., Nichols, W. A. & Leake, E. R. (1997). Evaluation of the virulence
of nontypeable Haemophilus influenzae lipooligosaccharide htrB and rfaD mutants in the chin-
chilla model of otitis media. /nfect Immun, 65 (11): 4431-5.

DeMeo, D. L., Mariani, T., Bhattacharya, S., Srisuma, S., Lange, C., Litonjua, A., Bueno, R.,
Pillai, S. G., Lomas, D. A., Sparrow, D., et al. (2009). Integration of genomic and genetic ap-
proaches implicates IREB2 as a COPD susceptibility gene. Am J Hum Genet, 85 (4): 493-502.
doi: 10.1016/j.ajhg.2009.09.004.

Desai, H., Eschberger, K., Wrona, C., Grove, L., Agrawal, A., Grant, B., Yin, J., Parameswaran,
G. L., Murphy, T. & Sethi, S. (2014). Bacterial colonization increases daily symptoms in patients
with chronic obstructive pulmonary disease. Ann Am Thorac Soc, 11 (3): 303-9. doi: 10.1513/
AnnalsATS.201310-3500C.

Deshmukh, H. S., Case, L. M., Wesselkamper, S. C., Borchers, M. T., Martin, L. D., Shertzer, H.
G., Nadel, J. A. & Leikauf, G. D. (2005). Metalloproteinases mediate mucin 5AC expression by
epidermal growth factor receptor activation. Am J Respir Crit Care Med, 171 (4): 305-14. doi:
10.1164/rccm.200408-10030C.

Di Stefano, A., Caramori, G., Oates, T., Capelli, A., Lusuardi, M., Gnemmi, 1., Ioli, F., Chung,

K. F., Donner, C. F., Barnes, P. J., et al. (2002). Increased expression of nuclear factor-kappaB in
bronchial biopsies from smokers and patients with COPD. Eur Respir J, 20 (3): 556-63.

216

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Di Stefano, A., Caramori, G., Gnemmi, ., Contoli, M., Vicari, C., Capelli, A., Magno, F., D’Anna,
S. E., Zanini, A., Brun, P., et al. (2009). T helper type 17-related cytokine expression is increased
in the bronchial mucosa of stable chronic obstructive pulmonary disease patients. Clin Exp Im-
munol, 157 (2): 316-24. doi: 10.1111/j.1365-2249.2009.03965 ..

DiCamillo, S. J., Carreras, 1., Panchenko, M. V., Stone, P. J., Nugent, M. A., Foster, J. A. & Pan-
chenko, M. P. (2002). Elastase-released epidermal growth factor recruits epidermal growth factor
receptor and extracellular signal-regulated kinases to down-regulate tropoelastin mRNA in lung
fibroblasts. J Biol Chem, 277 (21): 18938-46. doi: 10.1074/jbc.M200243200.

DiCamillo, S. J., Yang, S., Panchenko, M. V., Toselli, P. A., Naggar, E. F., Rich, C. B., Stone, P. J.,
Nugent, M. A. & Panchenko, M. P. (2006). Neutrophil elastase-initiated EGFR/MEK/ERK signal-
ing counteracts stabilizing effect of autocrine TGF-beta on tropoelastin mRNA in lung fibroblasts.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 291 (2): L232-43. doi: 10.1152/ajplung.00530.2005.

Dickson, R. P., Erb-Downward, J. R., Freeman, C. M., McCloskey, L., Beck, J. M., Huffnagle,
G. B. & Curtis, J. L. (2015). Spatial variation in the healthy human lung microbiome and the
adapted island model of lung biogeography. Ann Am Thorac Soc, 12 (6): 821-30. doi: 10.1513/
AnnalsATS.201501-0290C.

Dickson, R. P., Ertb-Downward, J. R., Freeman, C. M., McCloskey, L., Falkowski, N. R., Huff-
nagle, G. B. & Curtis, J. L. (2017). Bacterial topography of the healthy human lower respiratory
tract. Mbio, 8 (1). doi: ARTN €02287-1610.1128/mBi0.02287-16.

Doe, C., Bafadhel, M., Siddiqui, S., Desai, D., Mistry, V., Rugman, P., McCormick, M., Woods, J.,
May, R., Sleeman, M. A, etal. (2010). Expression of the T helper 17-associated cytokines IL-17A
and IL-17F in asthma and COPD. Chest, 138 (5): 1140-7. doi: 10.1378/chest.09-3058.

Domenech, M., Pedrero-Vega, E., Prieto, A. & Garcia, E. (2016). Evidence of the presence of
nucleic acids and beta-glucan in the matrix of non-typeable Haemophilus influenzae in vitro bio-
films. Sci Rep, 6: 36424. doi: 10.1038/srep36424.

Donaldson, G. C., Seemungal, T. A., Bhowmik, A. & Wedzicha, J. A. (2002). Relationship be-
tween exacerbation frequency and lung function decline in chronic obstructive pulmonary dis-
ease. Thorax, 57 (10): 847-52.

Drannik, A. G., Pouladi, M. A., Robbins, C. S., Goncharova, S. 1., Kianpour, S. & Stampfli, M. R.
(2004). Impact of cigarette smoke on clearance and inflammation after Pseudomonas aeruginosa
infection. Am J Respir Crit Care Med, 170 (11): 1164-71. doi: 10.1164/rccm.200311-15210C.

Duan, M. C., Tang, H. J., Zhong, X. N. & Huang, Y. (2013). Persistence of Th17/Tc17 cell ex-
pression upon smoking cessation in mice with cigarette smoke-induced emphysema. Clin Dev
Immunol, 2013: 350727. doi: 10.1155/2013/350727.

Dunten, P. & Mowbray, S. L. (1995). Crystal structure of the dipeptide binding protein from
Escherichia coli involved in active transport and chemotaxis. Protein Sci, 4 (11): 2327-34. doi:

10.1002/pro.5560041110.

Duthie, G. G., Arthur, J. R. & James, W. P. (1991). Effects of smoking and vitamin E on blood

217



Referencias

antioxidant status. Am J Clin Nutr, 53 (4 Suppl): 1061S-1063S. doi: 10.1093/ajecn/53.4.10618S.

Eagan, T. M., Damas, J. K., Ueland, T., Voll-Aanerud, M., Mollnes, T. E., Hardie, J. A., Bakke, P.
S. & Aukrust, P. (2010). Neutrophil gelatinase-associated lipocalin: a biomarker in COPD. Chest,
138 (4): 888-95. doi: 10.1378/chest.09-2718.

Ebert, R. V. & Terracio, M. J. (1975). The bronchiolar epithelium in cigarette smokers. Observa-
tions with the scanning electron microscope. Am Rev Respir Dis, 111 (1): 4-11. doi: 10.1164/
arrd.1975.111.1.4.

Eltom, S., Stevenson, C. & Birrell, M. A. (2013). Cigarette smoke exposure as a model of
inflammation associated with COPD. Curr Protoc Pharmacol, Chapter 5: Unit5 64. doi:
10.1002/0471141755.ph0564s60.

Engskog, M. K., Yildirim, H. H., Li, J., Richards, J. C., Deadman, M., Hood, D. W. & Schweda,
E. K. (2009). A dual role for the lex2 locus: identification of galactosyltransferase activity in non-
typeable Haemophilus influenzae strains 1124 and 2019. Carbohydr Res, 344 (5): 632-41. doi:
10.1016/j.carres.2009.01.005.

Engstrom, G., Segelstorm, N., Ekberg-Aronsson, M., Nilsson, P. M., Lindgarde, F. & Lofdahl, C.
G. (2009). Plasma markers of inflammation and incidence of hospitalisations for COPD: results
from a population-based cohort study. Thorax, 64 (3): 211-5. doi: 10.1136/thx.2008.102079.

Enne, V. L., King, A., Livermore, D. M. & Hall, L. M. (2002). Sulfonamide resistance in Hae-
mophilus influenzae mediated by acquisition of su/2 or a short insertion in chromosomal folP.
Antimicrob Agents Chemother, 46 (6): 1934-9.

Ercoli, G., Tani, C., Pezzicoli, A., Vacca, 1., Martinelli, M., Pecetta, S., Petracca, R., Rappuoli,
R., Pizza, M., Norais, N, et al. (2015). LytM proteins play a crucial role in cell separation, outer
membrane composition, and pathogenesis in nontypeable Haemophilus influenzae. MBio, 6 (2):
€02575. doi: 10.1128/mBi0.02575-14.

Ergan, B. & Ergun, R. (2016). Impact of anemia on short-term survival in severe COPD exac-
erbations: a cohort study. /nt J Chron Obstruct Pulmon Dis, 11: 1775-83. doi: 10.2147/COPD.
S111758.

Erwin, A. L., Allen, S., Ho, D. K., Bonthuis, P. J., Jarisch, J., Nelson, K. L., Tsao, D. L., Unrath,
W. C., Watson, M. E., Jr., Gibson, B. W,, et al. (2006). Role of /g¢C in resistance of nontype-
able Haemophilus influenzae strain R2866 to human serum. Infect Immun, 74 (11): 6226-35. doi:
10.1128/TA1.00722-06.

Euba, B., Moleres, J., Segura, V., Viadas, C., Morey, P., Moranta, D., Leiva, J., de-Torres, J.
P., Bengoechea, J. A. & Garmendia, J. (2015a). Genome expression profiling-based identifica-
tion and administration efficacy of host-directed antimicrobial drugs against respiratory infection
by nontypeable Haemophilus influenzae. Antimicrob Agents Chemother, 59 (12): 7581-92. doi:
10.1128/AAC.01278-15.

Euba, B., Moleres, J., Viadas, C., Barberan, M., Caballero, L., Grillo, M. J., Bengoechea, J. A.,
de-Torres, J. P, Linares, J., Leiva, J., et al. (2015b). Relationship between azithromycin suscepti-

218

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

bility and administration efficacy for nontypeable Haemophilus influenzae respiratory infection.
Antimicrob Agents Chemother, 59 (5): 2700-12. doi: 10.1128/AAC.04447-14.

Euba, B., Moleres, J., Viadas, C., Ruiz de los Mozos, 1., Valle, J., Bengoechea, J. A. & Garmen-
dia, J. (2015c). Relative contribution of P5 and Hap surface proteins to nontypable Haemophilus
influenzae interplay with the host upper and lower airways. PLoS One, 10 (4): €0123154. doi:
10.1371/journal.pone.0123154.

Euba, B., Lopez-Lopez, N., Rodriguez-Arce, 1., Fernandez-Calvet, A., Barberan, M., Caturla, N.,
Marti, S., Diez-Martinez, R. & Garmendia, J. (2017). Resveratrol therapeutics combines both
antimicrobial and immunomodulatory properties against respiratory infection by nontypeable
Haemophilus influenzae. Sci Rep, 7 (1): 12860. doi: 10.1038/s41598-017-13034-7.

Eurlings, I. M., Dentener, M. A., Mercken, E. M., de Cabo, R., Bracke, K. R., Vernooy, J. H.,
Wouters, E. F. & Reynaert, N. L. (2014). A comparative study of matrix remodeling in chronic
models for COPD; mechanistic insights into the role of TNF-alpha. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol, 307 (7): L557-65. doi:10.1152/ajplung.00116.2014.

Fahy, J. V. & Dickey, B. F. (2010). Airway mucus function and dysfunction. N Engl J Med, 363
(23): 2233-47. doi: 10.1056/NEJMra0910061.

Fereol, S., Fodil, R., Pelle, G., Louis, B. & Isabey, D. (2008). Cell mechanics of alveolar epithelial
cells (AECs) and macrophages (AMs). Respir Physiol Neurobiol, 163 (1-3): 3-16. doi: 10.1016/j.
resp.2008.04.018.

Fernandez-Calvet, A., Rodriguez-Arce, 1., Almagro, G., Moleres, J., Euba, B., Caballero, L., Mar-
ti, S., Ramos-Vivas, J., Bartholomew, T. L., Morales, X., et al. (2018). Modulation of Haemoph-
ilus influenzae interaction with hydrophobic molecules by the VacJ/MlaA lipoprotein impacts
strongly on its interplay with the airways. Sci Rep, 8 (1): 6872. doi: 10.1038/s41598-018-25232-y.

Findlay, W. A. & Redfield, R. J. (2009). Coevolution of DNA uptake sequences and bacterial
proteomes. Genome Biol Evol, 1: 45-55. doi: 10.1093/gbe/evp005.

Fink, D. L., Green, B. A. & St Geme, J. W., 3rd. (2002). The Haemophilus influenzae Hap auto-
transporter binds to fibronectin, laminin, and collagen IV. Infect Immun, 70 (9): 4902-7.

Finney, L. J., Ritchie, A., Pollard, E., Johnston, S. L. & Mallia, P. (2014). Lower airway colo-
nization and inflammatory response in COPD: a focus on Haemophilus influenzae. Int J Chron
Obstruct Pulmon Dis, 9: 1119-32. doi: 10.2147/COPD.S54477.

Fischer, B. M., Domowicz, D. A., Zheng, S., Carter, J. L., McElvaney, N. G., Taggart, C., Lehm-
ann, J. R., Voynow, J. A. & Ghio, A. J. (2009). Neutrophil clastase increases airway epithelial
nonheme iron levels. Clin Transl Sci, 2 (5): 333-9. doi: 10.1111/.1752-8062.2009.00151 .x.

Fischer, B. M., Voynow, J. A. & Ghio, A. J. (2015). COPD: balancing oxidants and antioxidants.
Int J Chron Obstruct Pulmon Dis, 10: 261-76. doi: 10.2147/COPD.S42414.

Fleischmann, R. D., Adams, M. D., White, O., Clayton, R. A., Kirkness, E. F., Kerlavage, A. R.,
Bult, C. J., Tomb, J. F., Dougherty, B. A., Merrick, J. M., et al. (1995). Whole-genome random

219



Referencias

sequencing and assembly of Haemophilus influenzae Rd. Science, 269 (5223): 496-512.

Floreani, A. A., Wyatt, T. A., Stoner, J., Sanderson, S. D., Thompson, E. G., Allen-Gipson, D. &
Heires, A. J. (2003). Smoke and C5a induce airway epithelial intercellular adhesion molecule-1
and cell adhesion. Am J Respir Cell Mol Biol, 29 (4): 472-82. doi: 10.1165/rcmb.2002-01430C.

Fournier, C., Smith, A. & Delepelaire, P. (2011). Haem release from haemopexin by HxuA allows
Haemophilus influenzae to escape host nutritional immunity. Mol Microbiol, 80 (1): 133-48. doi:
10.1111/5.1365-2958.2011.07562..x.

Foxwell, A. R., Kyd, J. M. & Cripps, A. W. (1998). Nontypeable Haemophilus influenzae: patho-
genesis and prevention. Microbiol Mol Biol Rev, 62 (2): 294-308.

Gaggar, A., Jackson, P. L., Noerager, B. D., O’Reilly, P. J., McQuaid, D. B., Rowe, S. M., Clancy,
J. P. & Blalock, J. E. (2008). A novel proteolytic cascade generates an extracellular matrix-derived
chemoattractant in chronic neutrophilic inflammation. J Immunol, 180 (8): 5662-9.

Gammella, E., Buratti, P., Cairo, G. & Recalcati, S. (2014). Macrophages: central regulators of
iron balance. Metallomics, 6 (8): 1336-45. doi: 10.1039/c4mt00104d.

Ganesan, R., Hos, N. J., Gutierrez, S., Fischer, J., Stepek, J. M., Daglidu, E., Kronke, M. & Rob-
inson, N. (2017). Salmonella typhimurium disrupts Sirtl/AMPK checkpoint control of mTOR to
impair autophagy. PLoS Pathog, 13 (2): €1006227. doi: 10.1371/journal.ppat.1006227.

Ganesan, S., Comstock, A. T., Kinker, B., Mancuso, P., Beck, J. M. & Sajjan, U. S. (2014). Com-
bined exposure to cigarette smoke and nontypeable Haemophilus influenzae drives development
of a COPD phenotype in mice. Respir Res, 15: 11. doi: 10.1186/1465-9921-15-11.

Ganz, T. (2012). Macrophages and systemic iron homeostasis. J Innate Immun, 4 (5-6): 446-53.
doi: 10.1159/000336423.

Gao, R., Ma, Z., Hu, Y., Chen, J., Shetty, S. & Fu, J. (2015). Sirtl restrains lung inflammasome
activation in a murine model of sepsis. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 308 (8): L847-53.
doi: 10.1152/ajplung.00274.2014.

Gao, W, Li, L., Wang, Y., Zhang, S., Adcock, I. M., Barnes, P. J., Huang, M. & Yao, X. (2015).
Bronchial epithelial cells: The key effector cells in the pathogenesis of chronic obstructive pulmo-
nary disease? Respirology, 20 (5): 722-9. doi: 10.1111/resp.12542.

Garmendia, J., Viadas, C., Calatayud, L., Mell, J. C., Marti-Lliteras, P., Euba, B., Llobet, E., Gil,
C., Bengoechea, J. A., Redfield, R. J., et al. (2014). Characterization of nontypeable Haemophilus
influenzae isolates recovered from adult patients with underlying chronic lung disease reveals
genotypic and phenotypic traits associated with persistent infection. PLoS One, 9 (5): €97020. doi:
10.1371/journal.pone.0097020.

Gaschler, G. J., Skrtic, M., Zavitz, C. C., Lindahl, M., Onnervik, P. O., Murphy, T. F., Sethi, S.
& Stampfli, M. R. (2009). Bacteria challenge in smoke-exposed mice exacerbates inflammation
and skews the inflammatory profile. Am J Respir Crit Care Med, 179 (8): 666-75. doi: 10.1164/
rcem.200808-13060C.

220

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Gaschler, G. J., Zavitz, C. C., Bauer, C. M. & Stampfli, M. R. (2010). Mechanisms of clearance
of nontypeable Haemophilus influenzae from cigarette smoke-exposed mouse lungs. Eur Respir
J,36 (5): 1131-42. doi: 10.1183/09031936.00113909.

Gawronski, J. D., Wong, S. M., Giannoukos, G., Ward, D. V. & Akerley, B. J. (2009). Track-
ing insertion mutants within libraries by deep sequencing and a genome-wide screen for Hae-
mophilus genes required in the lung. Proc Natl Acad Sci U S A4, 106 (38): 16422-7. doi: 10.1073/
pnas.0906627106.

Geraghty, P., Hardigan, A. & Foronjy, R. F. (2014). Cigarette smoke activates the proto-oncogene
c-src to promote airway inflammation and lung tissue destruction. Am J Respir Cell Mol Biol, 50
(3): 559-70. doi: 10.1165/rcmb.2013-02580C.

Ghio, A. J., Turi, J. L., Yang, F., Garrick, L. M. & Garrick, M. D. (2006). Iron homeostasis in the
lung. Biol Res, 39 (1): 67-77.

Ghio, A. J., Hilborn, E. D., Stonehuerner, J. G., Dailey, L. A., Carter, J. D., Richards, J. H., Criss-
man, K. M., Foronjy, R. F., Uyeminami, D. L. & Pinkerton, K. E. (2008a). Particulate matter in
cigarette smoke alters iron homeostasis to produce a biological effect. 4m J Respir Crit Care Med,
178 (11): 1130-8. doi: 10.1164/rccm.200802-3340C.

Ghio, A. J., Stonehuerner, J. G., Richards, J. H., Crissman, K. M., Roggli, V. L., Piantadosi, C. A.
& Carraway, M. S. (2008b). Iron homeostasis and oxidative stress in idiopathic pulmonary alveo-
lar proteinosis: a case-control study. Respir Res, 9: 10. doi: 10.1186/1465-9921-9-10.

Ghio, A. J. (2009). Disruption of iron homeostasis and lung disease. Biochim Biophys Acta, 1790
(7): 731-9. doi: 10.1016/j.bbagen.2008.11.004.

Ghorani, V., Boskabady, M. H., Khazdair, M. R. & Kianmeher, M. (2017). Experimental animal
models for COPD: a methodological review. Tob Induc Dis, 15: 25. doi: 10.1186/s12971-017-
0130-2.

Gilsdorf, J. R., Marrs, C. F. & Foxman, B. (2004). Haemophilus influenzae: genetic variability and
natural selection to identify virulence factors. Infect Immun, 72 (5): 2457-61.

Glasser, J. R. & Mallampalli, R. K. (2012). Surfactant and its role in the pathobiology of pulmo-
nary infection. Microbes Infect, 14 (1): 17-25. doi: 10.1016/j.micinf.2011.08.019.

Gollwitzer, E. S., Saglani, S., Trompette, A., Yadava, K., Sherburn, R., McCoy, K. D., Nicod, L.
P, Lloyd, C. M. & Marsland, B. J. (2014). Lung microbiota promotes tolerance to allergens in
neonates via PD-L1. Nat Med, 20 (6): 642-7. doi: 10.1038/nm.3568.

Gomez-Gil, L., Schurch, D., Goormaghtigh, E. & Perez-Gil, J. (2009). Pulmonary surfactant pro-
tein SP-C counteracts the deleterious effects of cholesterol on the activity of surfactant films
under physiologically relevant compression-expansion dynamics. Biophys J, 97 (10): 2736-45.
doi: 10.1016/j.bpj.2009.08.045.

Goodman, S. D., Obergfell, K. P., Jurcisek, J. A., Novotny, L. A., Downey, J. S., Ayala, E. A.,
Tjokro, N., Li, B., Justice, S. S. & Bakaletz, L. O. (2011). Biofilms can be dispersed by focusing

221



Referencias

the immune system on a common family of bacterial nucleoid-associated proteins. Mucosal Im-
munol, 4 (6): 625-37. doi: 10.1038/mi.2011.27.

Gosker, H. R., Schrauwen, P., Hesselink, M. K., Schaart, G., van der Vusse, G. J., Wouters, E. F.
& Schols, A. M. (2003). Uncoupling protein-3 content is decreased in peripheral skeletal muscle
of patients with COPD. Eur Respir J, 22 (1): 88-93.

Gosker, H. R., Schrauwen, P., Broekhuizen, R., Hesselink, M. K., Moonen-Kornips, E., Ward, K.
A., Franssen, F. M., Wouters, E. F. & Schols, A. M. (2006). Exercise training restores uncoupling
protein-3 content in limb muscles of patients with chronic obstructive pulmonary disease. Am J
Physiol Endocrinol Metab, 290 (5): E976-81. doi: 10.1152/ajpendo.00336.2005.

Gould, J. M. & Weiser, J. N. (2002). The inhibitory effect of C-reactive protein on bacterial phos-
phorylcholine platelet-activating factor receptor-mediated adherence is blocked by surfactant. J
Infect Dis, 186 (3): 361-71. doi: 10.1086/341658.

Gozzelino, R. & Arosio, P. (2016). Iron homeostasis in health and disease. Int J Mol Sci, 17 (1).
doi: 10.3390/ijms17010130.

Granata, F., Nardicchi, V., Loffredo, S., Frattini, A., Ilaria Staiano, R., Agostini, C. & Trig-
giani, M. (2009). Secreted phospholipases A(2): A proinflammatory connection between mac-
rophages and mast cells in the human lung. Immunobiology, 214 (9-10): 811-21. doi: 10.1016/j.
imbi0.2009.06.006.

Grant, G. B., Campbell, H., Dowell, S. F., Graham, S. M., Klugman, K. P., Mulholland, E. K.,
Steinhoff, M., Weber, M. W., Qazi, S., World Health Organization Department of, C., et al. (2009).
Recommendations for treatment of childhood non-severe pneumonia. Lancet Infect Dis, 9 (3):
185-96. doi: 10.1016/S1473-3099(09)70044-1.

Gray-Owen, S. D., Loosmore, S. & Schryvers, A. B. (1995). Identification and characterization
of genes encoding the human transferrin-binding proteins from Haemophilus influenzae. Infect
Immun, 63 (4): 1201-10.

Gray-Owen, S. D. & Schryvers, A. B. (1995). Characterization of transferrin binding proteins 1
and 2 in invasive type b and nontypeable strains of Haemophilus influenzae. Infect Immun, 63
(10): 3809-15.

Greenberg, S. B., Allen, M., Wilson, J. & Atmar, R. L. (2000). Respiratory viral infections in
adults with and without chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med, 162
(1): 167-73. doi: 10.1164/ajrccm.162.1.9911019.

Greenhill, A. R., Phuanukoonnon, S., Michael, A., Yoannes, M., Orami, T., Smith, H., Murphy,
D., Blyth, C., Reeder, J., Siba, P., Pomat, W. & Lehmann, D. (2015). Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae in paediatric meningitis patients at Goroka General Hospital, Papua
New Guinea: serotype distribution and antimicrobial susceptibility in the pre-vaccine era. BMC
Infect Dis, 15: 485. doi: 10.1186/s12879-015-1197-0.

Grillo, M. J., Blasco, J. M., Gorvel, J. P., Moriyon, 1. & Moreno, E. (2012). What have we learned
from brucellosis in the mouse model? Vet Res, 43: 29. doi: 10.1186/1297-9716-43-29.

222

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Groneberg, D. A. & Chung, K. F. (2004). Models of chronic obstructive pulmonary disease.
Respir Res, 5: 18. doi: 10.1186/1465-9921-5-18.

Gronow, S., Brabetz, W., Lindner, B. & Brade, H. (2005). OpsX from Haemophilus influenzae
represents a novel type of heptosyltransferase I in lipopolysaccharide biosynthesis. J Bacteriol,
187 (17): 6242-7. doi: 10.1128/JB.187.17.6242-6247.2005.

Gu, B. H., Madison, M. C., Corry, D. & Kheradmand, F. (2018). Matrix remodeling in chronic
lung diseases. Matrix Biol. doi: 10.1016/j.matbio.2018.03.012.

Guo, Y., Guo, G., Mao, X., Zhang, W., Xiao, J., Tong, W., Liu, T., Xiao, B., Liu, X., Feng, Y., et
al. (2008). Functional identification of HugZ, a heme oxygenase from Helicobacter pylori. BMC
Microbiol, 8: 226. doi: 10.1186/1471-2180-8-226.

Hallstrom, T., Trajkovska, E., Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2006). Haemophilus influenzae sur-
face fibrils contribute to serum resistance by interacting with vitronectin. J Immunol, 177 (1):
430-6.

Hallstrom, T., Jarva, H., Riesbeck, K. & Blom, A. M. (2007). Interaction with C4b-binding pro-
tein contributes to nontypeable Haemophilus influenzae serum resistance. J Immunol, 178 (10):
6359-66.

Hallstrom, T., Zipfel, P. F., Blom, A. M., Lauer, N., Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2008). Hae-
mophilus influenzae interacts with the human complement inhibitor factor H. J Immunol, 181 (1):
537-45.

Hallstrom, T. & Riesbeck, K. (2010). Haemophilus influenzae and the complement system. Trends
Microbiol, 18 (6): 258-65. doi: 10.1016/1.tim.2010.03.007.

Hallstrom, T., Singh, B., Resman, F., Blom, A. M., Morgelin, M. & Riesbeck, K. (2011). Hae-
mophilus influenzae protein E binds to the extracellular matrix by concurrently interacting with
laminin and vitronectin. J Infect Dis, 204 (7): 1065-74. doi: 10.1093/infdis/jir459.

Han, M. K., Postma, D., Mannino, D. M., Giardino, N. D., Buist, S., Curtis, J. L. & Martinez, F. J.
(2007). Gender and chronic obstructive pulmonary disease: why it matters. 4m J Respir Crit Care
Med, 176 (12): 1179-84. doi: 10.1164/rccm.200704-553CC.

Hancock, D. B., Eijgelsheim, M., Wilk, J. B., Gharib, S. A., Loehr, L. R., Marciante, K. D., Fran-
ceschini, N., van Durme, Y. M., Chen, T. H., Barr, R. G., et al. (2010). Meta-analyses of genome-
wide association studies identify multiple /oci associated with pulmonary function. Nat Genet, 42
(1): 45-52. doi: 10.1038/ng.500.

Hanson, M. S., Pelzel, S. E., Latimer, J., Muller-Eberhard, U. & Hansen, E. J. (1992a). Identifica-
tion of a genetic locus of Haemophilus influenzae type b necessary for the binding and utilization
of heme bound to human hemopexin. Proc Natl Acad Sci U S A, 89 (5): 1973-7.

Hanson, M. S., Slaughter, C. & Hansen, E. J. (1992b). The hbpA gene of Haemophilus influenzae

type b encodes a heme-binding lipoprotein conserved among heme-dependent Haemophilus spe-
cies. Infect Immun, 60 (6): 2257-66.

223



Referencias

Hardaker, E. L., Freeman, M. S., Dale, N., Bahra, P., Raza, F., Banner, K. H. & Poll, C. (2010). Ex-
posing rodents to a combination of tobacco smoke and lipopolysaccharide results in an exagger-
ated inflammatory response in the lung. Br J Pharmacol, 160 (8): 1985-96. doi: 10.1111/j.1476-
5381.2010.00857.x.

Hardaker, L., Bahra, P., de Billy, B. C., Freeman, M., Kupfer, N., Wyss, D. & Trifilieff, A. (2012).
The ion channel transient receptor potential melastatin-2 does not play a role in inflammatory
mouse models of chronic obstructive pulmonary diseases. Respir Res, 13: 30. doi: 10.1186/1465-
9921-13-30.

Harder, J., Bartels, J., Christophers, E. & Schroder, J. M. (2001). Isolation and characterization of
human beta -defensin-3, a novel human inducible peptide antibiotic. J Biol Chem, 276 (8): 5707-
13. doi: 10.1074/jbc.M008557200.

Harder, J. & Schroder, J. M. (2002). RNase 7, a novel innate immune defense antimicrobial pro-
tein of healthy human skin. J Biol Chem, 277 (48): 46779-84. doi: 10.1074/jbc.M207587200.

Hare, K. M., Singleton, R. J., Grimwood, K., Valery, P. C., Cheng, A. C., Morris, P. S., Leach, A.
J., Smith-Vaughan, H. C., Chatfield, M., Redding, G., et al. (2013). Longitudinal nasopharyngeal
carriage and antibiotic resistance of respiratory bacteria in indigenous Australian and Alaska na-
tive children with bronchiectasis. PLoS One, 8 (8): ¢70478. doi: 10.1371/journal.pone.0070478.

Hariadi, N. 1., Zhang, L., Patel, M., Sandstedt, S. A., Davis, G. S., Marrs, C. F. & Gilsdorf, J. R.
(2015). Comparative profile of heme acquisition genes in disease-causing and colonizing Non-
typeable Haemophilus influenzae and Haemophilus haemolyticus. J Clin Microbiol, 53 (7): 2132-
7. doi: 10.1128/JCM.00345-15.

Harrison, A., Dyer, D. W., Gillaspy, A., Ray, W. C., Mungur, R., Carson, M. B., Zhong, H., Gip-
son, J., Gipson, M., Johnson, L. S., et al. (2005). Genomic sequence of an otitis media isolate of
nontypeable Haemophilus influenzae: comparative study with H. influenzae serotype d, strain
KW20. J Bacteriol, 187 (13): 4627-36. doi: 10.1128/JB.187.13.4627-4636.2005.

Harrison, A., Ray, W. C., Baker, B. D., Armbruster, D. W., Bakaletz, L. O. & Munson, R. S., Jr.
(2007). The OxyR regulon in nontypeable Haemophilus influenzae. J Bacteriol, 189 (3): 1004-12.
doi: 10.1128/JB.01040-06.

Harrison, A., Santana, E. A., Szelestey, B. R., Newsom, D. E., White, P. & Mason, K. M. (2013).
Ferric uptake regulator and its role in the pathogenesis of nontypeable Haemophilus influenzae.
Infect Immun, 81 (4): 1221-33. doi: 10.1128/IAL.01227-12.

Hautamaki, R. D., Kobayashi, D. K., Senior, R. M. & Shapiro, S. D. (1997). Requirement for mac-
rophage elastase for cigarette smoke-induced emphysema in mice. Science, 277 (5334): 2002-4.

Henderson, W. R, Jr., Astley, S. J., McCready, M. M., Kushmerick, P., Casey, S., Becker, J. W. &
Ramsey, B. W. (1994). Oral absorption of omega-3 fatty acids in patients with cystic fibrosis who
have pancreatic insufficiency and in healthy control subjects. J Pediatr, 124 (3): 400-8.

Hendrix, A. Y. & Kheradmand, F. (2017). The role of matrix metalloproteinases in develop-
ment, repair, and destruction of the lungs. Prog Mol Biol Transl Sci, 148: 1-29. doi: 10.1016/

224

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

bs.pmbts.2017.04.004.

Herath, S. C. & Poole, P. (2013). Prophylactic antibiotic therapy for chronic obstructive pulmo-
nary disease (COPD). Cochrane Database Syst Rev (11): CD009764. doi: 10.1002/14651858.
CD009764.pub2.

Herbert, M. A., Hayes, S., Deadman, M. E., Tang, C. M., Hood, D. W. & Moxon, E. R. (2002).
Signature Tagged Mutagenesis of Haemophilus influenzae identifies genes required for in vivo
survival. Microb Pathog, 33 (5): 211-23.

Herrington, D. A. & Sparling, P. F. (1985). Haemophilus influenzae can use human transferrin as
a sole source for required iron. /nfect Immun, 48 (1): 248-51.

Herriott, R. M., Meyer, E. Y., Vogt, M. & Modan, M. (1970). Defined medium for growth of Hae-
mophilus influenzae. J Bacteriol, 101 (2): 513-6.

Hiemstra, P. S., McCray, P. B., Jr. & Bals, R. (2015). The innate immune function of air-
way epithelial cells in inflammatory lung disease. Eur Respir J, 45 (4): 1150-62. doi:
10.1183/09031936.00141514.

Hirota, J. A., Hirota, S. A., Warner, S. M., Stefanowicz, D., Shaheen, F., Beck, P. L., Macdonald,
J. A., Hackett, T. L., Sin, D. D., Van Eeden, S., et al. (2012). The airway epithelium nucleotide-
binding domain and leucine-rich repeat protein 3 inflammasome is activated by urban particulate
matter. J Allergy Clin Immunol, 129 (4): 1116-25 €6. doi: 10.1016/j.jaci.2011.11.033.

Ho, D. K., Ram, S., Nelson, K. L., Bonthuis, P. J. & Smith, A. L. (2007). 1gtC expression modu-
lates resistance to C4b deposition on an invasive nontypeable Haemophilus influenzae. J Immu-
nol, 178 (2): 1002-12.

Hodge, S., Hodge, G., Scicchitano, R., Reynolds, P. N. & Holmes, M. (2003). Alveolar macro-
phages from subjects with chronic obstructive pulmonary disease are deficient in their ability to
phagocytose apoptotic airway epithelial cells. Immunol Cell Biol, 81 (4): 289-96. doi: 10.1046/
j-1440-1711.2003.t01-1-01170.x.

Hogasen, K., Mollnes, T. E., Harboe, M., Gotze, O., Hammer, H. B. & Oppermann, M. (1995).
Terminal complement pathway activation and low lysis inhibitors in rheumatoid arthritis synovial
fluid. J Rheumatol, 22 (1): 24-8.

Hogg, J. C., Chu, F., Utokaparch, S., Woods, R., Elliott, W. M., Buzatu, L., Cherniack, R. M.,
Rogers, R. M., Sciurba, F. C., Coxson, H. O., et al. (2004). The nature of small-airway obstruc-
tion in chronic obstructive pulmonary disease. N Engl J Med, 350 (26): 2645-53. doi: 10.1056/
NEJMoa032158.

Hogg, J. C., McDonough, J. E., Gosselink, J. V. & Hayashi, S. (2009). What drives the peripheral
lung-remodeling process in chronic obstructive pulmonary disease? Proc Am Thorac Soc, 6 (8):

668-72. doi: 10.1513/pats.200907-079DP.

Holland, J., Langford, P. R., Towner, K. J. & Williams, P. (1992). Evidence for in vivo expression
of transferrin-binding proteins in Haemophilus influenzae type b. Infect Immun, 60 (7): 2986-91.

225



Referencias

Holtzman, M. J., Tyner, J. W., Kim, E. Y., Lo, M. S., Patel, A. C., Shornick, L. P., Agapov, E. &
Zhang, Y. (2005). Acute and chronic airway responses to viral infection: implications for asthma
and chronic obstructive pulmonary disease. Proc Am Thorac Soc, 2 (2): 132-40. doi: 10.1513/
pats.200502-015AW.

Hong, W., Mason, K., Jurcisek, J., Novotny, L., Bakaletz, L. O. & Swords, W. E. (2007). Phos-
phorylcholine decreases early inflammation and promotes the establishment of stable biofilm
communities of nontypeable Haemophilus influenzae strain 86-028NP in a chinchilla model of
otitis media. Infect Immun, 75 (2): 958-65. doi: 10.1128/TA1.01691-06.

Hong, W., Juneau, R. A., Pang, B. & Swords, W. E. (2009). Survival of bacterial biofilms within
neutrophil extracellular traps promotes nontypeable Haemophilus influenzae persistence in the
chinchilla model for otitis media. J Innate Immun, 1 (3): 215-24. doi: 10.1159/000205937.

Hood, D. W., Deadman, M. E., Allen, T., Masoud, H., Martin, A., Brisson, J. R., Fleischmann,
R., Venter, J. C., Richards, J. C. & Moxon, E. R. (1996). Use of the complete genome sequence
information of Haemophilus influenzae strain Rd to investigate lipopolysaccharide biosynthesis.
Mol Microbiol, 22 (5): 951-65.

Hood, D. W., Makepeace, K., Deadman, M. E., Rest, R. F., Thibault, P., Martin, A., Richards,
J. C. & Moxon, E. R. (1999a). Sialic acid in the lipopolysaccharide of Haemophilus influenzae:
strain distribution, influence on serum resistance and structural characterization. Mol Microbiol,
33 (4): 679-92.

Hood, D. W,, Richards, J. C. & Moxon, E. R. (1999b). Haemophilus influenzae lipopolysaccha-
ride. Biochem Soc Trans, 27 (4): 493-8.

Hood, D. W., Cox, A. D., Wakarchuk, W. W., Schur, M., Schweda, E. K., Walsh, S. L., Dead-
man, M. E., Martin, A., Moxon, E. R. & Richards, J. C. (2001). Genetic basis for expression of
the major globotetraose-containing lipopolysaccharide from H. influenzae strain Rd (RM118).
Glycobiology, 11 (11): 957-67.

Hood, D. W., Deadman, M. E., Cox, A. D., Makepeace, K., Martin, A., Richards, J. C. & Moxon,
E. R. (2004). Three genes, IgtF, lic2C and IpsA, have a primary role in determining the pattern of
oligosaccharide extension from the inner core of Haemophilus influenzae LPS. Microbiology, 150
(Pt 7): 2089-97. doi: 10.1099/mic.0.26912-0.

Hood, M. I. & Skaar, E. P. (2012). Nutritional immunity: transition metals at the pathogen-host
interface. Nat Rev Microbiol, 10 (8): 525-37. doi: 10.1038/nrmicro2836.

Hooda, J., Cadinu, D., Alam, M. M., Shah, A., Cao, T. M., Sullivan, L. A., Brekken, R. & Zhang,
L. (2013). Enhanced heme function and mitochondrial respiration promote the progression of
lung cancer cells. PLoS One, 8 (5): €63402. doi: 10.1371/journal.pone.0063402.

Horio, Y., Ichiyasu, H., Kojima, K., Saita, N., Migiyama, Y., Iriki, T., Fujii, K., Niki, T., Hirashi-
ma, M. & Kohrogi, H. (2017). Protective effect of Galectin-9 in murine model of lung emphy-
sema: Involvement of neutrophil migration and MMP-9 production. PLoS One, 12 (7): e0180742.
doi: 10.1371/journal.pone.0180742.

226

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Hornung, V., Ablasser, A., Charrel-Dennis, M., Bauernfeind, F., Horvath, G., Caffrey, D. R., Latz,
E. & Fitzgerald, K. A. (2009). AIM2 recognizes cytosolic dsSDNA and forms a caspase-1-activat-
ing inflammasome with ASC. Nature, 458 (7237): 514-8. doi: 10.1038/nature07725.

Houghton, A. M. (2012). Endogenous modifiers of cigarette smoke exposure within the lung.
Proc Am Thorac Soc, 9 (2): 66-8. doi: 10.1513/pats.201108-046MS.

Hu, Y., Jiang, F., Guo, Y., Shen, X., Zhang, Y., Zhang, R., Guo, G., Mao, X., Zou, Q. & Wang, D.
C. (2011). Crystal structure of HugZ, a novel heme oxygenase from Helicobacter pylori. J Biol
Chem, 286 (2): 1537-44. doi: 10.1074/jbc.M110.172007.

Huang, W. & Wilks, A. (2017). Extracellular heme uptake and the challenge of bacterial cell
membranes. Annu Rev Biochem, 86: 799-823. doi: 10.1146/annurev-biochem-060815-014214.

Humphries, H. E. & High, N. J. (2002). The role of licA phase variation in the pathogenesis of in-
vasive disease by Haemophilus influenzae type b. FEMS Immunol Med Microbiol, 34 (3): 221-30.

Hurst, J. R., Vestbo, J., Anzueto, A., Locantore, N., Mullerova, H., Tal-Singer, R., Miller, B.,
Lomas, D. A., Agusti, A., Macnee, W., et al. (2010). Susceptibility to exacerbation in chronic
obstructive pulmonary disease. N Engl J Med, 363 (12): 1128-38. doi: 10.1056/NEJM0a0909883.

Huvenne, W., Lanckacker, E. A., Krysko, O., Bracke, K. R., Demoor, T., Hellings, P. W., Brus-
selle, G. G., Joos, G. F., Bachert, C. & Maes, T. (2011). Exacerbation of cigarette smoke-induced
pulmonary inflammation by Staphylococcus aureus enterotoxin B in mice. Respir Res, 12: 69.
doi: 10.1186/1465-9921-12-69.

Idicula, W. K., Jurcisek, J. A., Cass, N. D., Ali, S., Goodman, S. D., Elmaraghy, C. A., Jatana,
K. R. & Bakaletz, L. O. (2016). Identification of biofilms in post-tympanostomy tube otorrhea.
Laryngoscope, 126 (8): 1946-51. doi: 10.1002/lary.25826.

Ikeda, M., Enomoto, N., Hashimoto, D., Fujisawa, T., Inui, N., Nakamura, Y., Suda, T. & Nagata,
T. (2015). Nontypeable Haemophilus influenzae exploits the interaction between protein-E and
vitronectin for the adherence and invasion to bronchial epithelial cells. BMC Microbiol, 15: 263.
doi: 10.1186/s12866-015-0600-8.

Ito, K. & Barnes, P. J. (2009). COPD as a disease of accelerated lung aging. Chest, 135 (1): 173-
180. doi: 10.1378/chest.08-1419.

Ito, S., Araya, J., Kurita, Y., Kobayashi, K., Takasaka, N., Yoshida, M., Hara, H., Minaga-
wa, S., Wakui, H., Fujii, S., et al. (2015). PARK2-mediated mitophagy is involved in reg-
ulation of HBEC senescence in COPD pathogenesis. Autophagy, 11 (3): 547-59. doi:
10.1080/15548627.2015.1017190.

Jarosik, G. P. & Hansen, E. J. (1995). Cloning and sequencing of the Haemophilus influenzae
exbB and exbD genes. Gene, 152 (1): 89-92.

Jarosik, G. P., Maciver, I. & Hansen, E. J. (1995). Utilization of transferrin-bound iron by Hae-
mophilus influenzae requires an intact fonB gene. Infect Immun, 63 (2): 710-3.

227



Referencias

Jin, F. Y., Nathan, C., Radzioch, D. & Ding, A. (1997). Secretory leukocyte protease inhibitor:
a macrophage product induced by and antagonistic to bacterial lipopolysaccharide. Cell, 88 (3):
417-26.

Jin, H., Ren, Z., Pozsgay, J. M., Elkins, C., Whitby, P. W., Morton, D. J. & Stull, T. L. (1996).
Cloning of a DNA fragment encoding a heme-repressible hemoglobin-binding outer membrane
protein from Haemophilus influenzae. Infect Immun, 64 (8): 3134-41.

Jin, H., Ren, Z., Whitby, P. W., Morton, D. J. & Stull, T. L. (1999). Characterization of hgpA4, a
gene encoding a haemoglobin/haemoglobin-haptoglobin-binding protein of Haemophilus influen-
zae. Microbiology, 145 ( Pt 4): 905-14. doi: 10.1099/13500872-145-4-905.

Jobse, B. N., Rhem, R. G., Wang, 1. Q., Counter, W. B., Stampfli, M. R. & Labiris, N. R. (2013).
Detection of lung dysfunction using ventilation and perfusion SPECT in a mouse model of chron-
ic cigarette smoke exposure. J Nucl Med, 54 (4): 616-23. doi: 10.2967/jnumed.112.111419.

John, G., Kohse, K., Orasche, J., Reda, A., Schnelle-Kreis, J., Zimmermann, R., Schmid, O.,
Eickelberg, O. & Yildirim, A. O. (2014). The composition of cigarette smoke determines inflam-
matory cell recruitment to the lung in COPD mouse models. Clin Sci (Lond), 126 (3): 207-21. doi:
10.1042/CS20130117.

Johnson, R. W., McGillivary, G., Denoel, P., Poolman, J. & Bakaletz, L. O. (2011). Abrogation of
nontypeable Haemophilus influenzae protein D function reduces phosphorylcholine decoration,
adherence to airway epithelial cells, and fitness in a chinchilla model of otitis media. Vaccine, 29
(6): 1211-21. doi: 10.1016/j.vaccine.2010.12.003.

Jolivet-Gougeon, A., Kovacs, B., Le Gall-David, S., Le Bars, H., Bousarghin, L., Bonnaure-Mal-
let, M., Lobel, B., Guille, F., Soussy, C. J. & Tenke, P. (2011). Bacterial hypermutation: clinical
implications. J Med Microbiol, 60 (Pt 5): 563-73. doi: 10.1099/jmm.0.024083-0.

Jones, B., Donovan, C., Liu, G., Gomez, H. M., Chimankar, V., Harrison, C. L., Wiegman, C. H.,
Adcock, I. M., Knight, D. A., Hirota, J. A., et al. (2017). Animal models of COPD: What do they
tell us? Respirology, 22 (1): 21-32. doi: 10.1111/resp.12908.

Joo, H. S., Fu, C. I. & Otto, M. (2016). Bacterial strategies of resistance to antimicrobial peptides.
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci, 371 (1695). doi: 10.1098/rstb.2015.0292.

Juliao, P. C., Marrs, C. F., Xie, J. & Gilsdorf, J. R. (2007). Histidine auxotrophy in commensal
and disease-causing nontypeable Haemophilus influenzae. J Bacteriol, 189 (14): 4994-5001. doi:
10.1128/JB.00146-07.

Juneau, R. A., Pang, B., Weimer, K. E., Armbruster, C. E. & Swords, W. E. (2011). Nontypeable
Haemophilus influenzae initiates formation of neutrophil extracellular traps. Infect Immun, 79 (1):
431-8. doi: 10.1128/IA1.00660-10.

Juneau, R. A., Pang, B., Armbruster, C. E., Murrah, K. A., Perez, A. C. & Swords, W. E. (2015).
Peroxiredoxin-glutaredoxin and catalase promote resistance of nontypeable Haemophilus influ-
enzae 86-028NP to oxidants and survival within neutrophil extracellular traps. Infect Immun, 83
(1): 239-46. doi: 10.1128/IA1.02390-14.

228

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Jurcisek, J. A. & Bakaletz, L. O. (2007). Biofilms formed by nontypeable Haemophilus influenzae
in vivo contain both double-stranded DNA and type 1V pilin protein. J Bacteriol, 189 (10): 3868-
75. doi: 10.1128/1B.01935-06.

Jurcisek, J. A., Bookwalter, J. E., Baker, B. D., Fernandez, S., Novotny, L. A., Munson, R. S., Jr. &
Bakaletz, L. O. (2007). The PilA protein of non-typeable Haemophilus influenzae plays a role in
biofilm formation, adherence to epithelial cells and colonization of the mammalian upper respira-
tory tract. Mol Microbiol, 65 (5): 1288-99. doi: 10.1111/j.1365-2958.2007.05864.x.

Kaczmarek, F. S., Gootz, T. D., Dib-Hajj, F., Shang, W., Hallowell, S. & Cronan, M. (2004). Ge-
netic and molecular characterization of beta-lactamase-negative ampicillin-resistant Haemophilus
influenzae with unusually high resistance to ampicillin. Antimicrob Agents Chemother, 48 (5):
1630-9.

Kahl, B. C., Belling, G., Reichelt, R., Herrmann, M., Proctor, R. A. & Peters, G. (2003). Thymidine-
dependent small-colony variants of Staphylococcus aureus exhibit gross morphological and
ultrastructural changes consistent with impaired cell separation. J Clin Microbiol, 41 (1): 410-3.

Kahl, B. C., Belling, G., Becker, P., Chatterjee, 1., Wardecki, K., Hilgert, K., Cheung, A. L., Peters,
G. & Herrmann, M. (2005). Thymidine-dependent Staphylococcus aureus small-colony variants
are associated with extensive alterations in regulator and virulence gene expression profiles. Infect
Immun, 73 (7): 4119-26. doi: 10.1128/IA1.73.7.4119-4126.2005.

Kahl, B. C. (2014). Small colony variants (SCVs) of Staphylococcus aureus-a bacterial survival
strategy. Infect Genet Evol, 21: 515-22. doi: 10.1016/j.meegid.2013.05.016.

Kahl, B. C., Becker, K. & Loffler, B. (2016). Clinical significance and pathogenesis of
staphylococcal small colony variants in persistent infections. Clin Microbiol Rev, 29 (2): 401-27.
doi: 10.1128/CMR.00069-15.

Kalograiaki, I., Euba, B., Proverbio, D., Campanero-Rhodes, M. A., Aastrup, T., Garmendia, J. &
Solis, D. (2016). Combined bacteria microarray and quartz crystal microbalance approach for ex-
ploring glycosignatures of nontypeable Haemophilus influenzae and recognition by host lectins.
Anal Chem, 88 (11): 5950-7. doi: 10.1021/acs.analchem.6b00905.

Karpanoja, P., Nyberg, S. T., Bergman, M., Voipio, T., Paakkari, P., Huovinen, P. & Sarkkinen, H.
(2008). Connection between trimethoprim-sulfamethoxazole use and resistance in Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis. Antimicrob Agents Chemother,
52 (7): 2480-5. doi: 10.1128/AAC.01118-07.

Kaufhold, I., Osbahr, S., Shima, K., Marwitz, S., Rohmann, K., Dromann, D., Goldmann, T.,
Dalhoff, K. & Rupp, J. (2017). Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) directly interfere
with the regulation of E-cadherin in lung epithelial cells. Microbes Infect, 19 (11): 560-566. doi:
10.1016/j.micinf.2017.07.002.

Kawai, T. & Akira, S. (2008). Toll-like receptor and RIG-I-like receptor signaling. Ann N Y Acad
Sci, 1143: 1-20. doi: 10.1196/annals.1443.020.

Kemmer, G., Reilly, T. J., Schmidt-Brauns, J., Zlotnik, G. W., Green, B. A., Fiske, M. J., Herbert,

229



Referencias

M., Kraiss, A., Schlor, S., Smith, A., et al. (2001). NadN and e (P4) are essential for utilization of
NAD and nicotinamide mononucleotide but not nicotinamide riboside in Haemophilus influenzae.
J Bacteriol, 183 (13): 3974-81. doi: 10.1128/JB.183.13.3974-3981.2001.

Kenjale, R., Meng, G., Fink, D. L., Juehne, T., Ohashi, T., Erickson, H. P., Waksman, G. & St
Geme, J. W., 3rd. (2009). Structural determinants of autoproteolysis of the Haemophilus influen-
zae Hap autotransporter. Infect Immun, 77 (11): 4704-13. doi: 10.1128/IA1.00598-09.

Ketterer, M. R., Shao, J. Q., Hornick, D. B., Buscher, B., Bandi, V. K. & Apicella, M. A. (1999).
Infection of primary human bronchial epithelial cells by Haemophilus influenzae: macropinocyto-
sis as a mechanism of airway epithelial cell entry. Infect Immun, 67 (8): 4161-70.

Kew, R. R., Ghebrehiwet, B. & Janoff, A. (1985). Cigarette smoke can activate the alternative
pathway of complement in vitro by modifying the third component of complement. J Clin Invest,
75 (3): 1000-7. doi: 10.1172/ICI111760.

Khan, A. G., Shouldice, S. R., Kirby, S. D., Yu, R. H., Tari, L. W. & Schryvers, A. B. (2007). High-
affinity binding by the periplasmic iron-binding protein from Haemophilus influenzae is required
for acquiring iron from transferrin. Biochem J, 404 (2): 217-25. doi: 10.1042/BJ20070110.

Kilian, M., Reinholdt, J., Lomholt, H., Poulsen, K. & Frandsen, E. V. (1996). Biological signifi-
cance of IgA1 proteases in bacterial colonization and pathogenesis: critical evaluation of experi-
mental evidence. APMIS, 104 (5): 321-38.

Kim, H. J., Park, Y. D., Moon, U. Y., Kim, J. H., Jeon, J. H., Lee, J. G., Bae, Y. S. & Yoon, J. H.
(2008). The role of Nox4 in oxidative stress-induced MUC5AC overexpression in human airway
epithelial cells. Am J Respir Cell Mol Biol, 39 (5): 598-609. doi: 10.1165/rcmb.2007-02620C.

King, P. (2012). Haemophilus influenzae and the lung (Haemophilus and the lung). Clin Transl
Med, 1 (1): 10. doi: 10.1186/2001-1326-1-10.

Kirby, S. D., Gray-Owen, S. D. & Schryvers, A. B. (1997). Characterization of a ferric-binding
protein mutant in Haemophilus influenzae. Mol Microbiol, 25 (5): 979-87.

Kirkman, J. B., Jr. & Crawford, J. J. (1971). Serotyping of noncapsular Haemophilus influenzae.
Appl Microbiol, 22 (1): 133-4.

Kishore, U., Greenhough, T. J., Waters, P., Shrive, A. K., Ghai, R., Kamran, M. F., Bernal, A. L.,
Reid, K. B., Madan, T. & Chakraborty, T. (2006). Surfactant proteins SP-A and SP-D: structure,
function and receptors. Mol Immunol, 43 (9): 1293-315. doi: 10.1016/j.molimm.2005.08.004.

Kluchova, Z., Petrasova, D., Joppa, P., Dorkova, Z. & Tkacova, R. (2007). The association be-
tween oxidative stress and obstructive lung impairment in patients with COPD. Physiol Res, 56
(1): 51-6.

Koethe, S. M., Nelson, K. E. & Becker, C. G. (1995). Activation of the classical pathway of
complement by tobacco glycoprotein (TGP). J Immunol, 155 (2): 826-35.

Kok, M., Buhlmann, E. & Pechere, J. C. (2001). Salmonella typhimurium thy4 mutants fail to

230

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

grow intracellularly in vitro and are attenuated in mice. Microbiology, 147 (Pt 3): 727-33. doi:
10.1099/00221287-147-3-727.

Koo, H. K., Hong, Y., Lim, M. N., Yim, J. J. & Kim, W. J. (2016). Relationship between plasma
matrix metalloproteinase levels, pulmonary function, bronchodilator response, and emphysema
severity. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis, 11: 1129-37. doi: 10.2147/COPD.S103281.

Kosmas, E. N., Zorpidou, D., Vassilareas, V., Roussou, T. & Michaelides, S. (1997). Decreased
C4 complement component serum levels correlate with the degree of emphysema in patients with
chronic bronchitis. Chest, 112 (2): 341-347. doi: DOI 10.1378/chest.112.2.341.

Koul, P. A., Mir, H., Akram, S., Potdar, V. & Chadha, M. S. (2017). Respiratory viruses in
acute exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease. Lung India, 34 (1): 29-33. doi:
10.4103/0970-2113.197099.

Kreisle, R. A. & Parker, C. W. (1983). Specific binding of leukotriene B4 to a receptor on human
polymorphonuclear leukocytes. J Exp Med, 157 (2): 628-41.

Krewulak, K. D. & Vogel, H. J. (2008). Structural biology of bacterial iron uptake. Biochim Bio-
phys Acta, 1778 (9): 1781-804. doi: 10.1016/j.bbamem.2007.07.026.

Kriegeskorte, A., Block, D., Drescher, M., Windmuller, N., Mellmann, A., Baum, C., Neumann,
C., Lore, N. L., Bragonzi, A., Liebau, E., et al. (2014). Inactivation of thyA4 in Staphylococcus au-
reus attenuates virulence and has a strong impact on metabolism and virulence gene expression.
MBio, 5 (4): €01447-14. doi: 10.1128/mBi0.01447-14.

Kurmi, O. P., Semple, S., Simkhada, P., Smith, W. C. & Ayres, J. G. (2010). COPD and chronic
bronchitis risk of indoor air pollution from solid fuel: a systematic review and meta-analysis.
Thorax, 65 (3): 221-8. doi: 10.1136/thx.2009.124644.

Kuroki, Y., Takahashi, M. & Nishitani, C. (2007). Pulmonary collectins in innate immunity of the
lung. Cell Microbiol, 9 (8): 1871-9. doi: 10.1111/1.1462-5822.2007.00953 .x.

Laarmann, S., Cutter, D., Juehne, T., Barenkamp, S. J. & St Geme, J. W. (2002). The Haemophilus
influenzae Hia autotransporter harbours two adhesive pockets that reside in the passenger domain
and recognize the same host cell receptor. Mol Microbiol, 46 (3): 731-43.

LaCross, N. C., Marrs, C. F. & Gilsdorf, J. R. (2014). Otitis media associated polymorphisms in
the hemin receptor HemR of nontypeable Haemophilus influenzae. Infect Genet Evol, 26: 47-57.
doi: 10.1016/j.meegid.2014.05.002.

Lang, M. R., Fiaux, G. W, Gillooly, M., Stewart, J. A., Hulmes, D. J. & Lamb, D. (1994). Col-
lagen content of alveolar wall tissue in emphysematous and non-emphysematous lungs. Thorax,
49 (4): 319-26.

Langereis, J. D., de Jonge, M. 1. & Weiser, J. N. (2014). Binding of human factor H to outer mem-

brane protein P5 of non-typeable Haemophilus influenzae contributes to complement resistance.
Mol Microbiol, 94 (1): 89-106. doi: 10.1111/mmi.12741.

231



Referencias

Langereis, J. D. & Weiser, J. N. (2014). Shielding of a lipooligosaccharide IgM epitope allows
evasion of neutrophil-mediated killing of an invasive strain of nontypeable Haemophilus influen-
zae. MBio, 5 (4): ¢01478-14. doi: 10.1128/mBi0.01478-14.

Laskowski, R. A. & Swindells, M. B. (2011). LigPlot+: multiple ligand-protein interaction dia-
grams for drug discovery. J Chem Inf Model, 51 (10): 2778-86. doi: 10.1021/¢i200227u.

Latunde-Dada, G. O., Takeuchi, K., Simpson, R. J. & McKie, A. T. (2006). Haem carrier protein
1 (HCP1): Expression and functional studies in cultured cells. FEBS Lett, 580 (30): 6865-70. doi:
10.1016/].febslet.2006.11.048.

Laurell, C. B. & Eriksson, S. (1963). Electrophoretic alphal-globulin pattern of serum in alphal-
antitrypsin deficiency. Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation, 15 (2): 132-
&. doi: Doi 10.3109/00365516309051324.

Lawlor, D. A., Ebrahim, S. & Davey Smith, G. (2004). Association between self-reported child-
hood socioeconomic position and adult lung function: findings from the British Women’s Heart
and Health Study. Thorax, 59 (3): 199-203.

Lazaro-Diez, M., Navascues-Lejarza, T., Remuzgo-Martinez, S., Navas, J., Icardo, J. M., Acosta,
F., Martinez-Martinez, L. & Ramos-Vivas, J. (2016). Acinetobacter baumannii and A. pittii
clinical isolates lack adherence and cytotoxicity to lung epithelial cells in vitro. Microbes Infect,
18 (9): 559-64. doi: 10.1016/j.micinf.2016.05.002.

Leberl, M., Kratzer, A. & Taraseviciene-Stewart, L. (2013). Tobacco smoke induced COPD/em-
physema in the animal model-are we all on the same page? Front Physiol, 4: 91. doi: 10.3389/
fphys.2013.00091.

Lecaille, F., Lalmanach, G. & Andrault, P. M. (2016). Antimicrobial proteins and peptides in hu-
man lung diseases: A friend and foe partnership with host proteases. Biochimie, 122: 151-68. doi:
10.1016/j.biochi.2015.08.014.

Leiberman, A., Leibovitz, E., Piglansky, L., Raiz, S., Press, J., Yagupsky, P. & Dagan, R. (2001).
Bacteriologic and clinical efficacy of trimethoprim-sulfamethoxazole for treatment of acute otitis
media. Pediatr Infect Dis J, 20 (3): 260-4.

Leopold, P. L., O’Mahony, M. J., Lian, X. J., Tilley, A. E., Harvey, B. G. & Crystal, R. G. (2009).
Smoking is associated with shortened airway cilia. PLoS One, 4 (12): e8157. doi: 10.1371/journal.
pone.0008157.

LeVine, A. M., Whitsett, J. A., Gwozdz, J. A., Richardson, T. R., Fisher, J. H., Burhans, M. S. &
Korfhagen, T. R. (2000). Distinct effects of surfactant protein A or D deficiency during bacterial
infection on the lung. J Immunol, 165 (7): 3934-40.

LeVine, A. M. & Whitsett, J. A. (2001). Pulmonary collectins and innate host defense of the lung.
Microbes Infect, 3 (2): 161-6.

Li, N., Wang, M., Bramble, L. A., Schmitz, D. A., Schauer, J. J., Sioutas, C., Harkema, J. R. &
Nel, A. E. (2009). The adjuvant effect of ambient particulate matter is closely reflected by the par-

232

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

ticulate oxidant potential. Environ Health Perspect, 117 (7): 1116-23. doi: 10.1289/ehp.0800319.

Li, X. Y., Donaldson, K., Rahman, I. & MacNee, W. (1994). An investigation of the role of gluta-
thione in increased epithelial permeability induced by cigarette smoke in vivo and in vitro. Am J
Respir Crit Care Med, 149 (6): 1518-25. doi: 10.1164/ajrccm.149.6.8004308.

Lichtenegger, S., Bina, ., Roier, S., Bauernfeind, S., Keidel, K., Schild, S., Anthony, M. & Reidl,
J. (2014). Characterization of lactate utilization and its implication on the physiology of Hae-
mophilus influenzae. Int J Med Microbiol, 304 (3-4): 490-8. doi: 10.1016/j.ijmm.2014.02.010.

Lichtenegger, S., Bina, 1., Durakovic, S., Glaser, P., Tutz, S., Schild, S. & Reidl, J. (2017). Serum
resistance and phase variation of a nasopharyngeal non-typeable Haemophilus influenzae isolate.
Int J Med Microbiol, 307 (2): 139-146. doi: 10.1016/j.ijmm.2017.01.005.

Liu, X., Yang, T., Sun, T. & Shao, K. (2017). SIRT1 mediated regulation of oxidative stress in-
duced by Pseudomonas aeruginosa lipopolysaccharides in human alveolar epithelial cells. Mol
Med Rep, 15 (2): 813-818. doi: 10.3892/mmr.2016.6045.

Liu, Y., Lee, K., Perez-Padilla, R., Hudson, N. L. & Mannino, D. M. (2008). Outdoor and indoor
air pollution and COPD-related diseases in high- and low-income countries. Int J Tuberc Lung
Dis, 12 (2): 115-27.

Loeb, M. R. (1995). Ferrochelatase activity and protoporphyrin IX utilization in Haemophilus
influenzae. J Bacteriol, 177 (12): 3613-5.

Loffek, S., Schilling, O. & Franzke, C. W. (2011). Series “matrix metalloproteinases in lung
health and disease”: Biological role of matrix metalloproteinases: a critical balance. Eur Respir J,
38 (1): 191-208. doi: 10.1183/09031936.00146510.

Lopez, C. A. & Skaar, E. P. (2018). The impact of dietary transition metals on host-bacterial inter-
actions. Cell Host Microbe, 23 (6): 737-748. doi: 10.1016/j.chom.2018.05.008.

Lopez-Gomez, A., Cano, V., Moranta, D., Morey, P., Garcia del Portillo, F., Bengoechea, J. A.
& Garmendia, J. (2012). Host cell kinases, alpha5 and betal integrins, and Racl signalling on
the microtubule cytoskeleton are important for non-typeable Haemophilus influenzae invasion
of respiratory epithelial cells. Microbiology, 158 (Pt 9): 2384-98. doi: 10.1099/mic.0.059972-0.

Lopez-Otin, C., Blasco, M. A., Partridge, L., Serrano, M. & Kroemer, G. (2013). The hallmarks
of aging. Cell, 153 (6): 1194-217. doi: 10.1016/j.cell.2013.05.039.

Louhelainen, N., Rytila, P., Haahtela, T., Kinnula, V. L. & Djukanovic, R. (2009). Persistence of
oxidant and protease burden in the airways after smoking cessation. BMC Pulm Med, 9: 25. doi:
10.1186/1471-2466-9-25.

Lugade, A. A., Vethanayagam, R. R., Nasirikenari, M., Bogner, P. N., Segal, B. H. & Thanavala,
Y. (2011). Nrf2 regulates chronic lung inflammation and B-cell responses to nontypeable Hae-

mophilus influenzae. Am J Respir Cell Mol Biol, 45 (3): 557-65. doi: 10.1165/rcmb.2010-03210C.

Lysenko, E. S., Gould, J., Bals, R., Wilson, J. M. & Weiser, J. N. (2000a). Bacterial phosphor-

233



Referencias

ylcholine decreases susceptibility to the antimicrobial peptide LL-37/hCAP18 expressed in the
upper respiratory tract. Infect Immun, 68 (3): 1664-71.

Lysenko, E. S., Richards, J. C., Cox, A. D., Stewart, A., Martin, A., Kapoor, M. & Weiser, J. N.
(2000b). The position of phosphorylcholine on the lipopolysaccharide of Haemophilus influenzae
affects binding and sensitivity to C-reactive protein-mediated killing. Mol Microbiol, 35 (1): 234-
45.

Maciver, I. & Hansen, E. J. (1996). Lack of expression of the global regulator OxyR in Haemophi-
lus influenzae has a profound effect on growth phenotype. Infect Immun, 64 (11): 4618-29.

Macfadyen, L. P., Ma, C. & Redfield, R. J. (1998). A 3°,5’ cyclic AMP (cAMP) phosphodiesterase
modulates cAMP levels and optimizes competence in Haemophilus influenzae Rd. J Bacteriol,
180 (17): 4401-5.

Mackay, A. J. & Hurst, J. R. (2013). COPD exacerbations: causes, prevention, and treatment. /m-
munol Allergy Clin North Am, 33 (1): 95-115. doi: 10.1016/j.iac.2012.10.006.

Maina, J. N. (2000). Comparative respiratory morphology: themes and principles in the design
and construction of the gas exchangers. Anat Rec, 261 (1): 25-44.

Malhotra, D., Thimmulappa, R., Vij, N., Navas-Acien, A., Sussan, T., Merali, S., Zhang, L.,
Kelsen, S. G., Myers, A., Wise, R., et al. (2009). Heightened endoplasmic reticulum stress in
the lungs of patients with chronic obstructive pulmonary disease: the role of Nrf2-regulated pro-
teasomal activity. Am J Respir Crit Care Med, 180 (12): 1196-207. doi: 10.1164/rccm.200903-
03240C.

Malhotra, S., Deshmukh, S. S. & Dastidar, S. G. (2012). COX inhibitors for airway inflammation.
Expert Opin Ther Targets, 16 (2): 195-207. doi: 10.1517/14728222.2012.661416.

Mammen, M. J. & Sethi, S. (2016). COPD and the microbiome. Respirology, 21 (4): 590-9. doi:
10.1111/resp.12732.

Man, W. H., de Steenhuijsen Piters, W. A. & Bogaert, D. (2017). The microbiota of the respira-
tory tract: gatekeeper to respiratory health. Nat Rev Microbiol, 15 (5): 259-270. doi: 10.1038/
nrmicro.2017.14.

Mannam, P., Rauniyar, N., Lam, T. T., Luo, R., Lee, P. J. & Srivastava, A. (2016). MKK3 influ-
ences mitophagy and is involved in cigarette smoke-induced inflammation. Free Radic Biol Med,
101: 102-115. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2016.10.001.

Mansour, S. C., Pena, O. M. & Hancock, R. E. (2014). Host defense peptides: front-line immuno-
modulators. Trends Immunol, 35 (9): 443-50. doi: 10.1016/5.t.2014.07.004.

Mansson, M., Hood, D. W., Moxon, E. R. & Schweda, E. K. (2003). Structural diversity in lipo-
polysaccharide expression in nontypeable Haemophilus influenzae. 1dentification of L-glycerol-
D-manno-heptose in the outer-core region in three clinical isolates. Eur J Biochem, 270 (4): 610-
24.

234

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Mansson, V., Skaare, D., Riesbeck, K. & Resman, F. (2017). The spread and clinical impact of
ST14CC-PBP3 type IIb/A, a clonal group of non-typeable Haemophilus influenzae with chromo-
somally mediated beta-lactam resistance-a prospective observational study. Clin Microbiol Infect,
23 (3): 209 e1-209 e7. doi: 10.1016/j.cmi.2016.11.006.

Marc, M. M., Korosec, P., Kosnik, M., Kern, I., Flezar, M., Suskovic, S. & Sorli, J. (2004).
Complement factors c3a, c4a, and c5a in chronic obstructive pulmonary disease and asthma. Am
J Respir Cell Mol Biol, 31 (2): 216-9. doi: 10.1165/rcmb.2003-03940C.

Marti, S., Puig, C., Merlos, A., Vinas, M., de Jonge, M. L., Linares, J., Ardanuy, C. & Langeresis, J.
D. (2017). Bacterial lysis through interference with peptidoglycan synthesis increases biofilm for-
mation by nontypeable Haemophilus influenzae. mSphere, 2 (1). doi: 10.1128/mSphere.00329-16.

Marti-Lliteras, P., Regueiro, V., Morey, P., Hood, D. W., Saus, C., Sauleda, J., Agusti, A. G.,
Bengoechea, J. A. & Garmendia, J. (2009). Nontypeable Haemophilus influenzae clearance by
alveolar macrophages is impaired by exposure to cigarette smoke. Infect Immun, 77 (10): 4232-
42. doi: 10.1128/TA1.00305-09.

Marti-Lliteras, P., Lopez-Gomez, A., Mauro, S., Hood, D. W., Viadas, C., Calatayud, L., Morey,
P., Servin, A., Linares, J., Oliver, A., et al. (2011). Nontypeable Haemophilus influenzae displays
a prevalent surface structure molecular pattern in clinical isolates. PLoS One, 6 (6): €21133. doi:
10.1371/journal.pone.0021133.

Martin, T. R. & Frevert, C. W. (2005). Innate immunity in the lungs. Proc Am Thorac Soc, 2 (5):
403-11. doi: 10.1513/pats.200508-090JS.

Martinez, F. J., Foster, G., Curtis, J. L., Criner, G., Weinmann, G., Fishman, A., DeCamp, M. M.,
Benditt, J., Sciurba, F., Make, B., et al. (2006). Predictors of mortality in patients with emphysema
and severe airflow obstruction. Am J Respir Crit Care Med, 173 (12): 1326-34. doi: 10.1164/
rcem.200510-16770C.

Martinez-Rivera, C., Portillo, K., Munoz-Ferrer, A., Martinez-Ortiz, M. L., Molins, E., Serra, P.,
Ruiz-Manzano, J. & Morera, J. (2012). Anemia is a mortality predictor in hospitalized patients for
COPD exacerbation. COPD, 9 (3): 243-50. doi: 10.3109/15412555.2011.647131.

Mason, K. M., Munson, R. S., Jr. & Bakaletz, L. O. (2003). Nontypeable Haemophilus influen-
zae gene expression induced in vivo in a chinchilla model of otitis media. Infect Immun, 71 (6):
3454-62.

Mason, K. M., Munson, R. S., Jr. & Bakaletz, L. O. (2005). A mutation in the sap operon attenu-
ates survival of nontypeable Haemophilus influenzae in a chinchilla model of otitis media. Infect
Immun, 73 (1): 599-608. doi: 10.1128/TA1.73.1.599-608.2005.

Mason, K. M., Bruggeman, M. E., Munson, R. S. & Bakaletz, L. O. (2006). The non-typeable
Haemophilus influenzae Sap transporter provides a mechanism of antimicrobial peptide resistance
and SapD-dependent potassium acquisition. Mol Microbiol, 62 (5): 1357-72. doi: 10.1111/j.1365-
2958.2006.05460.x.

Mason, K. M., Raffel, F. K., Ray, W. C. & Bakaletz, L. O. (2011). Heme utilization by nontype-

235



Referencias

able Haemophilus influenzae is essential and dependent on Sap transporter function. J Bacteriol,
193 (10): 2527-35. doi: 10.1128/JB.01313-10.

Mason, R. J., Greene, K. & Voelker, D. R. (1998). Surfactant protein A and surfactant protein D
in health and disease. Am J Physiol, 275 (1 Pt 1): L1-13.

Mason, R. J. (2006). Biology of alveolar type II cells. Respirology, 11 Suppl: S12-5. doi:
10.1111/7.1440-1843.2006.00800.x.

Masoud, H., Moxon, E. R., Martin, A., Krajcarski, D. & Richards, J. C. (1997). Structure of the
variable and conserved lipopolysaccharide oligosaccharide epitopes expressed by Haemophilus
influenzae serotype b strain Eagan. Biochemistry, 36 (8): 2091-103. doi: 10.1021/bi961989y.

Masoud, H., Uhrin, D., Moxon, E. R. & Richards, J. C. (2008). Identification of a novel structural
motif in the lipopolysaccharide of the galE/galK double mutant of Haemophilus influenzae strain
Eagan. Carbohydr Res, 343 (16): 2763-70. doi: 10.1016/j.carres.2008.04.027.

Maughan, H. & Redfield, R. J. (2009). Extensive variation in natural competence in Haemophilus
influenzae. Evolution, 63 (7): 1852-66. doi: 10.1111/j.1558-5646.2009.00658 x.

Mell, J. C., Shumilina, S., Hall, I. M. & Redfield, R. J. (2011). Transformation of natural genetic
variation into Haemophilus influenzae genomes. PLoS Pathog, 7 (7): €1002151. doi: 10.1371/
journal.ppat.1002151.

Mell, J. C., Hall, I. M. & Redfield, R. J. (2012). Defining the DNA uptake specificity of naturally
competent Haemophilus influenzae cells. Nucleic Acids Res, 40 (17): 8536-49. doi: 10.1093/nar/
gks640.

Mell, J. C., Sinha, S., Balashov, S., Viadas, C., Grassa, C. J., Ehrlich, G. D., Nislow, C., Redfield,
R.J. & Garmendia, J. (2014). Complete genome sequence of Haemophilus influenzae strain 375
from the middle ear of a pediatric patient with otitis media. Genome Announc, 2 (6). doi: 10.1128/
genomeA.01245-14.

Mell, J. C., Viadas, C., Moleres, J., Sinha, S., Fernandez-Calvet, A., Porsch, E. A., St Geme, J.
W., 3rd, Nislow, C., Redfield, R. J. & Garmendia, J. (2016). Transformed recombinant enrichment
profiling rapidly identifies HMW1 as an intracellular invasion locus in Haemophilus influenzae.
PLoS Pathog, 12 (4): €1005576. doi: 10.1371/journal.ppat.1005576.

Meng, G., Spahich, N., Kenjale, R., Waksman, G. & St Geme, J. W., 3rd. (2011). Crystal structure
of the Haemophilus influenzae Hap adhesin reveals an intercellular oligomerization mechanism
for bacterial aggregation. EMBO J, 30 (18): 3864-74. doi: 10.1038/emboj.2011.279.

Meyer, P. A., Socias, S., Key, J., Ransey, E., Tjon, E. C., Buschiazzo, A., Lei, M., Botka, C., With-
row, J., Neau, D., et al. (2016). Data publication with the structural biology data grid supports live
analysis. Nat Commun, 7: 10882. doi: 10.1038/ncomms10882.

Mikko, M., Forsslund, H., Cui, L., Grunewald, J., Wheelock, A. M., Wahlstrom, J. & Skold, C.

M. (2013). Increased intraepithelial (CD103+) CD8+ T cells in the airways of smokers with and
without chronic obstructive pulmonary disease. Immunobiology, 218 (2): 225-31. doi: 10.1016/j.

236

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

imbio.2012.04.012.

Mingarro, 1., Lukovic, D., Vilar, M. & Perez-Gil, J. (2008). Synthetic pulmonary surfactant prepa-
rations: new developments and future trends. Curr Med Chem, 15 (4): 393-403.

Miyabara, Y., Ichinose, T., Takano, H., Lim, H. B. & Sagai, M. (1998). Effects of diesel exhaust
on allergic airway inflammation in mice. J Allergy Clin Immunol, 102 (5): 805-12.

Mohd-Zain, Z., Kamsani, N. H., Ismail, I. S. & Ahmad, N. (2012). Antibiotic susceptibility profile
of Haemophilus influenzae and transfer of cotrimoxazole resistance determinants. 7rop Biomed,
29 (3): 372-80.

Moleres, J., Fernandez-Calvet, A., Ehrlich, R.L., Marti, S., Pérez-Regidor, L., Euba, B., Rodri-
guez-Arce, 1., Balashov, S., Cuevas, E., Linares, J., Ardanuy, C., Martin-Santamaria, S., Ehrlich,
G. D., Mell, J. C. & Garmendia, J. Antagonistic pleiotropy in the bifunctional surface pro-
tein FadL (OmpP1) during adaptation of Haemophilus influenzae to chronic lung infection
associated with chronic obstructive pulmonary Disease. MBio, 9:¢01176-18. doi: 10.1128/
mBi0.01176-18.

Monso, E., Ruiz, J., Rosell, A., Manterola, J., Fiz, J., Morera, J. & Ausina, V. (1995). Bacterial
infection in chronic obstructive pulmonary disease. A study of stable and exacerbated outpatients
using the protected specimen brush. Am J Respir Crit Care Med, 152 (4 Pt 1): 1316-20. doi:
10.1164/ajreccm.152.4.7551388.

Morey, P., Cano, V., Marti-Lliteras, P., Lopez-Gomez, A., Regueiro, V., Saus, C., Bengoechea,
J. A. & Garmendia, J. (2011). Evidence for a non-replicative intracellular stage of nontype-
able Haemophilus influenzae in epithelial cells. Microbiology, 157 (Pt 1): 234-50. doi: 10.1099/
mic.0.040451-0.

Morey, P., Viadas, C., Euba, B., Hood, D. W., Barberan, M., Gil, C., Grillo, M. J., Bengoechea,
J. A. & Garmendia, J. (2013). Relative contributions of lipooligosaccharide inner and outer core
modifications to nontypeable Haemophilus influenzae pathogenesis. Infect Immun, 81 (11): 4100-
11. doi: 10.1128/TA1.00492-13.

Morris, D., Khurasany, M., Nguyen, T., Kim, J., Guilford, F., Mehta, R., Gray, D., Saviola, B. &
Venketaraman, V. (2013). Glutathione and infection. Biochim Biophys Acta, 1830 (5): 3329-49.
doi: 10.1016/j.bbagen.2012.10.012.

Morton, D. J. & Stull, T. L. (1999). Distribution of a family of Haemophilus influenzae genes
containing CCAA nucleotide repeating units. FEMS Microbiol Lett, 174 (2): 303-9.

Morton, D. J., Smith, A., Ren, Z., Madore, L. L., VanWagoner, T. M., Seale, T. W., Whitby, P. W.
& Stull, T. L. (2004). Identification of a haem-utilization protein (Hup) in Haemophilus influen-
zae. Microbiology, 150 (Pt 12): 3923-33. doi: 10.1099/mic.0.27238-0.

Morton, D. J., Seale, T. W., Madore, L. L., VanWagoner, T. M., Whitby, P. W. & Stull, T. L.

(2007a). The haem-haemopexin utilization gene cluster (h=xuCBA) as a virulence factor of Hae-
mophilus influenzae. Microbiology, 153 (Pt 1): 215-24. doi: 10.1099/mic.0.2006/000190-0.

237



Referencias

Morton, D. J., Smith, A., VanWagoner, T. M., Seale, T. W., Whitby, P. W. & Stull, T. L. (2007b).
Lipoprotein e (P4) of Haemophilus influenzae: role in heme utilization and pathogenesis. Mi-
crobes Infect, 9 (8): 932-9. doi: 10.1016/j.micinf.2007.03.013.

Morton, D. J., Seale, T. W., Bakaletz, L. O., Jurcisek, J. A., Smith, A., VanWagoner, T. M., Whitby,
P. W. & Stull, T. L. (2009a). The heme-binding protein (HbpA) of Haemophilus influenzae as a
virulence determinant. /nt J Med Microbiol, 299 (7): 479-88. doi: 10.1016/j.ijmm.2009.03.004.

Morton, D. J., Seale, T. W., Vanwagoner, T. M., Whitby, P. W. & Stull, T. L. (2009b). The dp-
PpBCDF gene cluster of Haemophilus influenzae: Role in heme utilization. BMC Res Notes, 2: 166.
doi: 10.1186/1756-0500-2-166.

Moxon, E. R., Rainey, P. B., Nowak, M. A. & Lenski, R. E. (1994). Adaptive evolution of highly
mutable /oci in pathogenic bacteria. Curr Biol, 4 (1): 24-33.

Moxon, R., Bayliss, C. & Hood, D. (2006). Bacterial contingency loci: the role of simple se-
quence DNA repeats in bacterial adaptation. Annu Rev Genet, 40: 307-33. doi: 10.1146/annurev.
genet.40.110405.090442.

Muckenthaler, M. U., Galy, B. & Hentze, M. W. (2008). Systemic iron homeostasis and the iron-
responsive element/iron-regulatory protein (IRE/IRP) regulatory network. Annu Rev Nutr, 28:
197-213. doi: 10.1146/annurev.nutr.28.061807.155521.

Muller, K. C., Welker, L., Paasch, K., Feindt, B., Erpenbeck, V. J., Hohlfeld, J. M., Krug, N.,
Nakashima, M., Branscheid, D., Magnussen, H., et al. (2006). Lung fibroblasts from patients with
emphysema show markers of senescence in vitro. Respir Res, 7: 32. doi: 10.1186/1465-9921-7-
32.

Mulugeta, S. & Beers, M. F. (2006). Surfactant protein C: its unique properties and emerg-
ing immunomodulatory role in the lung. Microbes Infect, 8 (8): 2317-23. doi: 10.1016/j.
micinf.2006.04.009.

Munoz-Barrutia, A., Ceresa, M., Artaechevarria, X., Montuenga, L. M. & Ortiz-de-Solorzano, C.
(2012). Quantification of lung damage in an elastase-induced mouse model of emphysema. Int J
Biomed Imaging, 2012: 734734. doi: 10.1155/2012/734734.

Murphy, T. F. & Sethi, S. (1992). Bacterial infection in chronic obstructive pulmonary disease. Am
Rev Respir Dis, 146 (4): 1067-83. doi: 10.1164/ajrccm/146.4.1067.

Murphy, T. F., Brauer, A. L., Schiffmacher, A. T. & Sethi, S. (2004). Persistent colonization by
Haemophilus influenzae in chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med,
170 (3): 266-72. doi: 10.1164/rccm.200403-3540C.

Murphy, T. F. & Brauer, A. L. (2011). Expression of urease by Haemophilus influenzae during
human respiratory tract infection and role in survival in an acid environment. BMC Microbiol, 11:

183. doi: 10.1186/1471-2180-11-183.

Murphy, T. F., Kirkham, C., Gallo, M. C., Yang, Y., Wilding, G. E. & Pettigrew, M. M. (2017).
Immunoglobulin A protease variants facilitate intracellular survival in epithelial cells by nontype-

238

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

able Haemophilus influenzae that persist in the human respiratory tract in chronic obstructive
pulmonary disease. J Infect Dis, 216 (10): 1295-1302. doi: 10.1093/infdis/jix471.

Naito, M. (2008). Macrophage differentiation and function in health and disease. Pathol Int, 58
(3): 143-55. doi: 10.1111/5.1440-1827.2007.02203..x.

Nakamura, S., Shchepetov, M., Dalia, A. B., Clark, S. E., Murphy, T. F., Sethi, S., Gilsdorf, J.
R., Smith, A. L. & Weiser, J. N. (2011). Molecular basis of increased serum resistance among
pulmonary isolates of non-typeable Haemophilus influenzae. PLoS Pathog, 7 (1): €1001247. doi:
10.1371/journal.ppat.1001247.

Neilson, L., Blakely, G. & Sherratt, D. J. (1999). Site-specific recombination at dif by Haemophi-
lus influenzae XerC. Mol Microbiol, 31 (3): 915-26.

Neumann, A., Berends, E. T., Nerlich, A., Molhoek, E. M., Gallo, R. L., Meerloo, T., Nizet,
V., Naim, H. Y. & von Kockritz-Blickwede, M. (2014a). The antimicrobial peptide LL-37 fa-
cilitates the formation of neutrophil extracellular traps. Biochem J, 464 (1): 3-11. doi: 10.1042/
BJ20140778.

Neumann, A., Vollger, L., Berends, E. T., Molhoek, E. M., Stapels, D. A., Midon, M., Friaes,
A., Pingoud, A., Rooijakkers, S. H., Gallo, R. L., et al. (2014b). Novel role of the antimicrobial
peptide LL-37 in the protection of neutrophil extracellular traps against degradation by bacterial
nucleases. J Innate Immun, 6 (6): 860-8. doi: 10.1159/000363699.

Nichols, W. A., Gibson, B. W., Melaugh, W., Lee, N. G., Sunshine, M. & Apicella, M. A. (1997).
Identification of the ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-epimerase (rfaD) and heptosyltransfer-
ase 1l (rfaF) biosynthesis genes from nontypeable Haemophilus influenzae 2019. Infect Immun,
65 (4): 1377-86.

Noel, G. J., Love, D. C. & Mosser, D. M. (1994). High-molecular-weight proteins of nontypeable
Haemophilus influenzae mediate bacterial adhesion to cellular proteoglycans. Infect Immun, 62
(9): 4028-33.

Notredame, C., Higgins, D. G. & Heringa, J. (2000). T-Coffee: A novel method for fast and ac-
curate multiple sequence alignment. J Mol Biol, 302 (1): 205-17. doi: 10.1006/jmbi.2000.4042.

Novotny, L. A. & Bakaletz, L. O. (2016). Intercellular adhesion molecule 1 serves as a primary
cognate receptor for the Type IV pilus of nontypeable Haemophilus influenzae. Cell Microbiol, 18
(8): 1043-55. doi: 10.1111/cmi.12575.

O’Byrne P, M. & Postma, D. S. (1999). The many faces of airway inflammation. Asthma and
chronic obstructive pulmonary disease. Asthma Research Group. Am J Respir Crit Care Med, 159
(5 Pt 2): S41-63.

O’Dwyer, D. N., Gurczynski, S. J. & Moore, B. B. (2018). Pulmonary immunity and extracellular
matrix interactions. Matrix Biol. doi: 10.1016/j.matbio.2018.04.003.

O’Reilly, P. J., Hardison, M. T., Jackson, P. L., Xu, X., Snelgrove, R. J., Gaggar, A., Galin, F. S. &
Blalock, J. E. (2009). Neutrophils contain prolyl endopeptidase and generate the chemotactic pep-

239



Referencias

tide, PGP, from collagen. J Neuroimmunol, 217 (1-2): 51-4. doi: 10.1016/j.jneuroim.2009.09.020.

Oliver, A. & Mena, A. (2010). Bacterial hypermutation in cystic fibrosis, not only for antibiotic
resistance. Clin Microbiol Infect, 16 (7): 798-808. doi: 10.1111/j.1469-0691.2010.03250.x.

Olszak, T., An, D., Zeissig, S., Vera, M. P, Richter, J., Franke, A., Glickman, J. N., Siebert, R.,
Baron, R. M., Kasper, D. L., et al. (2012). Microbial exposure during early life has persistent ef-
fects on natural killer T cell function. Science, 336 (6080): 489-93. doi: 10.1126/science.1219328.

Osman, K. L., Jefferies, J. M., Woelk, C. H., Cleary, D. W. & Clarke, S. C. (2018). The adhes-
ins of non-typeable Haemophilus influenzae. Expert Rev Anti Infect Ther, 16 (3): 187-196. doi:
10.1080/14787210.2018.1438263.

Othman, D. S., Schirra, H., McEwan, A. G. & Kappler, U. (2014). Metabolic versatility in Hae-
mophilus influenzae: a metabolomic and genomic analysis. Front Microbiol, 5: 69. doi: 10.3389/
fmicb.2014.000609.

Overbeek, S. A., Braber, S., Koelink, P. J., Henricks, P. A., Mortaz, E., LoTam Loi, A. T., Jackson,
P. L., Garssen, J., Wagenaar, G. T., Timens, W., et al. (2013). Cigarette smoke-induced collagen
destruction; key to chronic neutrophilic airway inflammation? PLoS One, 8 (1): €55612. doi:
10.1371/journal.pone.0055612.

Owen, C. A. (2005). Proteinases and oxidants as targets in the treatment of chronic obstruc-
tive pulmonary disease. Proc Am Thorac Soc, 2 (4): 373-85; discussion 394-5. doi: 10.1513/
pats.200504-029SR.

Panek, H. & O’Brian, M. R. (2002). A whole genome view of prokaryotic haem biosynthesis.
Microbiology, 148 (Pt 8): 2273-82. doi: 10.1099/00221287-148-8-2273.

Pang, B., Hong, W., West-Barnette, S. L., Kock, N. D. & Swords, W. E. (2008). Diminished
ICAM-1 expression and impaired pulmonary clearance of nontypeable Haemophilus influenzae
in a mouse model of chronic obstructive pulmonary disease/emphysema. Infect Immun, 76 (11):
4959-67. doi: 10.1128/IA1.00664-08.

Pang, B., Hong, W., Kock, N. D. & Swords, W. E. (2012). Dps promotes survival of nontypeable
Haemophilus influenzae in biofilm communities in vitro and resistance to clearance in vivo. Front
Cell Infect Microbiol, 2: 58. doi: 10.3389/fcimb.2012.00058.

Parameswaran, G. 1., Sethi, S. & Murphy, T. F. (2011). Effects of bacterial infection on airway an-
timicrobial peptides and proteins in COPD. Chest, 140 (3): 611-617. doi: 10.1378/chest.10-2760.

Park, J. W., Shin, I. S., Ha, U. H., Oh, S. R., Kim, J. H. & Ahn, K. S. (2015). Pathophysiological
changes induced by Pseudomonas aeruginosa infection are involved in MMP-12 and MMP-13
upregulation in human carcinoma epithelial cells and a pneumonia mouse model. Infect Immun,
83 (12): 4791-9. doi: 10.1128/iai.00619-15.

Peltola, H. (2000). Worldwide Haemophilus influenzae type b disease at the beginning of the 21st

century: global analysis of the disease burden 25 years after the use of the polysaccharide vaccine
and a decade after the advent of conjugates. Clin Microbiol Rev, 13 (2): 302-17.

240

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Pera, T., Zuidhof, A., Valadas, J., Smit, M., Schoemaker, R. G., Gosens, R., Maarsingh, H., Zaags-
ma, J. & Meurs, H. (2011). Tiotropium inhibits pulmonary inflammation and remodelling in a
guinea pig model of COPD. Eur Respir J, 38 (4): 789-96. doi: 10.1183/09031936.00146610.

Perez, B. F., Mendez, G. A., Lagos, R. A. & Vargas, M. S. (2014). Mucociliary clearance system
in lung defense. Rev Med Chil, 142 (5): 606-15. doi: 10.4067/S0034-98872014000500009.

Perez-Rial, S., Del Puerto-Nevado, L., Gonzalez-Mangado, N. & Peces-Barba, G. (2011). Early
detection of susceptibility to acute lung inflammation by molecular imaging in mice exposed to
cigarette smoke. Mol Imaging, 10 (5): 398-405. doi: 10.2310/7290.2011.00010.

Pettigrew, M. M., Ahearn, C. P., Gent, J. F., Kong, Y., Gallo, M. C., Munro, J. B., D’Mello, A.,
Sethi, S., Tettelin, H. & Murphy, T. F. (2018). Haemophilus influenzae genome evolution during
persistence in the human airways in chronic obstructive pulmonary disease. Proc Natl Acad Sci U
S A. doi: 10.1073/pnas.1719654115.

Pfundt, R., Wingens, M., Bergers, M., Zweers, M., Frenken, M. & Schalkwijk, J. (2000). TNF-
alpha and serum induce SKALP/elafin gene expression in human keratinocytes by a p38 MAP
kinase-dependent pathway. Arch Dermatol Res, 292 (4): 180-7.

Philippot, Q., Deslee, G., Adair-Kirk, T. L., Woods, J. C., Byers, D., Conradi, S., Dury, S., Pero-
tin, J. M., Lebargy, F., Cassan, C., et al. (2014). Increased iron sequestration in alveolar macro-
phages in chronic obstructive pulmonary disease. PLoS One, 9 (5): €96285. doi: 10.1371/journal.
pone.0096285.

Pillai, S. G., Ge, D., Zhu, G., Kong, X., Shianna, K. V., Need, A. C., Feng, S., Hersh, C. P., Bakke,
P., Gulsvik, A., et al. (2009). A genome-wide association study in chronic obstructive pulmonary
disease (COPD): identification of two major susceptibility loci. PLoS Genet, 5 (3): €¢1000421. doi:
10.1371/journal.pgen.1000421.

Platt, D. J., Guthrie, A. J. & Langan, C. E. (1983). The isolation of thymidine-requiring Hae-
mophilus influenzae from the sputum of chronic bronchitic patients receiving trimethoprim. J
Antimicrob Chemother, 11 (3): 281-6.

Pniewska, E. & Pawliczak, R. (2013). The involvement of phospholipases A2 in asthma and chron-
ic obstructive pulmonary disease. Mediators Inflamm, 2013: 793505. doi: 10.1155/2013/793505.

Poole, P. J., Chacko, E., Wood-Baker, R. W. & Cates, C. J. (2006). Influenza vaccine for patients
with chronic obstructive pulmonary disease. Cochrane Database Syst Rev (1): CD002733. doi:
10.1002/14651858.CD002733.pub2.

Post, J. C. (2001). Direct evidence of bacterial biofilms in otitis media. Laryngoscope, 111 (12):
2083-94. doi: 10.1097/00005537-200112000-00001.

Power, P. M., Sweetman, W. A., Gallacher, N. J., Woodhall, M. R., Kumar, G. A., Moxon, E. R.
& Hood, D. W. (2009). Simple sequence repeats in Haemophilus influenzae. Infect Genet Evol, 9
(2): 216-28. doi: 10.1016/j.meegid.2008.11.006.

Pragman, A. A., Kim, H. B., Reilly, C. S., Wendt, C. & Isaacson, R. E. (2012). The lung microbi-

241



Referencias

ome in moderate and severe chronic obstructive pulmonary disease. PLoS One, 7 (10): e47305.
doi: 10.1371/journal.pone.0047305.

Pragman, A. A., Lyu, T., Baller, J. A., Gould, T. J., Kelly, R. F., Reilly, C. S., Isaacson, R. E. &
Wendt, C. H. (2018). The lung tissue microbiota of mild and moderate chronic obstructive pulmo-
nary disease. Microbiome, 6 (1): 7. doi: 10.1186/s40168-017-0381-4.

Prasadarao, N. V., Lysenko, E., Wass, C. A., Kim, K. S. & Weiser, J. N. (1999). Opacity-associated
protein A contributes to the binding of Haemophilus influenzae to chang epithelial cells. Infect
Immun, 67 (8): 4153-60.

Puig, C., Grau, I., Marti, S., Tubau, F., Calatayud, L., Pallares, R., Linares, J. & Ardanuy, C.
(2014). Clinical and molecular epidemiology of Haemophilus influenzae causing invasive disease
in adult patients. PLoS One, 9 (11): e112711. doi: 10.1371/journal.pone.0112711.

Punturieri, A., Filippov, S., Allen, E., Caras, I., Murray, R., Reddy, V. & Weiss, S. J. (2000). Regu-
lation of elastinolytic cysteine proteinase activity in normal and cathepsin K-deficient human
macrophages. J Exp Med, 192 (6): 789-99.

Qu, J., Lesse, A. J., Brauer, A. L., Cao, J., Gill, S. R. & Murphy, T. F. (2010). Proteomic ex-
pression profiling of Haemophilus influenzae grown in pooled human sputum from adults with
chronic obstructive pulmonary disease reveal antioxidant and stress responses. BMC Microbiol,
10: 162. doi: 10.1186/1471-2180-10-162.

Quanjer, P. H., Stanojevic, S., Stocks, J., Hall, G. L., Prasad, K. V., Cole, T. J., Rosenthal, M.,
Perez-Padilla, R., Hankinson, J. L., Falaschetti, E., et al. (2010). Changes in the FEV(1)/FVC ratio
during childhood and adolescence: an intercontinental study. Eur Respir J, 36 (6): 1391-9. doi:
10.1183/09031936.00164109.

Quanjer, P. H., Hall, G. L., Stanojevic, S., Cole, T. J., Stocks, J. & Global Lungs, 1. (2012). Age-
and height-based prediction bias in spirometry reference equations. Eur Respir J, 40 (1): 190-7.
doi: 10.1183/09031936.00161011.

Raffel, F. K., Szelestey, B. R., Beatty, W. L. & Mason, K. M. (2013). The Haemophilus influenzae
Sap transporter mediates bacterium-epithelial cell homeostasis. Infect Immun, 81 (1): 43-54. doi:
10.1128/TAL.00942-12.

Rajagopal, A., Rao, A. U., Amigo, J., Tian, M., Upadhyay, S. K., Hall, C., Uhm, S., Mathew, M.
K., Fleming, M. D., Paw, B. H., et al. (2008). Haem homeostasis is regulated by the conserved and
concerted functions of HRG-1 proteins. Nature, 453 (7198): 1127-31. doi: 10.1038/nature06934.

Rajendrasozhan, S., Yang, S. R., Kinnula, V. L. & Rahman, 1. (2008). SIRT1, an antiinflamma-
tory and antiaging protein, is decreased in lungs of patients with chronic obstructive pulmonary
disease. Am J Respir Crit Care Med, 177 (8): 861-70. doi: 10.1164/rccm.200708-12690C.

Ramadas, R. A., Wu, L. & LeVine, A. M. (2009). Surfactant protein A enhances production of

secretory leukoprotease inhibitor and protects it from cleavage by matrix metalloproteinases. J
Immunol, 182 (3): 1560-7.

242

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Ramos-Sevillano, E., Urzainqui, A., Campuzano, S., Moscoso, M., Gonzalez-Camacho, F.,
Domenech, M., Rodriguez de Cordoba, S., Sanchez-Madrid, F., Brown, J. S., Garcia, E., et al.
(2015). Pleiotropic effects of cell wall amidase LytA on Streptococcus pneumoniae sensitivity to
the host immune response. Infect Immun, 83 (2): 591-603. doi: 10.1128/IA1.02811-14.

Rao, V. K., Krasan, G. P.,, Hendrixson, D. R., Dawid, S. & St Geme, J. W., 3%, (1999). Molecular
determinants of the pathogenesis of disease due to non-typable Haemophilus influenzae. FEMS
Microbiol Rev, 23 (2): 99-129.

Ravi, A. K., Khurana, S., Lemon, J., Plumb, J., Booth, G., Healy, L., Catley, M., Vestbo, J. &
Singh, D. (2014). Increased levels of soluble interleukin-6 receptor and CCL3 in COPD sputum.
Respir Res, 15: 103. doi: 10.1186/s12931-014-0103-4.

Reddy, M. S., Bernstein, J. M., Murphy, T. F. & Faden, H. S. (1996). Binding between outer
membrane proteins of nontypeable Haemophilus influenzae and human nasopharyngeal mucin.
Infect Immun, 64 (4): 1477-9.

Reddy, M. S., Murphy, T. F., Faden, H. S. & Bernstein, J. M. (1997). Middle ear mucin gly-
coprotein: purification and interaction with nontypeable Haemophilus influenzae and Moraxella
catarrhalis. Otolaryngol Head Neck Surg, 116 (2): 175-80. doi: 10.1016/S0194-59989770321-8.

Reddy, N. M., Suryanarayana, V., Kalvakolanu, D. V., Yamamoto, M., Kensler, T. W., Hassoun,
P. M., Kleeberger, S. R. & Reddy, S. P. (2009). Innate immunity against bacterial infection fol-
lowing hyperoxia exposure is impaired in NRF2-deficient mice. J Immunol, 183 (7): 4601-8. doi:
10.4049/jimmunol.0901754.

Regueiro, V., Moranta, D., Frank, C. G., Larrarte, E., Margareto, J., March, C., Garmendia, J.
& Bengoechea, J. A. (2011). Klebsiella pneumoniae subverts the activation of inflammatory
responses in a NOD1-dependent manner. Cell Microbiol, 13 (1): 135-53. doi: 10.1111/j.1462-
5822.2010.01526.x

Reid, L. (1960). Measurement of the bronchial mucous gland layer: a diagnostic yardstick in
chronic bronchitis. Thorax, 15: 132-41.

Reidl, J. & Mekalanos, J. J. (1996). Lipoprotein e(P4) is essential for hemin uptake by Haemophi-
lus influenzae. J Exp Med, 183 (2): 621-9.

Reilly, I. A., Knapp, H. R. & Fitzgerald, G. A. (1988). Leukotriene B4 synthesis and neutrophil
chemotaxis in chronic granulocytic leukaemia. J Clin Pathol, 41 (11): 1163-7.

Remuzgo-Martinez, S., Lazaro-Diez, M., Mayer, C., Aranzamendi-Zaldumbide, M., Padilla, D.,
Calvo, J., Marco, F., Martinez-Martinez, L., Icardo, J. M., Otero, A. & Ramos-Vivas, J. (2015).
Biofilm formation and quorum-sensing-molecule production by clinical isolates of Serratia
liquefaciens. Appl Environ Microbiol, 81 (10): 3306-15. doi: 10.1128/AEM.00088-15.

Ren, D., Nelson, K. L., Uchakin, P. N., Smith, A. L., Gu, X. X. & Daines, D. A. (2012). Charac-

terization of extended co-culture of non-typeable Haemophilus influenzae with primary human
respiratory tissues. Exp Biol Med (Maywood), 237 (5): 540-7. doi: 10.1258/ebm.2012.011377.

243



Referencias

Ren, Z., Jin, H., Morton, D. J. & Stull, T. L. (1998). hgpB, a gene encoding a second Haemophi-
lus influenzae hemoglobin- and hemoglobin-haptoglobin-binding protein. Infect Immun, 66 (10):
4733-41.

Repapi, E., Sayers, 1., Wain, L. V., Burton, P. R., Johnson, T., Obeidat, M., Zhao, J. H., Ramasamy,
A., Zhai, G., Vitart, V., et al. (2010). Genome-wide association study identifies five loci associated
with lung function. Nat Genet, 42 (1): 36-44. doi: 10.1038/ng.501.

Reznik, G. K. (1990). Comparative anatomy, physiology, and function of the upper respiratory
tract. Environ Health Perspect, 85: 171-6.

Richards, J. C., Cox, A. D., Schweda, E. K., Martin, A., Hood, D. W. & Moxon, E. R. (2001).
Structure and functional genomics of lipopolysaccharide expression in Haemophilus influenzae.
Adv Exp Med Biol, 491: 515-24.

Robert, X. & Gouet, P. (2014). Deciphering key features in protein structures with the new END-
script server. Nucleic Acids Res, 42 (Web Server issue): W320-4. doi: 10.1093/nar/gku316.

Rodriguez-Arce, 1., Marti, S., Euba, B., Fernandez-Calvet, A., Moleres, J., Lopez-Lopez, N., Bar-
beran, M., Ramos-Vivas, J., Tubau, F., Losa, C., et al. (2017). Inactivation of the thymidylate
synthase thyA4 in non-typeable Haemophilus influenzae modulates antibiotic resistance and has
a strong impact on its interplay with the host airways. Front Cell Infect Microbiol, 7: 266. doi:
10.3389/fcimb.2017.00266.

Rohde, G., Wiethege, A., Borg, 1., Kauth, M., Bauer, T. T., Gillissen, A., Bufe, A. & Schultze-
Werninghaus, G. (2003). Respiratory viruses in exacerbations of chronic obstructive pulmonary
disease requiring hospitalisation: a case-control study. Thorax, 58 (1): 37-42.

Roier, S., Blume, T., Klug, L., Wagner, G. E., Elhenawy, W., Zangger, K., Prassl, R., Reidl, J.,
Daum, G., Feldman, M. F., et al. (2015). A basis for vaccine development: Comparative char-
acterization of Haemophilus influenzae outer membrane vesicles. Int J Med Microbiol, 305 (3):
298-309. doi: 10.1016/j.ijmm.2014.12.005.

Roman, F., Canton, R., Perez-Vazquez, M., Baquero, F. & Campos, J. (2004). Dynamics of long-
term colonization of respiratory tract by Haemophilus influenzae in cystic fibrosis patients shows
a marked increase in hypermutable strains. J Clin Microbiol, 42 (4): 1450-9.

Ronander, E., Brant, M., Janson, H., Sheldon, J., Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2008). Identifica-
tion of a novel Haemophilus influenzae protein important for adhesion to epithelial cells. Mi-
crobes Infect, 10 (1): 87-96. doi: 10.1016/j.micinf.2007.10.006.

Ronander, E., Brant, M., Eriksson, E., Morgelin, M., Hallgren, O., Westergren-Thorsson, G.,
Forsgren, A. & Riesbeck, K. (2009). Nontypeable Haemophilus influenzae adhesin protein E:
characterization and biological activity. J Infect Dis, 199 (4): 522-31. doi: 10.1086/596211.

Rooney, S. A., Young, S. L. & Mendelson, C. R. (1994). Molecular and cellular processing of lung
surfactant. FASEB J, 8 (12): 957-67.

Rosadini, C. V., Gawronski, J. D., Raimunda, D., Arguello, J. M. & Akerley, B. J. (2011). A novel

244

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

zince binding system, ZevAB, is critical for survival of nontypeable Haemophilus influenzae in a
murine lung infection model. Infect Immun, 79 (8): 3366-76. doi: 10.1128/IAL.05135-11.

Rose, M. C. & Voynow, J. A. (2006). Respiratory tract mucin genes and mucin glycoproteins in
health and disease. Physiol Rev, 86 (1): 245-78. doi: 10.1152/physrev.00010.2005.

Rowe, A. K., Deming, M. S., Schwartz, B., Wasas, A., Rolka, D., Rolka, H., Ndoyo, J. & Klugman,
K. P. (2000). Antimicrobial resistance of nasopharyngeal isolates of Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae from children in the Central African Republic. Pediatr Infect Dis J,
19 (5): 438-44.

Roy, A., Kucukural, A. & Zhang, Y. (2010). I-TASSER: a unified platform for automated protein
structure and function prediction. Nat Protoc, 5 (4): 725-38. doi: 10.1038/nprot.2010.5.

Rubovitch, V., Gershnabel, S. & Kalina, M. (2007). Lung epithelial cells modulate the inflamma-
tory response of alveolar macrophages. Inflammation, 30 (6): 236-43. doi: 10.1007/s10753-007-
9042-2.

Rucker, R. B. & Dubick, M. A. (1984). Elastin metabolism and chemistry: potential roles in lung
development and structure. Environ Health Perspect, 55: 179-91.

Russell, R. E., Thorley, A., Culpitt, S. V., Dodd, S., Donnelly, L. E., Demattos, C., Fitzgerald, M.
& Barnes, P. J. (2002). Alveolar macrophage-mediated elastolysis: roles of matrix metalloprotein-
ases, cysteine, and serine proteases. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 283 (4): L867-73. doi:
10.1152/ajplung.00020.2002.

Saetta, M., Baraldo, S., Turato, G., Beghe, B., Casoni, G. L., Bellettato, C. M., Rea, F., Zuin, R.,
Fabbri, L. M. & Papi, A. (2003). Increased proportion of CD8+ T-lymphocytes in the paratracheal
lymph nodes of smokers with mild COPD. Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung Dis, 20 (1): 28-32.

Salvado, M. D., Di Gennaro, A., Lindbom, L., Agerberth, B. & Haeggstrom, J. Z. (2013). Catheli-
cidin LL-37 induces angiogenesis via PGE2-EP3 signaling in endothelial cells, in vivo inhibition
by aspirin. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 33 (8): 1965-72. doi: 10.1161/ATVBAHA.113.301851.

Sanders, J. D., Cope, L. D. & Hansen, E. J. (1994). Identification of a Jocus involved in the utiliza-
tion of iron by Haemophilus influenzae. Infect Immun, 62 (10): 4515-25.

Schaar, V., Uddback, 1., Nordstrom, T. & Riesbeck, K. (2014). Group A streptococci are protected
from amoxicillin-mediated killing by vesicles containing beta-lactamase derived from Haemophi-
lus influenzae. J Antimicrob Chemother, 69 (1): 117-20. doi: 10.1093/jac/dkt307.

Schachern, P. A., Tsuprun, V., Wang, B., Apicella, M. A., Cureoglu, S., Paparella, M. M. & Juhn, S.
K. (2009). Effect of lipooligosaccharide mutations of Haemophilus influenzae on the middle and
inner ears. Int J Pediatr Otorhinolaryngol, 73 (12): 1757-60. doi: 10.1016/j.ijporl.2009.09.034.

Schlor, S., Herbert, M., Rodenburg, M., Blass, J. & Reidl, J. (2000). Characterization of ferroche-
latase (hemH) mutations in Haemophilus influenzae. Infect Immun, 68 (5): 3007-9.

Schmidt, R., Meier, U., Markart, P., Grimminger, F., Velcovsky, H. G., Morr, H., Seeger, W. &

245



Referencias

Gunther, A. (2002). Altered fatty acid composition of lung surfactant phospholipids in inter-
stitial lung disease. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 283 (5): L1079-85. doi: 10.1152/aj-
plung.00484.2001.

Schwartz, J. (2000). Role of polyunsaturated fatty acids in lung disease. Am J Clin Nutr, 71 (1
Suppl): 393S-6S. doi: 10.1093/ajcn/71.1.393s.

Schweda, E. K., Richards, J. C., Hood, D. W. & Moxon, E. R. (2007). Expression and structural
diversity of the lipopolysaccharide of Haemophilus influenzae: implication in virulence. Int J Med
Microbiol, 297 (5): 297-306. doi: 10.1016/§.ijmm.2007.03.007.

Seale, T. W., Morton, D. J., Whitby, P. W., Wolf, R., Kosanke, S. D., VanWagoner, T. M. & Stull,
T. L. (2006). Complex role of hemoglobin and hemoglobin-haptoglobin binding proteins in Hae-
mophilus influenzae virulence in the infant rat model of invasive infection. Infect Immun, 74 (11):
6213-25. doi: 10.1128/T1A1.00744-06.

Seemungal, T., Harper-Owen, R., Bhowmik, A., Moric, 1., Sanderson, G., Message, S., Maccal-
lum, P., Meade, T. W., Jeffries, D. J., Johnston, S. L., et al. (2001). Respiratory viruses, symptoms,
and inflammatory markers in acute exacerbations and stable chronic obstructive pulmonary dis-
ease. Am J Respir Crit Care Med, 164 (9): 1618-23. doi: 10.1164/ajrccm.164.9.2105011.

Seemungal, T. A., Donaldson, G. C., Paul, E. A., Bestall, J. C., Jeffries, D. J. & Wedzicha, J. A.
(1998). Effect of exacerbation on quality of life in patients with chronic obstructive pulmonary
disease. Am J Respir Crit Care Med, 157 (5 Pt 1): 1418-22. doi: 10.1164/ajrccm.157.5.9709032.

Seemungal, T. A., Wilkinson, T. M., Hurst, J. R., Perera, W. R., Sapsford, R. J. & Wedzicha,
J. A. (2008). Long-term erythromycin therapy is associated with decreased chronic obstructive
pulmonary disease exacerbations. Am J Respir Crit Care Med, 178 (11): 1139-47. doi: 10.1164/
rcem.200801-1450C.

Segal, L. N., Alekseyenko, A. V., Clemente, J. C., Kulkarni, R., Wu, B., Gao, Z., Chen, H., Berger,
K. L., Goldring, R. M., Rom, W. N, et al. (2013). Enrichment of lung microbiome with supra-
glottic taxa is associated with increased pulmonary inflammation. Microbiome, 1 (1): 19. doi:
10.1186/2049-2618-1-19.

Segatori, L., Murphy, L., Arredondo, S., Kadokura, H., Gilbert, H., Beckwith, J. & Georgiou, G.
(2006). Conserved role of the linker alpha-helix of the bacterial disulfide isomerase DsbC in the
avoidance of misoxidation by DsbB. J Biol Chem, 281 (8): 4911-9. doi: 10.1074/jbc.M505453200.

Serisier, D. J. (2013). Risks of population antimicrobial resistance associated with chronic mac-
rolide use for inflammatory airway diseases. Lancet Respir Med, 1 (3): 262-74. doi: 10.1016/
S2213-2600(13)70038-9.

Sethi, S. & Murphy, T. F. (2001). Bacterial infection in chronic obstructive pulmonary disease in
2000: a state-of-the-art review. Clin Microbiol Rev, 14 (2): 336-63. doi: 10.1128/CMR.14.2.336-
363.2001.

Sethi, S., Evans, N., Grant, B. J. & Murphy, T. F. (2002). New strains of bacteria and exacerba-
tions of chronic obstructive pulmonary disease. N Engl J Med, 347 (7): 465-71. doi: 10.1056/

246

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

NEJMoa012561.

Sethi, S. & Murphy, T. F. (2008). Infection in the pathogenesis and course of chronic obstructive
pulmonary disease. N Engl J Med, 359 (22): 2355-65. doi: 10.1056/NEJMra0800353.

Sethi, S., Wrona, C., Eschberger, K., Lobbins, P., Cai, X. & Murphy, T. F. (2008). Inflamma-
tory profile of new bacterial strain exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease. Am J
Respir Crit Care Med, 177 (5): 491-7. doi: 10.1164/rccm.200708-12340C.

Sethi, S., Jones, P. W., Theron, M. S., Miravitlles, M., Rubinstein, E., Wedzicha, J. A., Wilson,
R. & group, P. S. (2010). Pulsed moxifloxacin for the prevention of exacerbations of chronic ob-
structive pulmonary disease: a randomized controlled trial. Respir Res, 11: 10. doi: 10.1186/1465-
9921-11-10.

Sethi, S., Anzueto, A., Miravitlles, M., Arvis, P., Alder, J., Haverstock, D., Trajanovic, M. & Wil-
son, R. (2016). Determinants of bacteriological outcomes in exacerbations of chronic obstructive
pulmonary disease. Infection, 44 (1): 65-76. doi: 10.1007/s15010-015-0833-3.

Severi, E., Randle, G., Kivlin, P., Whitfield, K., Young, R., Moxon, R., Kelly, D., Hood, D. &
Thomas, G. H. (2005). Sialic acid transport in Haemophilus influenzae is essential for lipopolysac-
charide sialylation and serum resistance and is dependent on a novel tripartite ATP-independent
periplasmic transporter. Mol Microbiol, 58 (4): 1173-85. doi: 10.1111/j.1365-2958.2005.04901 .x.

Severi, E., Hood, D. W. & Thomas, G. H. (2007). Sialic acid utilization by bacterial pathogens.
Microbiology, 153 (Pt 9): 2817-22. doi: 10.1099/mic.0.2007/009480-0.

Shapiro, S. D., Goldstein, N. M., Houghton, A. M., Kobayashi, D. K., Kelley, D. & Belaaouaj,
A. (2003). Neutrophil elastase contributes to cigarette smoke-induced emphysema in mice. 4m J
Pathol, 163 (6): 2329-35. doi: 10.1016/S0002-9440(10)63589-4.

Sharma, R. & Rao, D. N. (2012). Functional characterization of UvrD helicases from Hae-
mophilus influenzae and Helicobacter pylori. FEBS J, 279 (12): 2134-55. doi: 10.1111/j.1742-
4658.2012.08599.x.

Sharpe, S. W., Kuehn, M. J. & Mason, K. M. (2011). Elicitation of epithelial cell-derived immune
effectors by outer membrane vesicles of nontypeable Haemophilus influenzae. Infect Immun, 79
(11): 4361-9. doi: 10.1128/TAL.05332-11.

Shelton, C. L., Raffel, F. K., Beatty, W. L., Johnson, S. M. & Mason, K. M. (2011). Sap transporter
mediated import and subsequent degradation of antimicrobial peptides in Haemophilus. PLoS
Pathog, 7 (11): €1002360. doi: 10.1371/journal.ppat.1002360.

Shohaimi, S., Welch, A., Bingham, S., Luben, R., Day, N., Warecham, N. & Khaw, K. T. (2004).
Area deprivation predicts lung function independently of education and social class. Eur Respir
J,24 (1): 157-61.

Siddiqui, S. H., Guasconi, A., Vestbo, J., Jones, P., Agusti, A., Paggiaro, P., Wedzicha, J. A. &

Singh, D. (2015). Blood eosinophils: a biomarker of response to extrafine beclomethasone/for-
moterol in chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med, 192 (4): 523-5.

247



Referencias

doi: 10.1164/rccm.201502-0235LE.

Silva, G. E., Sherrill, D. L., Guerra, S. & Barbee, R. A. (2004). Asthma as a risk factor for COPD
in a longitudinal study. Chest, 126 (1): 59-65. doi: 10.1378/chest.126.1.59.

Silverberg, D. S., Mor, R., Weu, M. T., Schwartz, D., Schwartz, I. F. & Chernin, G. (2014). Ane-
mia and iron deficiency in COPD patients: prevalence and the effects of correction of the ane-
mia with erythropoiesis stimulating agents and intravenous iron. BMC Pulm Med, 14: 24. doi:
10.1186/1471-2466-14-24.

Silverman, E. K., Pierce, J. A., Province, M. A., Rao, D. C. & Campbell, E. J. (1989). Variability
of pulmonary function in alpha-1-antitrypsin deficiency: clinical correlates. Ann Intern Med, 111
(12): 982-91.

Silverman, E. K. & Speizer, F. E. (1996). Risk factors for the development of chronic obstructive
pulmonary disease. Med Clin North Am, 80 (3): 501-22.

Singh, B., Al-Jubair, T., Morgelin, M., Thunnissen, M. M. & Riesbeck, K. (2013). The unique
structure of Haemophilus influenzae protein E reveals multiple binding sites for host factors.
Infect Immun, 81 (3): 801-14. doi: 10.1128/IAL.01111-12.

Sinha, S., Mell, J. C. & Redfield, R. J. (2012). Seventeen Sxy-dependent cyclic AMP receptor
protein site-regulated genes are needed for natural transformation in Haemophilus influenzae. J
Bacteriol, 194 (19): 5245-54. doi: 10.1128/J1B.00671-12.

Sinha, S., Mell, J. & Redfield, R. (2013). The availability of purine nucleotides regulates natural
competence by controlling translation of the competence activator Sxy. Mol Microbiol, 88 (6):
1106-19. doi: 10.1111/mmi.12245.

Sinha, S. K. & Detsky, A. S. (2012). Measure, promote, and reward mobility to prevent falls in
older patients. JAMA, 308 (24): 2573-4. doi: 10.1001/jama.2012.68313.

Sitaram, N. & Nagaraj, R. (2002). Host-defense antimicrobial peptides: importance of structure
for activity. Curr Pharm Des, 8 (9): 727-42.

Skaar, E. P. (2010). The battle for iron between bacterial pathogens and their vertebrate hosts.
PLoS Pathog, 6 (8): €1000949. doi: 10.1371/journal.ppat.1000949.

Snider, G. L., Lucey, E. C. & Stone, P. J. (1986). Animal models of emphysema. Am Rev Respir
Dis, 133 (1): 149-69. doi: 10.1164/arrd.1986.133.1.149.

Soares, M. P. & Weiss, G. (2015). The Iron age of host-microbe interactions. EMBO Rep, 16 (11):
1482-500. doi: 10.15252/embr.201540558.

Sohn, S. H., Jang, H., Kim, Y., Jang, Y. P., Cho, S. H., Jung, H., Jung, S. & Bae, H. (2013). The ef-
fects of Gamijinhae-tang on elastase/lipopolysaccharide-induced lung inflammation in an animal
model of acute lung injury. BMC Complement Altern Med, 13: 176. doi: 10.1186/1472-6882-13-
176.

Soler Artigas, M., Wain, L. V., Repapi, E., Obeidat, M., Sayers, 1., Burton, P. R., Johnson, T.,

248

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

Zhao, J. H., Albrecht, E., Dominiczak, A. F., et al. (2011). Effect of five genetic variants associ-
ated with lung function on the risk of chronic obstructive lung disease, and their joint effects on
lung function. Am J Respir Crit Care Med, 184 (7): 786-95. doi: 10.1164/rccm.201102-01920C.

Song, L. Y., Goff, M., Davidian, C., Mao, Z., London, M., Lam, K., Yung, M. & Miller, J. H.
(2016). Mutational consequences of ciprofloxacin in Escherichia coli. Antimicrob Agents
Chemother, 60 (10): 6165-72. doi: 10.1128/AAC.01415-16.

Sorensen, O., Arnljots, K., Cowland, J. B., Bainton, D. F. & Borregaard, N. (1997). The human
antibacterial cathelicidin, hCAP-18, is synthesized in myelocytes and metamyelocytes and local-
ized to specific granules in neutrophils. Blood, 90 (7): 2796-803.

Spahich, N. A., Hood, D. W., Moxon, E. R. & St Geme, J. W., 3rd. (2012). Inactivation of Hae-
mophilus influenzae lipopolysaccharide biosynthesis genes interferes with outer membrane lo-
calization of the hap autotransporter. J Bacteriol, 194 (7): 1815-22. doi: 10.1128/JB.06316-11.

Spond, J., Billah, M. M., Chapman, R. W., Egan, R. W., Hey, J. A., House, A., Kreutner, W. &
Minnicozzi, M. (2004). The role of neutrophils in LPS-induced changes in pulmonary function in
conscious rats. Pulm Pharmacol Ther, 17 (3): 133-40. doi: 10.1016/j.pupt.2004.01.003.

Sporer, A. J., Kahl, L. J., Price-Whelan, A. & Dietrich, L. E. P. (2017). Redox-based regulation
of bacterial development and behavior. Annu Rev Biochem, 86: 777-797. doi: 10.1146/annurev-
biochem-061516-044453.

Spurzem, J. R. & Rennard, S. 1. (2005). Pathogenesis of COPD. Semin Respir Crit Care Med, 26
(2): 142-53. doi: 10.1055/s-2005-869535.

St Geme, J. W., 3rd & Falkow, S. (1990). Haemophilus influenzae adheres to and enters cultured
human epithelial cells. Infect Immun, 58 (12): 4036-44.

St Geme, J. W., 3rd, Falkow, S. & Barenkamp, S. J. (1993). High-molecular-weight proteins of
nontypeable Haemophilus influenzae mediate attachment to human epithelial cells. Proc Natl
Acad Sci U S A, 90 (7): 2875-9.

St Geme, J. W., 3rd. (1994). The HMW 1 adhesin of nontypeable Haemophilus influenzae recog-
nizes sialylated glycoprotein receptors on cultured human epithelial cells. Infect Immun, 62 (9):
3881-9.

St Geme, J. W., 3rd & Cutter, D. (2000). The Haemophilus influenzae Hia adhesin is an autotrans-
porter protein that remains uncleaved at the C terminus and fully cell associated. J Bacteriol, 182

(21): 6005-13.

St Geme, J. W., 3rd. (2002). Molecular and cellular determinants of non-typeable Haemophilus
influenzae adherence and invasion. Cell Microbiol, 4 (4): 191-200.

Starcher, B. C. & Galione, M. J. (1976). Purification and comparison of elastins from different
animal species. Anal Biochem, 74 (2): 441-7.

Starner, T. D., Swords, W. E., Apicella, M. A. & McCray, P. B., Jr. (2002). Susceptibility of non-

249



Referencias

typeable Haemophilus influenzae to human beta-defensins is influenced by lipooligosaccharide
acylation. Infect Immun, 70 (9): 5287-9.

Starner, T. D., Zhang, N., Kim, G., Apicella, M. A. & McCray, P. B., Jr. (2006). Haemophilus in-
fluenzae forms biofilms on airway epithelia: implications in cystic fibrosis. 4m J Respir Crit Care
Med, 174 (2): 213-20. doi: 10.1164/rccm.200509-14590C.

Stauff, D. L. & Skaar, E. P. (2009). The heme sensor system of Staphylococcus aureus. Contrib
Microbiol, 16: 120-35. doi: 10.1159/000219376.

Steele, K. H., O’Connor, L. H., Burpo, N., Kohler, K. & Johnston, J. W. (2012). Characterization
of a ferrous iron-responsive two-component system in nontypeable Haemophilus influenzae. J
Bacteriol, 194 (22): 6162-73. doi: 10.1128/J1B.01465-12.

Stolk, J., Rudolphus, A., Davies, P., Osinga, D., Dijkman, J. H., Agarwal, L., Keenan, K. P.,
Fletcher, D. & Kramps, J. A. (1992). Induction of emphysema and bronchial mucus cell hyper-
plasia by intratracheal instillation of lipopolysaccharide in the hamster. J Pathol, 167 (3): 349-56.
doi: 10.1002/path.1711670314.

Stowell, S. R., Arthur, C. M., McBride, R., Berger, O., Razi, N., Heimburg-Molinaro, J., Ro-
drigues, L. C., Gourdine, J. P., Noll, A. J., von Gunten, S., et al. (2014). Microbial glycan mi-
croarrays define key features of host-microbial interactions. Nat Chem Biol, 10 (6): 470-6. doi:
10.1038/nchembio.1525.

Strunk, R. C., Eidlen, D. M. & Mason, R. J. (1988). Pulmonary alveolar type Il epithelial cells
synthesize and secrete proteins of the classical and alternative complement pathways. J Clin In-
vest, 81 (5): 1419-26. doi: 10.1172/JC1113472.

Su, Y. C., Mukherjee, O., Singh, B., Hallgren, O., Westergren-Thorsson, G., Hood, D. & Ries-
beck, K. (2016). Haemophilus influenzae P4 interacts with extracellular matrix proteins promot-
ing adhesion and serum resistance. J Infect Dis, 213 (2): 314-23. doi: 10.1093/infdis/jiv374.

Sun, S., Wang, X., Wu, X., Zhao, Y., Wang, F., Liu, X., Song, Y., Wu, Z. & Liu, M. (2011). Toll-
like receptor activation by helminths or helminth products to alleviate inflammatory bowel dis-
ease. Parasit Vectors, 4: 186. doi: 10.1186/1756-3305-4-186.

Swords, W. E., Buscher, B. A., Ver Steeg Ii, K., Preston, A., Nichols, W. A., Weiser, J. N., Gibson,
B. W. & Apicella, M. A. (2000). Non-typeable Haemophilus influenzae adhere to and invade hu-
man bronchial epithelial cells via an interaction of lipooligosaccharide with the PAF receptor. Mol
Microbiol, 37 (1): 13-27.

Swords, W. E., Moore, M. L., Godzicki, L., Bukofzer, G., Mitten, M. J. & VonCannon, J. (2004).
Sialylation of lipooligosaccharides promotes biofilm formation by nontypeable Haemophilus in-

fluenzae. Infect Immun, 72 (1): 106-13.

Swords, W. E. (2012). Nontypeable Haemophilus influenzae biofilms: role in chronic airway in-
fections. Front Cell Infect Microbiol, 2: 97. doi: 10.3389/fcimb.2012.00097.

Sze, M. A., Dimitriu, P. A., Hayashi, S., Elliott, W. M., McDonough, J. E., Gosselink, J. V., Coo-

250

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

per, J., Sin, D. D., Mohn, W. W. & Hogg, J. C. (2012). The lung tissue microbiome in chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med, 185 (10): 1073-80. doi: 10.1164/
rcem.201111-20750C.

Sze, M. A., Hogg, J. C. & Sin, D. D. (2014). Bacterial microbiome of lungs in COPD. Internation-
al Journal of Chronic Obstructive Pulmonary Disease, 9: 229-238. doi: 10.2147/Copd.S38932.

Szelestey, B. R., Heimlich, D. R., Raffel, F. K., Justice, S. S. & Mason, K. M. (2013). Haemophi-
lus responses to nutritional immunity: epigenetic and morphological contribution to biofilm archi-
tecture, invasion, persistence and disease severity. PLoS Pathog, 9 (10): €1003709. doi: 10.1371/
journal.ppat.1003709.

Takeyama, K., Jung, B., Shim, J. J., Burgel, P. R., Dao-Pick, T., Ueki, I. F., Protin, U., Kroschel,
P. & Nadel, J. A. (2001). Activation of epidermal growth factor receptors is responsible for mucin
synthesis induced by cigarette smoke. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol,280 (1): L165-72. doi:
10.1152/ajplung.2001.280.1.L165.

Tam, A., Bates, J. H., Churg, A., Wright, J. L., Man, S. F. & Sin, D. D. (2016). Sex-related differ-
ences in pulmonary function following 6 months of cigarette exposure: implications for sexual
dimorphism in mild COPD. PLoS One, 11 (10): e0164835. doi: 10.1371/journal.pone.0164835.

Tanabe, N., Hoshino, Y., Marumo, S., Kiyokawa, H., Sato, S., Kinose, D., Uno, K., Muro, S.,
Hirai, T., Yodoi, J., et al. (2013). Thioredoxin-1 protects against neutrophilic inflammation and
emphysema progression in a mouse model of chronic obstructive pulmonary disease exacerba-
tion. PLoS One, 8 (11): €79016. doi: 10.1371/journal.pone.0079016.

Tandara, L., Grubisic, T. Z., Ivan, G., Jurisic, Z., Tandara, M., Gugo, K., Mladinov, S. & Salamu-
nic, 1. (2015). Systemic inflammation up-regulates serum hepcidin in exacerbations and stabile
chronic obstructive pulmonary disease. Clin Biochem, 48 (18): 1252-7. doi: 10.1016/j.clinbio-
chem.2015.07.010.

Taylor, J. D. (2010). COPD and the response of the lung to tobacco smoke exposure. Pulm Phar-
macol Ther, 23 (5): 376-83. doi: 10.1016/j.pupt.2010.04.003.

Tchoupa, A. K., Lichtenegger, S., Reidl, J. & Hauck, C. R. (2015). Outer membrane protein P1 is
the CEACAM-binding adhesin of Haemophilus influenzae. Mol Microbiol, 98 (3): 440-55. doi:
10.1111/mmi.13134.

Thai, P., Loukoianov, A., Wachi, S. & Wu, R. (2008). Regulation of airway mucin gene expres-
sion. Annu Rev Physiol, 70: 405-29. doi: 10.1146/annurev.physiol.70.113006.100441.

Thompson, A. B., Bohling, T., Payvandi, F. & Rennard, S. I. (1990). Lower respiratory tract lac-
toferrin and lysozyme arise primarily in the airways and are elevated in association with chronic

bronchitis. J Lab Clin Med, 115 (2): 148-58.

Tomb, J. F. (1992). A periplasmic protein disulfide oxidoreductase is required for transformation
of Haemophilus influenzae Rd. Proc Natl Acad Sci U S 4, 89 (21): 10252-6.

Tomee, J. F., Koeter, G. H., Hiemstra, P. S. & Kauffman, H. F. (1998). Secretory leukoprotease in-

251



Referencias

hibitor: a native antimicrobial protein presenting a new therapeutic option? Thorax, 53 (2): 114-6.

Tong, H. H., Blue, L. E., James, M. A., Chen, Y. P. & DeMaria, T. F. (2000). Evaluation of phase
variation of nontypeable Haemophilus influenzae lipooligosaccharide during nasopharyngeal col-
onization and development of otitis media in the chinchilla model. Infect Immun, 68 (8): 4593-7.

Torrelles, J. B., Azad, A. K., Henning, L. N., Carlson, T. K. & Schlesinger, L. S. (2008). Role of
C-type lectins in mycobacterial infections. Curr Drug Targets, 9 (2): 102-12.

Torrent, M., Badia, M., Moussaoui, M., Sanchez, D., Nogues, M. V. & Boix, E. (2010). Compari-
son of human RNase 3 and RNase 7 bactericidal action at the Gram-negative and Gram-positive
bacterial cell wall. FEBS J, 277 (7): 1713-25. doi: 10.1111/j.1742-4658.2010.07595..x.

Toward, T. J. & Broadley, K. J. (2000). Airway reactivity, inflammatory cell influx and nitric oxide
in guinea-pig airways after lipopolysaccharide inhalation. Br J Pharmacol, 131 (2): 271-81. doi:
10.1038/sj.bjp.0703589.

Tracy, E., Ye, F., Baker, B. D. & Munson, R. S., Jr. (2008). Construction of non-polar mutants
in Haemophilus influenzae using FLP recombinase technology. BMC Mol Biol, 9: 101. doi:
10.1186/1471-2199-9-101.

Tristram, S., Jacobs, M. R. & Appelbaum, P. C. (2007). Antimicrobial resistance in Haemophilus
influenzae. Clin Microbiol Rev, 20 (2): 368-89. doi: 10.1128/CMR.00040-06.

Trocme, C., Deffert, C., Cachat, J., Donati, Y., Tissot, C., Papacatzis, S., Braunersreuther, V.,
Pache, J. C., Krause, K. H., Holmdahl, R., et al. (2015). Macrophage-specific NOX2 contrib-
utes to the development of lung emphysema through modulation of SIRT1/MMP-9 pathways. J
Pathol, 235 (1): 65-78. doi: 10.1002/path.4423.

Troxell, B. & Hassan, H. M. (2013). Transcriptional regulation by Ferric Uptake Regulator (Fur)
in pathogenic bacteria. Front Cell Infect Microbiol, 3: 59. doi: 10.3389/fcimb.2013.00059.

Tsuji, B. T., Fisher, J., Boadi-Yeboah, R., Holden, P. N., Sethi, S., Pettigrew, M. M. & Mur-
phy, T. F. (2018). Azithromycin pharmacodynamics against persistent Haemophilus influenzae
in Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Antimicrob Agents Chemother, 62 (2). doi: 10.1128/
AAC.01995-17.

Tsuji, T., Aoshiba, K. & Nagai, A. (2006). Alveolar cell senescence in patients with pulmonary
emphysema. Am J Respir Crit Care Med, 174 (8): 886-93. doi: 10.1164/rccm.200509-13740C.

Tudor-Williams, G., Frankland, J., Isaacs, D., Mayon-White, R. T., MacFarlane, J. A., Slack, M.
P., Anderson, E., Rees, D. G. & Moxon, E. R. (1989). Haemophilus influenzae type b disease in
the Oxford region. Arch Dis Child, 64 (4): 517-9.

van Ham, S. M., van Alphen, L., Mooi, F. R. & van Putten, J. P. (1994). The fimbrial gene cluster
of Haemophilus influenzae type b. Mol Microbiol, 13 (4): 673-84.

van Noord, J. A., Aumann, J. L., Janssens, E., Smeets, J. J., Verhaert, J., Disse, B., Mueller,
A. & Cornelissen, P. J. (2005). Comparison of tiotropium once daily, formoterol twice dai-

252

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

ly and both combined once daily in patients with COPD. Eur Respir J, 26 (2): 214-22. doi:
10.1183/09031936.05.00140404.

van Noord, J. A., Buhl, R., Laforce, C., Martin, C., Jones, F., Dolker, M. & Overend, T. (2010).
QVA149 demonstrates superior bronchodilation compared with indacaterol or placebo in pa-
tients with chronic obstructive pulmonary disease. Thorax, 65 (12): 1086-91. doi: 10.1136/
thx.2010.139113.

van Opijnen, T., Bodi, K. L. & Camilli, A. (2009). Tn-seq: high-throughput parallel sequencing
for fitness and genetic interaction studies in microorganisms. Nat Methods, 6 (10): 767-72. doi:
10.1038/nmeth.1377.

van Opijnen, T. & Camilli, A. (2013). Transposon insertion sequencing: a new tool for systems-
level analysis of microorganisms. Nat Rev Microbiol, 11 (7): 435-42. doi: 10.1038/nrmicro3033.

van Schilfgaarde, M., Eijk, P., Regelink, A., van Ulsen, P., Everts, V., Dankert, J. & van Alphen,
L. (1999). Haemophilus influenzae localized in epithelial cell layers is shielded from antibiotics
and antibody-mediated bactericidal activity. Microbial Pathogenesis, 26 (5): 249-262. doi: DOI
10.1006/mpat.1998.0269.

van Zundert, G. C. P., Rodrigues, J., Trellet, M., Schmitz, C., Kastritis, P. L., Karaca, E., Melqui-
ond, A. S. J., van Dijk, M., de Vries, S. J. & Bonvin, A. (2016). The HADDOCK 2.2 Web Server:
User-Friendly Integrative Modeling of Biomolecular Complexes. J Mol Biol, 428 (4): 720-725.
doi: 10.1016/§.jmb.2015.09.014.

Varsano, S., Kaminsky, M., Kaiser, M. & Rashkovsky, L. (2000). Generation of complement C3
and expression of cell membrane complement inhibitory proteins by human bronchial epithelium
cell line. Thorax, 55 (5): 364-9.

Vergauwen, B., Pauwels, F., Vaneechoutte, M. & Van Beeumen, J. J. (2003). Exogenous glutathi-
one completes the defense against oxidative stress in Haemophilus influenzae. J Bacteriol, 185
(5): 1572-81.

Vergauwen, B., Elegheert, J., Dansercoer, A., Devreese, B. & Savvides, S. N. (2010). Glutathione
import in Haemophilus influenzae Rd is primed by the periplasmic heme-binding protein HbpA.
Proc Natl Acad Sci U S A4, 107 (30): 13270-5. doi: 10.1073/pnas.1005198107.

Verra, F., Escudier, E., Lebargy, F., Bernaudin, J. F., De Cremoux, H. & Bignon, J. (1995). Ciliary
abnormalities in bronchial epithelium of smokers, ex-smokers, and nonsmokers. Am J Respir Crit
Care Med, 151 (3 Pt 1): 630-4. doi: 10.1164/ajrccm/151.3_Pt_1.630.

Vestbo, J., Hurd, S. S., Agusti, A. G., Jones, P. W., Vogelmeier, C., Anzueto, A., Barnes, P. J., Fab-
bri, L. M., Martinez, F. J., Nishimura, M., et al. (2013). Global strategy for the diagnosis, manage-
ment, and prevention of chronic obstructive pulmonary disease: GOLD executive summary. Am J
Respir Crit Care Med, 187 (4): 347-65. doi: 10.1164/rccm.201204-0596PP.

Vidal, D., Fortunato, G., Klein, W., Cortizo, L., Vasconcelos, J., Ribeiro-Dos-Santos, R., Soares,

M. & Macambira, S. (2012). Alterations in pulmonary structure by elastase administration in a
model of emphysema in mice is associated with functional disturbances. Rev Port Pneumol, 18

253



Referencias

(3): 128-36. doi: 10.1016/j.rppneu.2011.12.007.

Vijayan, V. K. (2013). Chronic obstructive pulmonary disease. /ndian J Med Res, 137 (2): 251-
69.

Viniol, C. & Vogelmeier, C. F. (2018). Exacerbations of COPD. Eur Respir Rev, 27 (147). doi:
10.1183/16000617.0103-2017.

Vlahos, R., Bozinovski, S., Gualano, R. C., Ernst, M. & Anderson, G. P. (2006). Modelling COPD
in mice. Pulm Pharmacol Ther, 19 (1): 12-7. doi: 10.1016/j.pupt.2005.02.006.

Vogel, A. R., Szelestey, B. R., Raffel, F. K., Sharpe, S. W., Gearinger, R. L., Justice, S. S. & Mason,
K. M. (2012). SapF-mediated heme-iron utilization enhances persistence and coordinates biofilm
architecture of Haemophilus. Front Cell Infect Microbiol, 2: 42. doi: 10.3389/fcimb.2012.00042.

Voynow, J. A. & Rubin, B. K. (2009). Mucins, mucus, and sputum. Chest, 135 (2): 505-512. doi:
10.1378/chest.08-0412.

Vucic, E. A., Chari, R., Thu, K. L., Wilson, I. M., Cotton, A. M., Kennett, J. Y., Zhang, M., Loner-
gan, K. M., Steiling, K., Brown, C. J., et al. (2014). DNA methylation is globally disrupted and
associated with expression changes in chronic obstructive pulmonary disease small airways. Am
J Respir Cell Mol Biol, 50 (5): 912-22. doi: 10.1165/rcmb.2013-03040C.

Vuong, J., Wang, X., Theodore, J. M., Whitmon, J., Gomez de Leon, P., Mayer, L. W., Carlone,
G. M. & Romero-Steiner, S. (2013). Absence of high molecular weight proteins 1 and/or 2 is as-
sociated with decreased adherence among non-typeable Haemophilus influenzae clinical isolates.
J Med Microbiol, 62 (Pt 11): 1649-56. doi: 10.1099/jmm.0.058222-0.

Walsh, E. E., Falsey, A. R. & Hennessey, P. A. (1999). Respiratory syncytial and other virus in-
fections in persons with chronic cardiopulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med, 160 (3):
791-5. doi: 10.1164/ajrcem.160.3.9901004.

Walters, J. A., Tang, J. N., Poole, P. & Wood-Baker, R. (2017). Pneumococcal vaccines for pre-
venting pneumonia in chronic obstructive pulmonary disease. Cochrane Database Syst Rev, 1:
CD001390. doi: 10.1002/14651858.CD001390.pub4.

Walters, M. J., Paul-Clark, M. J., McMaster, S. K., Ito, K., Adcock, I. M. & Mitchell, J. A. (2005).
Cigarette smoke activates human monocytes by an oxidant-AP-1 signaling pathway: implications
for steroid resistance. Mol Pharmacol, 68 (5): 1343-53. doi: 10.1124/mol.105.012591.

Wang, L., Hames, C., Schmidl, S. R. & Stulke, J. (2010). Upregulation of thymidine kinase
activity compensates for loss of thymidylate synthase activity in Mycoplasma pneumoniae. Mol
Microbiol, 77 (6): 1502-11.
Wang, L., Hao, K., Yang, T. & Wang, C. (2017). Role of the lung microbiome in the pathogen-
esis of chronic obstructive pulmonary disease. Chin Med J (Engl), 130 (17): 2107-2111. doi:
10.4103/0366-6999.211452.

Watson, M. E., Jr., Burns, J. L. & Smith, A. L. (2004). Hypermutable Haemophilus influenzae

254

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

with mutations in mutS are found in cystic fibrosis sputum. Microbiology, 150 (Pt 9): 2947-58.
doi: 10.1099/mic.0.27230-0.

Wedzicha, J. A., Singh, R. & Mackay, A. J. (2014). Acute COPD exacerbations. Clin Chest Med,
35 (1): 157-63. doi: 10.1016/j.ccm.2013.11.001.

Wedzicha, J. A., Calverley, P. M. A., Albert, R. K., Anzueto, A., Criner, G. J., Hurst, J. R., Mi-
ravitlles, M., Papi, A., Rabe, K. F., Rigau, D., et al. (2017). Prevention of COPD exacerbations:
a European Respiratory Society/American Thoracic Society guideline. Eur Respir J, 50 (3). doi:
10.1183/13993003.02265-2016.

Weiser, J. N., Shchepetov, M. & Chong, S. T. (1997). Decoration of lipopolysaccharide with
phosphorylcholine: a phase-variable characteristic of Haemophilus influenzae. Infect Immun, 65
(3): 943-50.

Weiser, J. N. & Pan, N. (1998). Adaptation of Haemophilus influenzae to acquired and innate
humoral immunity based on phase variation of lipopolysaccharide. Mol Microbiol, 30 (4): 767-75.

Weiser, J. N., Pan, N., McGowan, K. L., Musher, D., Martin, A. & Richards, J. (1998). Phosphor-
ylcholine on the lipopolysaccharide of Haemophilus influenzae contributes to persistence in the
respiratory tract and sensitivity to serum killing mediated by C-reactive protein. J Exp Med, 187
(4): 631-40.

Weiser, J. N. (2000). The generation of diversity by Haemophilus influenzae. Trends Microbiol,
8 (10): 433-5.

Whitby, P. W., Sim, K. E., Morton, D. J., Patel, J. A. & Stull, T. L. (1997). Transcription of genes
encoding iron and heme acquisition proteins of Haemophilus influenzae during acute otitis media.
Infect Immun, 65 (11): 4696-700.

Whitby, P. W., Vanwagoner, T. M., Seale, T. W., Morton, D. J. & Stull, T. L. (2006). Transcrip-
tional profile of Haemophilus influenzae: effects of iron and heme. J Bacteriol, 188 (15): 5640-5.
doi: 10.1128/JB.00417-06.

Whitby, P. W., Seale, T. W., VanWagoner, T. M., Morton, D. J. & Stull, T. L. (2009). The iron/
heme regulated genes of Haemophilus influenzae: comparative transcriptional profiling as a tool
to define the species core modulon. BMC Genomics, 10: 6. doi: 10.1186/1471-2164-10-6.

Whitby, P. W., Morton, D. J., Vanwagoner, T. M., Seale, T. W., Cole, B. K., Mussa, H. J., McGhee,
P. A., Bauer, C. Y., Springer, J. M. & Stull, T. L. (2012). Haemophilus influenzae OxyR: charac-
terization of its regulation, regulon and role in fitness. PLoS One, 7 (11): €50588. doi: 10.1371/
journal.pone.0050588.

Whitby, P. W., VanWagoner, T. M., Seale, T. W., Morton, D. J. & Stull, T. L. (2013). Comparison
of transcription of the Haemophilus influenzae iron/heme modulon genes in vitro and in vivo in the

chinchilla middle ear. BMC Genomics (14): 925. doi: 10.1186/1471-2164-14-925.

White, D. C. & Granick, S. (1963). Hemin Biosynthesis in Haemophilus. J Bacteriol, 85: 842-50.

255



Referencias

Wiese, K. M., Coates, B. M. & Ridge, K. M. (2017). The role of nucleotide-binding oligomeriza-
tion domain-like receptors in pulmonary Infection. Am J Respir Cell Mol Biol, 57 (2): 151-161.
doi: 10.1165/rcmb.2016-0375TR.

Wiktorowska-Owczarek, A., Berezinska, M. & Nowak, J. Z. (2015). PUFAs: Structures, Metabo-
lism and Functions. Adv Clin Exp Med, 24 (6): 931-41. doi: 10.17219/acem/31243.

Wilk, J. B., Shrine, N. R., Loehr, L. R., Zhao, J. H., Manichaikul, A., Lopez, L. M., Smith, A. V.,
Heckbert, S. R., Smolonska, J., Tang, W., et al. (2012). Genome-wide association studies identify
CHRNAS5/3 and HTR4 in the development of airflow obstruction. Am J Respir Crit Care Med,
186 (7): 622-32. doi: 10.1164/rccm.201202-03660C.

Wilkinson, T. M. A., Aris, E., Bourne, S., Clarke, S. C., Peeters, M., Pascal, T. G., Schoonbroodt,
S., Tuck, A. C., Kim, V., Ostridge, K., et al. (2017). A prospective, observational cohort study of
the seasonal dynamics of airway pathogens in the aetiology of exacerbations in COPD. Thorax,
72 (10): 919-927. doi: 10.1136/thoraxjnl-2016-209023.

Williams, B. J., Morlin, G., Valentine, N. & Smith, A. L. (2001). Serum resistance in an inva-
sive, nontypeable Haemophilus influenzae strain. Infect Immun, 69 (2): 695-705. doi: 10.1128/
IA1.69.2.695-705.2001.

Willner, D., Haynes, M. R., Furlan, M., Schmieder, R., Lim, Y. W., Rainey, P. B., Rohwer, F. &
Conrad, D. (2012). Spatial distribution of microbial communities in the cystic fibrosis lung. ISME
J,6(2): 471-4. doi: 10.1038/ismej.2011.104.

Winter, L. E. & Barenkamp, S. J. (2009). Antibodies specific for the Hia adhesion proteins of
nontypeable Haemophilus influenzae mediate opsonophagocytic activity. Clin Vaccine Immunol,
16 (7): 1040-6. doi: 10.1128/CVI.00090-09.

Wong, J., Magun, B. E. & Wood, L. J. (2016). Lung inflammation caused by inhaled toxicants: a
review. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis, 11: 1391-401. doi: 10.2147/COPD.S106009.

Wong, J. C., Patel, R., Kendall, D., Whitby, P. W., Smith, A., Holland, J. & Williams, P. (1995).
Affinity, conservation, and surface exposure of hemopexin-binding proteins in Haemophilus in-
[fluenzae. Infect Immun, 63 (6): 2327-33.

Wong, S. M., St Michael, F., Cox, A., Ram, S. & Akerley, B. J. (2011). ArcA-regulated glycosyl-
transferase /ic2B promotes complement evasion and pathogenesis of nontypeable Haemophilus
influenzae. Infect Immun, 79 (5): 1971-83. doi: 10.1128/1A1.01269-10.

Wong, S. M. & Akerley, B. J. (2012). Genome-scale approaches to identify genes essential for Hae-
mophilusinfluenzaepathogenesis. Front CellInfect Microbiol,2:23.doi:10.3389/fcimb.2012.00023.

Wong, S. M., Bernui, M., Shen, H. & Akerley, B. J. (2013). Genome-wide fitness profiling reveals
adaptations required by Haemophilus in coinfection with influenza A virus in the murine lung.

Proc Natl Acad Sci U S 4, 110 (38): 15413-8. doi: 10.1073/pnas.1311217110.

Wood, L. G., Scott, H. A., Garg, M. L. & Gibson, P. G. (2009). Innate immune mechanisms
linking non-esterified fatty acids and respiratory disease. Prog Lipid Res, 48 (1): 27-43. doi:

256

SEIOURIRJOY



Referencias

Referencias

10.1016/j.plipres.2008.10.001.

Wortham, B. W., Eppert, B. L., Motz, G. T., Flury, J. L., Orozco-Levi, M., Hoebe, K., Panos, R. J.,
Maxfield, M., Glasser, S. W., Senft, A. P., et al. (2012). NKG2D mediates NK cell hyperrespon-
siveness and influenza-induced pathologies in a mouse model of chronic obstructive pulmonary
disease. J Immunol, 188 (9): 4468-75. doi: 10.4049/jimmunol.1102643.

Wright, J. R. (2005). Immunoregulatory functions of surfactant proteins. Nat Rev Immunol, 5 (1):
58-68. doi: 10.1038/nri1528.

Wright, J. L. & Churg, A. (2008). Animal models of COPD: Barriers, successes, and challenges.
Pulm Pharmacol Ther, 21 (5): 696-8. doi: 10.1016/j.pupt.2008.01.007.

Wright, J. L., Cosio, M. & Churg, A. (2008). Animal models of chronic obstructive pulmonary
disease. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 295 (1): L1-15. doi: 10.1152/ajplung.90200.2008.

Wright, J. L., Zhou, S. & Churg, A. (2012). Pulmonary hypertension and vascular oxidative dam-
age in cigarette smoke exposed eNOS (-/-) mice and human smokers. /nhal Toxicol, 24 (11): 732-
40. doi: 10.3109/08958378.2012.715698.

Wu, S., Baum, M. M., Kerwin, J., Guerrero, D., Webster, S., Schaudinn, C., VanderVelde, D. &
Webster, P. (2014). Biofilm-specific extracellular matrix proteins of nontypeable Haemophilus
influenzae. Pathog Dis, 72 (3): 143-60. doi: 10.1111/2049-632X.12195.

Wu, X., Chen, D., Gu, X., Su, X., Song, Y. & Shi, Y. (2014). Prevalence and risk of viral infection
in patients with acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease: a meta-analysis.
Mol Biol Rep, 41 (7): 4743-51. doi: 10.1007/s11033-014-3345-9.

Xiao, W., Hsu, Y. P, Ishizaka, A., Kirikae, T. & Moss, R. B. (2005). Sputum cathelicidin, uro-
kinase plasminogen activation system components, and cytokines discriminate cystic fibrosis,
COPD, and asthma inflammation. Chest, 128 (4): 2316-26. doi: 10.1378/chest.128.4.2316.

Xu, F., Liu, X. C., Li, L., Ma, C. N. & Zhang, Y. J. (2017). Effects of TRPC1 on epithelial mes-
enchymal transition in human airway in chronic obstructive pulmonary disease. Medicine (Balti-
more), 96 (43): €8166. doi: 10.1097/MD.0000000000008166.

Yang, J., Roy, A. & Zhang, Y. (2013a). BioLiP: a semi-manually curated database for biologi-
cally relevant ligand-protein interactions. Nucleic Acids Res, 41 (Database issue): D1096-103.
doi: 10.1093/nar/gks966.

Yang, J., Roy, A. & Zhang, Y. (2013b). Protein-ligand binding site recognition using complemen-
tary binding-specific substructure comparison and sequence profile alignment. Bioinformatics, 29

(20): 2588-95. doi: 10.1093/bioinformatics/btt447.

Yang, J., Moon, H. G., Chettimada, S. & Jin, Y. (2014). Cross-talk between apoptosis and au-
tophagy in lung epithelial cell death. J Biochem Pharmacol Res, 2 (2): 99-109.

Yang, S., Nugent, M. A. & Panchenko, M. P. (2008). EGF antagonizes TGF-beta-induced tropo-
elastin expression in lung fibroblasts via stabilization of Smad corepressor TGIF. Am J Physiol

257



Referencias

Lung Cell Mol Physiol, 295 (1): L143-51. doi: 10.1152/ajplung.00289.2007.

Yao, H., Chung, S., Hwang, J. W., Rajendrasozhan, S., Sundar, I. K., Dean, D. A., McBurney,
M. W., Guarente, L., Gu, W., Ronty, M., et al. (2012). SIRT1 protects against emphysema via
FOXO3-mediated reduction of premature senescence in mice. J Clin Invest, 122 (6): 2032-45.
doi: 10.1172/JC160132.

Yogiara, Kim, D., Hwang, J. K. & Pan, J. G. (2015). Escherichia coli ASKA Clone Library
Harboring tRNA-Specific Adenosine Deaminase (fadA4) Reveals Resistance towards Xanthorrhizol.
Molecules, 20 (9): 16290-305. doi: 10.3390/molecules200916290.

Yun, Y., Srinivas, G., Kuenzel, S., Linnenbrink, M., Alnahas, S., Bruce, K. D., Steinhoff, U., Ba-
ines, J. F. & Schaible, U. E. (2014). Environmentally determined differences in the murine lung
microbiota and their relation to alveolar architecture. PLoS One, 9 (12): e113466. doi: 10.1371/
journal.pone.0113466.

Zambolin, S., Clantin, B., Chami, M., Hoos, S., Haouz, A., Villeret, V. & Delepelaire, P. (2016).
Structural basis for haem piracy from host haemopexin by Haemophilus influenzae. Nat Commun,
7:11590. doi: 10.1038/ncomms11590.

Zaleski, P. & Piekarowicz, A. (2004). Characterization of a dam mutant of Haemophilus influen-
zae Rd. Microbiology, 150 (Pt 11): 3773-81. doi: 10.1099/mic.0.27225-0.

Zaleski, P., Wojciechowski, M. & Piekarowicz, A. (2005). The role of Dam methylation in phase
variation of Haemophilus influenzae genes involved in defence against phage infection. Microbi-
ology, 151 (Pt 10): 3361-9. doi: 10.1099/mic.0.28184-0.

Zhang, J., Dyer, K. D. & Rosenberg, H. F. (2003). Human RNase 7: a new cationic ribonuclease
of the RNase A superfamily. Nucleic Acids Res, 31 (2): 602-7.

Zhang, P., Summer, W. R., Bagby, G. J. & Nelson, S. (2000). Innate immunity and pulmonary host
defense. Immunol Rev, 173: 39-51.

Zhang, Y. (2008). I-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC Bioinformatics, 9:
40. doi: 10.1186/1471-2105-9-40.

Zhang, Z., Cheng, X., Yue, L., Cui, W., Zhou, W., Gao, J. & Yao, H. (2018). Molecular pathogene-
sis in chronic obstructive pulmonary disease and therapeutic potential by targeting AMP-activated
protein kinase. J Cell Physiol, 233 (3): 1999-2006. doi: 10.1002/jcp.25844.

Zheng, J. P., Kang, J., Huang, S. G., Chen, P., Yao, W. Z., Yang, L., Bai, C. X., Wang, C. Z., Wang,
C., Chen, B. Y., et al. (2008). Effect of carbocisteine on acute exacerbation of chronic obstructive
pulmonary disease (PEACE Study): a randomised placebo-controlled study. Lancet, 371 (9629):
2013-8. doi: 10.1016/S0140-6736(08)60869-7.

Zhou, Y., Kang, M. J., Jha, B. K., Silverman, R. H., Lee, C. G. & Elias, J. A. (2013). Role of
ribonuclease L in viral pathogen-associated molecular pattern/influenza virus and cigarette
smoke-induced inflammation and remodeling. J Immunol, 191 (5): 2637-46. doi: 10.4049/jim-
munol.1300082.

258

SEIOURIRJOY



Zhou, S., Wright, J. L., Liu, J., Sin, D. D. & Churg, A. (2013). Aging does not enhance experimen-
tal cigarette smoke-induced COPD in the mouse. PLoS One, 8 (8): €71410. doi: 10.1371/journal.
pone.0071410.

Zwaans, W. A., Mallia, P., van Winden, M. E. & Rohde, G. G. (2014). The relevance of respira-
tory viral infections in the exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease-a systematic
review. J Clin Virol, 61 (2): 181-8. doi: 10.1016/j.jcv.2014.06.025.



Tablas Suplementarias




upna

Universidad Publica de Navarra
Nafarroako Unibertsitate Publikoa



1as

Tablas Suplementar

Anexo I

(LLOT 718 49 BanweeN ¢ (¢

OQULIIW V9PV JBuLW|NU

“Ie 10 KSIOIN ‘4007 “T& 32 POOH ‘6007 “I& 19 Djsuoimes)) uorooayur ‘otrojenrdsar o1231da uQIdEINUI ‘01ANS A SJINY BIOU)SISNY BSBIOJSURN)-[1500N[3-4]-¢ A13]
(6007 “I& 19 D{SUCIMED) ‘ournw ojopow Jeuownd uQr0dJuU]  BSEIRJSOJ 0J8)S0JIq-L [ -esopday-q ‘g gyus
(6002 “I& 19 D{SU0IMED)) ‘outinw ojopout Jeuownd uQIJUL eseI1owos! es01doyojsoq pyws
(€10T “18 39 BUOAN TT0T “[e 39 eanwieyeN  ‘oulnui oppout reuownd ugIdAJUI ‘SO[1JO.NNSU 10d BPRIPIW 911N UQISBAD
$IOT TISPA\ 2 SPIBURT (6007 “T¢ 19 DisuoImen)) ‘01ons © e1oUd)SIsaI ‘(deH) BUIOIXO BUBIQUIOW US SBUISIYPE UQIORZI[BI0] BSBIOJSURI}-[IPLIN-0])SOJ-BSOON]D) w3
(€107
“Ie 39 SUOAN ‘TT0T “T 19 eanuwIeyERN ‘8007 T8 19 PNOSeN ournw ojppow Jeuownd
SPIOT “TISIAN 79 SRIIBUET {6007 “T8 19 DISU0IMED)) UOIO0QJUIT ‘SO[1J01NOU 10d BPRIPIW 919N UQISBAD ‘0IONS B BIOUA)SISTY eserowndo-4 esoon|3-gan 103
SO13p sisapuisorg
(6007 “I& 1 DjsucIMED) ‘ournw ojopow Jeuowrnd ugrooayuy esed LV ‘DgV Jopeyodsuer], AGid
(110T “I¢ 19 ednweseN ‘6007 “& 19 Disuoimes)) ‘ourInw ojopow Jeuouwrnd UQIIOJUI ‘0IANS B BIOU)SISNY eseawad )y Jopenodsuer], e
(1102 “I& 19 eInweseN ‘600 “I& 19 Dsuoimes)) ‘ournw ojapowr Jeuownd UQIIOJUI ‘0IANS B BIOU)SISTY D9V Jopeuodsuer], aqid
(E10T “Te 39 BU0AN ‘6007 “I& 19 DSUCIMED)) ‘ournw ojdpout Jeuownd uorodFUY 0dV Jlopeyodsuer], 0qa4
(110T “I® 19 eanweyeN) *019NS B BIOUS)SISY d.LN uomun ap eurjoig gq44
(S10Z “Ie 9 [eppEY) ‘otiojendsar orjnda ugodaFuy 97d-dINO 9zdgduio
(€107 “I® 19 Suopp ‘ouLInw ojdpowt reuownd UL
10T “Te 10 IR 06107 ‘T8 30 Bqny ST0T “Te 39 [epped) ‘on1oyenidsar o17a31do op UQIOOAJUT © UQIOORIAUI ‘Se[NdI[adolq UQIORULIO] Sd-dINO Sqduio
(S10T “I& 9 [eppEY) ‘ouiojendsar orjnda ugIoddFuy 4-dNO gduio
(ST0T “1% 13 [eppeyq) ‘ouiojeaidsar orjagids uoroayup BUISAYPY Jydjo
(L661 “T8 12 JOSIOM ‘6661 “Te 19 oelepeseld ‘ounnu ofapout Jeuowrnd UQIFUI ‘€Ll US
1102 “Te 10 SeIIT-IIBA ‘6007 “T¢ 19 Disuoimes)) eaSuLIBJOSEU UQIORZIUO[00 ‘oLIojelidsar £ oanun(uod ap orjayids ugroeIup 12104 pa120ssy Qrovdo ydno
‘ouLINW O[opow
(6002 T8 39 HSUOIMEBD G[(T B 12 1021 ) ud reuownd UQIOOJUI “BUISIXS BUBIQUISWE PBPIIQRISS “IR[N[3D UQISIAI( eurejoidodry qdju
(L10T “T& 39 DIey) ‘se[norjedorq op UQIORWIIO D eurejoxdodry Ddd]
(€007 “I& 39 UOSEA] ¢L10T “I¢ 13 DIEIN) “B[[IYOUIYO 9P O]9POW U OIPIUI OPIO UQIIJUI ‘se[norjedorq op uoreuLoj g eurajordodry gdd;
(€007 “Te 3 uosey) “B[[TYOUIYO 9P O[9POW US OIPAUT OPIO UQIOIU] eurjordodip ¥io1
‘ournut
(1107 ““Te 39 eanweyeN ofepow teuouwrnd uoroodjur ‘otrojelidsar orja)ids ugroRINUI ‘S001QOJOIPIY
6002 & 19 DISUOIMED) R]()T B 19 I9A[RD-ZOPURUID])  SOURIGOIIWNUE A SJIAY ‘OIONS B BIOUDISISAI BUIAIXD BUBIGUIOW PepI[IqeIsq eurjoxdodiy [rova
‘o414 ut
(0107 “T8 32 N ‘9107 “Ie W [PIN)  ouewny oindsd Ud 0NN ‘SoFejoroew A oLiojeldsar orja)ds ugroeINU] BUISBAU]/RUISIYPY gy
(€10T “Te 12 Suonp ‘gep1 “Te 10 owon “0.4714. ug ouetNy 0Jndsd U OJUSIWITIAID
1S 0T0T “T8 33 N ‘$661 T8 19 [ON 9107 “Ie 19 [PIA) ‘sogejoroew A oniojenidsal oraida ugroserdul ‘Joseautadiy odnousj BUISBAU]/RUISIYPY p oy
(6007 ‘duwesyuoreq 29 1IN Z00T QWD 1S ‘0007 ‘TONND “BIRI UD BIWIDLIDNORG
29 QWD) 1S 70T “T& 39 JQIIH ‘STOT “I¢ 13 [epped) o[opout ‘oLioje1idsal o119)1da ugradeINUI ‘s1s031903eJou0sdo B RIOUNSISNY BUISAYPY 1y
(9661 ‘souB[eNIN 2 [P1OY ‘9L00T ‘'8 ‘ouLINw ojdpout reuownd UQIOIJUI
10 UOHOIA $100T T8 10 TOWWY {6007 “I& 19 P{SU0IMES)) 9 BJRI U BIWALIONOEQ O[OPOW ‘(TN 9P UQIORZI[IN ‘Burway op ugroeide) (+d) 4 eureroadodiy 12y
‘outinut
oropour reuownd ugrodyuI ‘ugroeSaIde-oyne ‘sogejoroew A ourojendsor
(110T “18 9 SUSIA 9G10T I8 10 eQng ‘STOT “I¢ 19 [epped) orjonds ‘Ie[n[eoenXa ZINeW U0d UQIddRIdUI ‘sendjadolq uoruLIO] BUISIYPY dvy
(uoreziedo] 3[qisod) LLIIIX PULIQUIDIA
(ERUIRIY | S0311953p sodnjoudy | Luonuny | woH

(Z10T ‘KoY %

3uopy ) op epeidepy soperoose sodrjoudy £ ‘odra u1 9 04714 U1 SOTUNNIISO SO[ U SOPBOYNUIPT [ NIH P SOUD TV B[qRL

262



1as

Tablas Suplementar:

Anexo I

001119 OJBWIXO0IPIY

(ST0Z “T& 39 [eppey) -oojeardsar o1jay1de uQIod9yuU] 9p ugroeides ap eural0Ig pryf
(Z00Z “T& 39 319q19H) “BJRI UD BIWDLAMRG O[poy  eseaundd ‘94 DEV Jopepiodsuei], qnfo
BUIUWD /A
SUILINU Ip UoRIsINbpy
(6007 “T®& 39 DjsuU0IMED)) ‘ourinw ojopow Jeuouwnd uQroJUY SunuLi212p adpifs-po.1 eud}ol g ypo
(6007 “T® 39 DjsuUoIMEY)) ‘ournw ojopow Jeuownd ugroodyuy Sunuti212p adpiys-po.1 eur)oIg ot
(6007 “T® 39 DjsuUoIMEL)) ‘ournw ojopow Jeuownd ugroodyuy Sunuui212p adpifs-po.1 eurd)oIg Da.ut
eonyy
(L10T “Ie 13 DIBIN ‘6007 “T¢ 19 Djsuoimes)) ‘ourmnut ojepout Jeuownd ugrooayur ‘seynorjadolq UQIBULIO]  BUIRINWU € UQIUN ) BSEISOdI[SSuLL], Dt
eseprue
(L10T “Te 19 IIBIA ‘600T “T® 10 Djsuoimes)) ‘ourinut ofopout Jeuowynd ugrooayur ‘seynorjadolq ugrRWLIO] BUIUR[R-T-[IOWRINW]I0Y-N quup
(L10T “Ie 19 paey) ‘se[nojodorq op UQIOBWLIO] Y eseauLog pdwn
ouedijsopndog
(Z10Z “1e 1 yoyeds 2661 T8 19 SIOYIIN F10T ISP ¥ “ouLInw ojopout reuownd U1y uI ‘SO[yo1NAU 1od eperpaw 11 eserdjsuenisoyday
SRIIUET (6007 “T¢ 19 DISUOIMED) /661 T8 10 BLRINOQ) 9)IoNW 9P UQISeA?d ‘(deH) PUINIXS BURIQUIOW UD SBUISAYPE UQIORZI[BOO] SdT-esordoy-dqv At
BSeIoJSURH[IUSPE
03eJsoJ-| esoydoy eseuinb
(P10T “19SDAN 29 SII5URT) 'sO[1Jonnau Jod epeIpaw d1IoNU 9P UQISBAT 01038]50]-/, esojdop] qofi
(6002
8 30 WIYORYDS (L66] T8 19 SJOYDIN ‘pL0T “TISPAN 29 ‘ounnw ofppouwt ud reuownd £ e[[IyoIyo eselowido
SIIIBUET 6007 “T¥ 19 DISUOIMED) (/66 “[8 10 BURINOCJ) U BIPAW SIIO O[POW UQIIISJUL ‘SO[1JO.NNAU 10d BPRIPIW 911N 9P UQISBAT -9-esoydoyouewi-q-01091[3-T-dAV anj
(T10T ‘SpIoMS 7107 “[e 10 ‘ourinuw ojopout reuownd U193 ul ‘or10jeidsar o1ja11do ugrodRIAIUL
yoryeds 1107 “Ie 19 eanweyeN ‘6007 “I¢ 19 Disuoimes)) ‘01ons e e1oUL)SISAI ‘(deH) BUIOIXS BUBIQUIOW US SBUISIYPE UQIORZI[BI0] BSEINWOUBWOJSO ] qusd
(1102 “I® 19 eInWeRN ‘6007 “I& 19 DsuoImes)) ‘ournw ojapowr Jeuownd UQIIOIJUL ‘0IANS B BIOUNSISTY ese1ojsuenisojdoy H/+0
(€102 ‘ourmut Jeuownd
“Ie 19 AJIOIN 600 ““B 10 MOUOID) {6OOT “[ 19 DSUcIMED)) 0[opOU UQIOdJJUT “0110JeIIdsa1 01]a31dd UQIOIRINUI ‘SJIAY BIOU)SISIY 1 ese1ojsuenyisoydoy Xxsdo
(IT0T “1& 32 eanweseN ‘€[0T “[¢ 12 K310y
£€00T T8 10 UOSSUBRIA </ 107 “[® 30 10330uyaor] 4007 T ‘ourmnu ojopout Jreuownd
19 POOH ‘6007 “I& 39 D{SUOIMEBD) 90T '[& 19 urWpeLd) uQIo0aJul ‘or10jerrdsar 01[231dd U0 UQIIIBIOI ‘SIINTY A 01ONS © BIOUISISIY BSBIOJSURINISOII|D) psd]
‘eJel U9 BIWIALIANORQ O[dpOUT
“B[[IYOUILD O[OPOLU BIPAUW SIIJO UOIOIQJUI ‘Se[noffadolq uoroeuLo) ‘uoroedoise
(L661 “T8 19 IOSIOM p10T “I® 19 sIadue| -0Ine ‘so[Jonnau Jod BpRIPaW d1INW 3P UQISLAD ‘Ojudwa]dwod ugIsead BSRIOJSURI1S0)OR[ET
2007 ‘YS1H 2 souydwny 707 “I& 19 319q19H ) ‘SJINY eroua)sisal (dep]) LuIo)Xe BUBIQUIDW UD SBUISAYPE UQIOBZI[EO0] opueoesogijoodif-[en-dan Vol
BJ[IYOUIYD U BIPAW SO P O[apow
(0107 “1239 N q0O0T “T& 10 OUASAT <£00T “'[e 32 SUoH) UQIOIJJUI ‘04714 U OUBWINY 0INASI US OJUSIWINAID ‘OJuawd]duwos ugIseAsy BSRIQJSURI[ISOIOR[RD) an
(L661 T2
10 SO <700T ‘YSIH 29 seuydwny g0z “1e 39 319919 ) ‘BJel U BIWALIANOEQ O[OPOU ‘0IANS B BIOU)SISNY eseumb eurjo) pouy
(000T “Te 10 SUOL {100T “Ie 10 "B[JIYOULYd Ua BIpall SHHO OJspott
SpIeyORY ‘[0 “[€ 39 eInweyeN H107 “[¢ 19 slIsue| UOI00JJUI ‘SO[1Jo1NaU 10d BPRIPIW 911N UQISBAD ‘0IONS B BIOUA)SISAL
£L00T “Te 19 OH 9007 [ 12 UIMIF €107 “Te 10 Y1) ‘ojuowd[dwiod ugiseAd ‘(dep]) euIaIXo BURIqUISW U SBUISAYPE UQIORZI[BO0] BSBIOJSUBRN[ISOII|D) D13]
(110T “I& 19 eanweseN ‘¢[07
“Te 10 K2IOJA] 6007 “Te 10 SoysSug 6007 “'[& 12 uewpea() 0I9NS B BIOUR)SISNY BSBIOJSURN-[1500N[3-4]-¢ gqzxa]
(110Z “I€ 39 eanueyeN €107 ourmnw ojapow Jeuownd
“Ie 10 K2IOIA ‘00T “T& 32 POOH ‘6007 “I& 39 Djsuoimes)) uorooayul ‘orojenrdsar o1231da uQIdOEIUI ‘01ANS K SJIATY BIOU)SISNY BSBIOJSUBN-[1500N|3-4]-¢ A13]
(6007 “I& 19 D{SUCIMED) ‘ourmnw ojopow Jeuownd uQrodJu]  BSEIRJSOJ 0J8)S0JIq-L | -esopday-q‘q gyus
(6007 “T& 19 D{SU0IMED) ‘ournw ojopow Jeuownd ugrooayuy ese1owos! es01doyojso pyws

263



1as

Tablas Suplementar

Anexo I

g eseourad
(9600T & 10 UOLOIN ‘ST0T “I® 19 [epped) ‘or10jeI1dsar orjaydo uoroooyur “eurtwoy oorwseldiod oyrodsuer] ‘sopndedip DgV Jopejodsuer] gddp
sonQ
(6007 “I& 39 DjsuUo.IMED)) ‘ourinur ojepowt Jeuowrnd ugroodjuy eseJ LV ‘Uz op Jopepodsuer], onuz
(6007 “T& 39 DjsuoIMED)) ‘ourmur ojopour Jreuownd uorooouy eseounrad ‘uz op Jopeiiodsuel] gnuz
eorwsejduod
(0107 “I® ¥ N ‘6007 “I& 39 DsUoIMEL)) ‘ouLInw ojopowr Jeuownd uQro3Ju; eurejoad ‘uz op Jopeyrodsuer nuz
! 9P 1 OLo0Ju] 4 7 9p Iop! L £
(1107 T 10 UIPESOY 6007 “I& 19 DSUoIMED)) ‘ourinw ojepow Jeuownd uoroodjul ‘uz op jiodsuer], eseourted ‘uz Dy Jopejrodsuer], gaoz
eorwsejduad
(1107 “1& 10 UIPESOY 6007 “Te 19 DYSUoIMEBD)) ‘ourmw ofppow Jeuownd uoroddul ‘Uz op dutodsuel], eurjoid ‘uz Dy Jopenodsuel] paoaz
oz
oje1)sns e uorun
ap eurojoid ‘eurpruirodsseurosonnd
(ST0T “1® 39 [epped) ‘or1oyeidsar orjaydo uorodJuy op DGV Iopeyiodsuel], qrod
D BUBIqUIOUI
op eurojoid ‘eurprunrodss eurosonnd
(ST0T “I® 19 [eppeg) ‘onjojerdsar orfaydo uorod9Fuy op DGV Iopeyodsuer], Diod
| eueIqUIOUT
ap eurojord ‘eurprurrodss eurosonnd
(ST0T “1% 13 [eppeg) ‘onjojerdsar orjaydo uorod9Fuy op DGV Iopeyiodsuer], giod
eseJ LV ‘eurpruadso eurosonnd
(STOT “1% 39 Teppeq) -outojerdsar orjayde uorodayuy op DGV Iopeyiodsuer], p1od
seurweroq
esed LV
(6002 “I® 39 DjsuUoIMED)) ‘ourmur ojapout reuownd uooayuy ‘opefanb o4 op DV Iopenodsuer], goj«
eonwserduad eurajord
(010T “T8 39 nO) ‘04714 up ouewiny ojndsa uo ojuorwroar)  ‘opefanb o ap DGV Joperiodsuer] pafl
‘ouLInuw
o[opout Jreuownd uQroodJuI 9 BOZUMEBJOSEU UQIORZIUO[OD “B[[IYIUIYD UD BIPIW esed LV
210T T8 30 [950A ‘6007 “T 39 D{SuUo.IMe) STI}0 O]OPOW UQIOJJUI ‘se[norfadolq op uoIdeULIO} ‘BUIdy ap uoroejde; ‘s 9] Jopeyodsuel dps
[B19] hno ofap QIo0oJul “senofjadolq op uot J “eulway op uor D dIAV 2P DEV 1op L A
(1707 “Te 10 UOIAYS ‘€T0T “Te 19 [9HBY 9007 “B[IYOUIYD UD BIPIUI SHHIJO O[OPOUT UQIOIQFUL eonwserduod eurajord
I 30 UOSBIA S00T “T® 19 UOSBIN ‘E00T “Te 39 UOSBIA]) ‘soTe11o31do Se[N9o UQII0RJUI ‘SJINTY BIOUAISISAI ‘BUIMIAY op uoroeide) ‘SdINV op DgV Iopenodsuer] ydps
BRI UO BIUALIONNE]
010T “18 39 ._AO 8/00C “Te 19 UOMOIA ‘5661 “Te 10 2do)) o[opour ‘0.4 u1 ouewuny oyndso ojuerUIOIO ‘eurxodowoy-o,] op uoeide)  eurxodouwroy-o UQIUN Op g BUISIOIJ gnxy
Y661 T8 19 SI9pUES 0TOT “18 1 NO “L661
“Te 10 AQIIY] ‘ST0T “I¢ 19 [epped S661 8 1 Lepy) ouojendsar orjoyda ugdoJuI ‘0 dp ugroEIde) eSed LV ‘¢4 OgV lopenodsuel], oy
(7661 I8 12 SI9pUES OT0T “€ 12 O L661
“lese EbMMmSN “Ie 33 [eppeq S661 T8 1R CMW_EUA\V owuojendsar orjeyds UL ‘0, op co_oﬁm.wu eseawuad ‘.94 DGV Jopenodsuer], gy
661 “Te 19 S1pues 010z “I8 ¥ nQ L661 ovojeridsar eorwseduod
“Ie 10 AQIrY] ‘STOT “I& 39 [epped S661 “T8 19 LeYIYpy) or1a)da uorooayul ‘o.14 ur ouewuny 03ndsd 0JUAWINAIO D] Ap uordE)de) eurjoxd ‘¢ 9,0 DGV Jopeodsuel], yny
(€107 “I® 39 BUOAN T[0T '8 19 9[91S) ouwmnu ojopowr reuowrnd UQIOOJUI 9] I0SUSS D950 eurajoad e op 10susg s
eonusejduad eurajoid ‘0orugy
(S10T “1® 39 [eppeq) ‘ou1oyeaidsar orjayds uorodayuy ojewIxoIpIy Dy Iopenodsuel], anyf
BSBJLY ‘00LLID)
(S10T “I1® 19 [eppeg) ‘orojeaidsar orjands ug1ajup ojewIx0IpIY DY Iopenodsuel], onyf
eseourrad ‘0o11I9)
(S10T “I® 19 [eppeg) ‘ontojerdsar orjaydo uorodFuY ojewrxoIpIy Dy Jopeyodsuer] qgnyf

264



1as

Tablas Suplementar:

Anexo I

(6007 “Ie 33 D{sUoIMED)) ‘ournw Jeuownd UoIodJuI O[OPOIN ese1[-oruowe ojeyedsy pdsp
sopryouImy
(6007 “I& 13 D{sUoIMED)) ‘ourinw Jeuownd UQIodJUI O]9POIN BSEIUIS-J 1D D.dd
BseIOIS
(6007 “I& 33 D{sUoIMED)) ‘ournw Jeuownd UoIodJuI O[OPOIN [OZEPIWIOUTIER]ISOQLLIOJSO] Wind
BSEIUIS
(6007 “I& 39 D{sUoIMED)) ‘ourmnuw Jeuownd uood3Jul O[oPOIN BUIPIWEUIONS[IULIOJ[ISOQLLIOJSO ] 74nd
ruorounyiq eurdjoxd ‘eprux
JeuotounyIq ey P!
(6002 “I® 39 D{sUoIMED)) ‘ourmuw Jeuownd UQIO0JUI O[OPOJAl  BX0QIEO[OZEPIWIOUTUIER]ISOQLLIOJSO] Hand
(6007 “T& 39 DsUOIMED)) ‘ourmu Jeuownd UQIIOJUT OJOPOIA BSRIOJSURI)-[ISOQLLIOJSOJOPIUY Agand
BONI[BJEO PEPIUNgNS ‘LSB[IX0qIed
(€007 ““T8 319 WOSEBIA] {6007 “[® 39 D{SU0IMES)) “B[[IYOUIYO US OIpaw 0p1o A ourmuw teuow[nd u91od9Jul O[9pON [OZBPIWI-OUIWE-[ISOqLLIOJSO,] gind
“I& 39 DISUOIME ourmu Jeuownd UQIOOJUI OJOPOIA eseS1] euIdI[S-ourue[1S0qLLI0JSO,| qind
600T ! D ! [ QI099JUI Oop! 1 BupIy TlueisoqLuoy
(6007 “I® 13 D{SUOIMEB)) ‘ournw Jeuownd UQIodJuI O]OPON BSBI] 0JRUIOONS-O[IUIPY gind
(6007 “I& 13 D{sUoIME)) ‘ourinw Jeuownd UQIodJuI O]OPOIN BSBIOIUIS OJRUIDINS-O[TUPY pand
(100T *T# 32 JAWW3 6007 “IF 32 PISUOIMED) ‘ounnu Jeuowjnd uQI0dJUI O[PpOW ‘qVN Op UQIRZI[IIN) BSEPNOd[ONU VN Npvu
©SeuaS0IPIYSOp
(6007 “I® 19 D{sUOIMEBD)) ‘ourinw Jeuownd uoIodJuI OJ9PON 01BJSOJOUOW-G-[0NSOU] gvonsd
“Ie 39 DIsUoIME ‘ournw Jeuownd UQIodJUI OJOPON BSB[LI0JSOJ OPISQa[onu-euLINg ao?,
6002 I D ! il Q109§ ul O[9p [110JSOJ OPISOIJ ! P
(6007 “I& 13 D{sUoIME)) ‘ournw Jeuownd UQIodJuI OJOPOIN A peprungns ‘eselours 1V 1404 ndp
(6007 “I& 19 D{SUOIMEBD)) ‘ourmnw Jeuownd ugrodJuI OJ9PON ¢ peprunqns ‘eseoiuls J1V 1404 admw
“Ie 39 DIsUoIME ‘ournw Jeuownd UoIodJuI OJOPOIN BSEIRJSOJRNI)-UISOUdPRI] Hvdp
6007 ! D ! i 010094l O[9p S0 Isouapel
SOpNoddINN
ouIsI0qe)d
(6007 “I& 13 D{SU0IMEBD)) ‘ournw ojapow Jeuownd uood3uy esed LV ‘OgV lopepodsuel], gL
102 “Ie 1 0 ‘04314 w1 ouewIny 0Indsd U 0JUSIWIOA, BUIDI[00 Op BIopElIodsuel) BuId)01] 0}
0102 q TweaIyy 101700 9p BIOp 1 1
eseoutad
(€£00T “I®& 19 uosey) “B[[IYOUIYO O[POLU U OIPIUL OPIO UQIOIJU] ‘esoqu DV Jopepiodsuel], 0SqLL
uorun ap eurejord
(6007 “T& 13 D{SU0IMED)) ‘ournw ojdpowr reuownd uQod3uy ‘01eJs0J DV Jopejrodsuel], sisd
BSEJLV
(0107 “I2 33 N ‘6007 “I& 39 DSU0IMED)  ‘ouLInw o[opow Jeuownd UQIIJUI ‘04714 U7 ouewNY 0Indsd UL OJUIWINAI) ‘01eJs0y DV Jopejrodsuer], gisd
eseouod
(6007 “T& 39 DjsuO.IMED)) ‘ourmut ojapout Jeuownd uooayuy ‘0je)S0} DV Jlopepiodsuel], yisd
uorodiiosuen op uoroenSax
Qrodr P uotoe]
(6007 “I®& 39 DjsuUo.IMED)) ‘ourmur ojapout Jreuownd uooayuy op eurdjoid ‘0jeJsoj op uomn3ay goyd
“[e1Pn ‘04714 u1 ouewuny oyndsd US 0JUSIWIDAI, esewnrdd opndodoSr ddo
010 ™1 q TwroaIy pndadostio gq
(#1018 BJBI UD BIWALI)OR] O[opou ‘ourinur ojopow Jeuowynd
10 10330uL)d1T (700T “I€ 39 MIQIIH S10T “I¢ 19 [epped) UQIo0JUI 2 BASULIBJOSEU UQIEZIUO[0D ‘OLI0oYeIIdsar orfayide ugrooajuy eseouned ojepoe[- d»]
(0107 “12 ¥ NO) *0414 ug ourwuny 0)ndso US OJUAIWINAIY ©Se2)0I] NAISY
(200T “I& 19 119q19H) "BJRI US BIWIALIdIORG O[OPOIA ©30IpNNW LIOUDISISAI AP BUIIOI] puLio
Jesed LV
(9600T “I& 19 UOLOIN ‘10T “I® 19 [epped) ‘or1oje1dsar orjaydo uoroooyur ‘eurwoy oorwseldiod ay1odsuer] ‘sopndadip DgV Jopejodsuel] Jddp
aesedLy
(9600C “T& 10 UOMOIN ‘ST0T “I® 19 [epped) ‘ortoje1dsar orjaydo uorooayur “eurtoy odrwseldiod oyrodsuery ‘sopndedip DgV Jopepodsuer] qddp
D eseounrad
(9600 “Te 10 UOLON ST0T “I& 39 [epped) -outojeridsar orjayde uoroosyur ‘eurtoy oorwselduod oyrodsuery ‘sopndodip DgV Jopepodsuer], Dddp

265



1as

Tablas Suplementar

Anexo I

(6007 “T¢ 19 PisuoIMED)
(ST0Z “Ie 32 [eppeg)
(S10T “I® 33 [eppeg)
(ST0T “I¢ 32 [eppEy)

(6007 “I¢ 12 DISUOIMED)

(6002 “I¢ 39 DISUOIMED)

(6007 “T¢ 19 DsUoIMED)
(ST0Z “I® 32 [epPRY)

(010Z “1e 32 nY)
(6002 “I¢ 39 DfsUOIMED)

(6007 “Te 19 PIsuoIMED)
(6002 “It 39 DISUOIMED))
(Z00T “Te 19 11QIH 600T “T¢ 19 DSuoIMes))

(6002 “I& 39 DISUOIMED))
(E10T “T® 19 BUoA\ :£00T e 12 oBI[N[)

(ET0T “1¢ 39 BuoA 00T “'Ie 10 OeI[N[)

(E10T “T& 39 U0\ °£00T “e 10 O®I[n[)
(€007 “Ie 39 UOSEA °L00T “'[¥ 1 OFI[N[)

(ET0T “T& 39 SU0AN °£00T “T& 10 OFI[N[)

(ST0T “I® 32 [epPERY)
(6002 “I& 39 DISUOIMED)

(S10T “I¢ 32 [eppeq)

(6002 “It 39 DISUOIMED)

(€107 “1¢ 2 Suop ‘€007 “I¢ 10 uosely)
(S10T “I® 33 [eppeg)

(ST0T “I® 32 [eppPeg)

(ST0T “I® 32 [epped)

(ST0T “I¢ 32 [eppEy)
(€00 “Ie 39 uosely)

(6002 “It 39 DISUOIMED)

‘ourmw reuow[nd uQrodJUI O[IPOIA
‘o10jea1dsa or1a)1ds uorodJuy
‘on1ojeadsar o1ja)1ds ugrodJuy
‘or03endsar orjado uoooayuy

‘ournw Jeuownd uQId93JuT O[9POIN

‘ourmw Jeuownd ugrodJuUI OJOPOIA

‘ourmuw reuow nd ugrodJuI O[OPOIA
‘o10jea1dsar o112)1do uorodJuy

*04714 11 OuBWNY 0JNdSd US O)UAIINAI))
‘ournu revownd UQIIOAJUT OJOPOIA

-ournu Jeuow[nd UQIDISFUT OJOPOIA!
‘ourinu reuownd UQIIOGFUT OJOPOJA!

"OULINT O]opou Jeuow|nd UQIO0dJUT O BJEI US BIWALIAIE] OJOPOIA

‘ournu reuownd uQIJUI O[OPOIN
‘OuLINW O]opow Jeuow|nd UQIdJUI “BUIPNSIY AP SISAIUIS

‘ouLINW O[opow Jeuow|nd UQIdJUI “BUIPNSIY AP SISAIUIS

“OuLINW O[opow Jeuow[nd UQIOdJUI “BUIPNSIY AP SISAIUIS
“B[[IYOUILD O[OPOUI OIPAUL OPIO UQIOIIFUT “BUIPHSIY OP SISOIUIS

“OULINW 0]opowW Jeuow[nd UQIOdJUI “BUIPNSIY AP SISAIUIS

‘on1ojexdsar orayrde uorayuL
‘ourinu reuownd UQIIOGFUT OJOPOIA

‘oLi0yedsar orjads ugroayup

‘ourmnw Jeuownd uQrod9JuI OJOPOIA

ournw ofapowt ud reuownd A BJ[IYOUIYD US OIPAUI OPIO UQTIOJU]
‘or10jeadsar o119)1da uorodJuy

‘or1o0jeaidsar orja)ds ugrodJuy

‘or03endsar orjads uooojuy

"on1oyexdsar orjeyrde uoroooyuL
“R[[IYOUILD U OIPIW OPIO UQIOIJU]

‘ournu reuownd UQIIOGFUT OJOPOJA!

0 peprunqns ‘esejurs ouejoydii],
esed LV

‘eutwen) DV Jopejtodsuel],
eURIqUIdW 9p BuRj0Id

‘eurwen DGy lopepodsuel],
eorwiseduad eurojord

‘eurwren) Dy Jopejtodsuer],
BSBJRJSOJ BULIOSOJSO ]
©SeUdS0IpIYIp 01e1d1[30J0J-¢-d
BSBJRIPIYIp

0JBUQJAIJ/BSLINW OJBWSLIO)
ouejoydny

op ouodsuen op ©o13109dsd eulel0I ]
eUIIONAW

- oomusejduad Jopeyiodsuer],
BSBIOJSURL[)OJE-() BULIOSOWOF]
BSBIQJSUBI)-[1IOUI BUIOISIOOWIOY
-OJewRIN[FLN-[I0IPIYEL-[NIN-§
¢ esel| euruojensi)

A esepouIs BUIIOENSID)
EPEOIJIWET BUIPLD
‘eSEIQJSUBIOUTUIE OPIOROUIUIY
BSBIQJSUBN[ISOQLLIOJSO} J 1V

4 peprungns

“eSBIOIUIS 0JBJSOJ-]0I01[S-[0ZepIu]
©SEUS30IPIYIP [OUIPNSIH
BUIPNISIY 9P SISIUISOIq P BUIAIOI]
[ourureauspew
-(ourwe-[1s0qLLI0JSOf
-6)]--(11s0qLLI0Js05-6)- 1
BPIWEXO0qIRd-{-[0ZEPIWI BSEIOWOS]
{ eurdjord ‘uonen|3 eunsio
DdV Jopeyodsuer],

BSBIUIS BUIAISID)

D eurojord ‘uonein|3 eunsIo
D4V lopenodsuer],

esejouls euideredsy

euuiSIe ap Josaxdoy

eseouod

‘eurmide Dy Iopepodsuel]
esed LV

‘eurmide DGy Iopepodsuel]
eseauod

‘eutuidie Dy Jopenodsuer],
eorwseduad eujord

‘eurmiSIe Dy opepodsuel]
BSBIQJSUBO[IUWEQIED BUNIUIO
BSBIQJSUBIOUTIIE

091)BWOIE OPIOBOUTUIY

ydiy
o
dny
quy

g1os
pas

yoyd
L

Orout
Xlow

qrou
Diout
qrow

41
sy

ASHY

asty
asty

ysty

aro
ysdo

op0
puso

ySuv
Op
dHv
D

)
AB4p

Ddsp

266



(6002 “I& 39 DisuoImED)
(Z00T “1¢ 19 312q19H)

‘ourmw ofppowr euownd uQIFuUY
“BIRI UD BIWILINORG O[OPOIN

e[V BSeIQjsuBnouruy
BSEIONUIS INYV-[TUB[Y

DD
N

ugndLsUEI I /ugneIedoy/uoeuIquoddY/NV 0)UdIESII0I]

1as

Tablas Suplementar:

Anexo I

01e[0] 9p
(200T “I& 13 119q19H) "BJRI UQ BIWIOLIDIORG O[OPOJ|  SISIIUIS ‘BSBIOIUIS 01B0ZOqOUTUIRRIR] OLTTIH
(6007 “Ie 13 DysUoIMED)) ‘ouLINU o[opoul ud reuownd uQIJUL BSEINUIOUBUIOJSO] gxyd
(6007 “I& 19 D{sUOIMEBD)) ‘ouLInu ofopout us reuownd ugIJUL BSRUIS0IPIYSIP OJRUOUBIA pnxn
eseIoJsuRIOUTR
(6007 “Te 13 D{sUoIMED)) ‘ouLINU o[opou ud reuownd uQIJuL -OpIoBRUIIIR-BOIBWOTY pidi
BSeIUIS
(0T0Z “I2 33 N ‘€00T “’I& 19 UOSEIA) “BI[IYDUIYO US OIPAUI OPIO UQIOIJUT ‘04714 U7 ouewNy 0jndsd Ud 0JUSIWIOdI)  0JBJSOJ f-BUOUBING-Z-IXOIPIYIP-H°C qqi
‘ourInw
(010Z “18 39 N 6007 “I®& 19 DjsU0IMED)) ofopout ud Jeuowrnd UQIAJUI ‘04714 11 ourwNY 0INdSd US OJUIIWIOAL) SISoJUISOIq AP euldloId ‘RUIXOPLII] sxpd
(L10T T8 39 D) ‘se[norjadorq op UQIOBULIO ] 10J9BJOO ‘OUAPqI[OU SISAUISOIE Dvou
BSBIRJSOJ
(6007 “I® 39 DjsuUo.IMED)) ‘ouLINW ojapoul ud Jeuownd uQIJUY 0yeJsoysiq-/ ] esoydoy-q ‘q qyus
ouagoniu
(6007 “I® 39 D{SUOIMEBD)) ‘oUW ojopour ud Jeuownd UOIIJU] 9p II-d eIope[nga1 euro}oid qui3
sonQ
(110 “1onexg 2 Aydinjy ‘€007 “1e ‘ourinw ojopowr ud reuow[nd A B[IYOUIYO US BIPIW SO
19 UOSEIA] ‘6007 “I® 19 DIsUoIMED) ST0T “I& I3 [eppeq) 9p O[opou UQIIRJUI ‘OLI0JeIIdsal 01]93Idd UQIdIFUT ‘BaIN Op UQIORPLRISI H ®e110s000€ euajold ‘eseain Hain
(110 ‘1oneag 29 Aydinjy S107 “Ie 19 [eppeq) ‘or10jea1dsar o1o31do uQId93JuUI ‘BaIN Op UQIdRPRISI D) 11059008 BU)01d ‘eseain Da.n
(110 ‘1onexg 29 Aydinjy ST0T “1e 13 [eppeq) ‘or10jea1dsa1 01]931dd UQIdISJUT ‘BAIN Op UQIdRPLRISI J ©110s9008 eudj01d ‘eseain Ao4n
(110 ‘1onexg 29 Aydinjy ST0T “1e 13 [eppeq) ‘or10jea1dsar o1]e31dd UQIdISUI ‘BaIn Op uQIORpLRISIg  e110s900€ eu)0Id ‘esearn qa4n
(1107 ‘1onexg 29 Aydinjy ‘ST07 “Ie 13 [eppeq) ‘or1ojeardsar o1eydd uIISJUI ‘LaIn dp ugIORpLISAg A peprungns ‘esearn Dan
(110 ‘1onexg 29 Aydinjy ‘S07 “1e 13 [eppeq) ‘oojeardsar o1eyrda ugISJuUI ‘eaIn dp ugIORpRISAg ¢ peprunqgns ‘esearn goan
(1107 ‘1enexg 29 Aydinpy ‘S0z “1e 13 [eppeq) ‘ouojeardsar o1eyda ugodSyuI ‘eaIn 2p ugOLpeRISaq 0 peprungns ‘esealn pon
©vaIN
(Z00Z “1% 33 113q.13H) "BJBI UQ BIWIOLI2IORG O[OPOJA D odn owo120315 [9p sisaugsorg 9¢60I1H
(2007 “I® 33 119qI3H) "BJRI UQ BIWIOLIDIORG O[OPOJA esejejsojond HQVN opnu
D peplungns ‘eN 9p eIopedo[sel)
(€107 “Ie 39 Suopy) ‘ouLINW ojapoul ud Ieuownd uQIJUY esejonpal euouinb-gHQvN Dbu
“Ie 39 3uo “Ie 39 DISUOIME ‘ouLInw ofepour ud Jeuownd UQIIAJU BSEIUIS [EXOI[S(1I0 sSu
€10T “I8 33 SUOA ‘6007 “[& 39 1Y D) ! [op [nd ugooayuy 1S [eXOI[S[ON ps3l
(£10T “I& 19 Buopy) ‘ouLInw ojopour ud Jeuownd UOIIJUT ©SEUSZOIPIYSIP OJR[RIA ypur
ddvN
(L10T “Te 32 DRy ‘se[norjodorq op UQIOBULIO] op yuatpuadop eoljpw eUNZUg govu
(L10T “Te 32 naeg) ‘se[norjodorq op UQIOBULIO BSEUISOIPIYAp 011NN pdy
(200T “T& 19 119q19H) "BJRI U9 BIWIDLIDIORG O[OPOIA BUIXOPOLID ] xpf
0 pepIungns eserojsuer)
R CEERRENRE] "BJR1 U9 BIWOLIDIORG O[9PO -[IX0qIed BSB[IX0qQIEd Y0 )-[1}0d poon
00T T qI9H ot q O[9POIN [1X0q [1X0Q, D[RV
S9U0.1399[9 Ip daodsuea],
(6007 “I& 33 D{SUOIMED)) ‘ourmnu reuownd UQIOIJUT O[OPOIN BSBUAS0IPIYap OJeUdJaI] 2%
“Ie 39 DISUOIME ‘ourmnu Jeuownd uorod3Jul 0[2po duauoduwo)) ‘esejulg oje[IuRIU 4]
6007 “1& 39 1 3 ! [nd UQLRJUI O[OPON | dwo) 1S oje[luRnUY 4.
“Ie 39 D{SUoIME ‘ourmnu Jeuownd uorod3Jul 0[9poO duouodwo)) ‘esejulg oje[IuRI 1]
600T “Te 32 I R ! [nd UQIOAJUT O[OPOIN 1T dwo) IS Oje[uEnUY od.
eseIojsuen)
(6007 “I& 33 DYsUoIMED)) ‘ourmu Jeuownd U123l O[OPOIA -[1SOQLLIOJSO,] OJe[IUBIUY qdn
(6002 “I® 39 DsUoIMED)) ‘ourmuu Jeuownd UQIOOJUI O[OPOJN|  BSBISWOSI-[ISOLLIOJSO,] OJe[IUBNUY Dda
(6002 “I® 39 DjSUoIMED)) ‘ourmw Jeuow[nd ugod3Jul O[9POIA ¢ peprungns ‘esejurs ouejoidri], gday

267



1as

Tablas Suplementar

Anexo I

(900€ “Te 10 LOKEBOS 1€00T “Ie
19 UOSEIA] 00T “€ I3 MIQIH 6007 “[€ 39 D{SuoIMED)

(110T “[e 30 IIpesoy ‘LLOT “I€ 33 BIEIA)

‘ouLnw ofapour ud euowrnd £ ‘ef[ryouIyd
U9 OIPAU OPIO UQIOOSJUI ‘BJEI U BIWALIA)OR] O[OPOUI “UQIIBPIXO UQII0I]

©JRI UD BIWOLIDIORQ 9P O[OpOU ‘e[ndf[odolq op UQIOBULIO{

€ omy[nsip

sajuand op UQISBULIOY AP BUIJOI]
Odnjnsip:jon

OIqUIBDISUL O BUIJOI

qqsp

yasp

seura)oad dp uUoIEIYIPOIA!

(2002 “1% 39 319qI9H)

(600 “Te 32 DisuoIMED)

(6661

T 30 UOS[ION ‘LT0T “Te 39 DI ‘6007 “T€ 39 DSuoImen))
(6661

“[2 10 UOS[ION $LT0T “I& 19 DB\ ‘6007 “E 19 P{SU0IAED))
(ST0T “I¢ 13 [eppeg)

(ET0T “Te 32 SuoA ‘Z10T ‘OvY % EuLeyS)

(6007 “T& 19 DisuoIMED)

(6007 “Te 32 DisuoIMED)

(600 “T¢ 19 P{suoImED)

(€107 “1e 32 Suopy)
(L10T “1& 33 naeA)
(6007 “I® 39 DisuOIMED))
(6007 “I¥ 32 PisuoIMED)
(£00T “1¥ 39 uose)

(S10T 1% 32 [epped)
(ST0T “I% 12 [epped)
(Z00T “T& 12 J13QIdH 91T e 10 parsinn,)

(€007 ““1e 30 uosey)
(S10T “I® 32 [epped)
(£00T “I& 32 uosey)

(S10T “I¢ 32 [eppEq)

(S10T “I¢ 32 [eppeq)

(€107 “Te 32 Bu0A ‘6007 “T¢ 39 DisuoIMED)
(600 “T® 32 DisUOIMED)

(L10T “Te 30 BIBA)

(600 “T& 32 DisUOIMED)

(6007 “T& 32 DisuoIMED)

(6007 “Te 39 DisuoIMED)
(6007 “Te 32 DisuoIMED)
(L10T “12 32 nIRA)

(S00T “2 10 DISA[BZ *H00T Zo1moIeyald
2 DISA[Z 1H00T 8 12 UOSIEA “600T [ 10 IsuoImeD)

"BJE1 UO BIWALIDJORG O[OPOJA!
‘ournui ojppout Jeuownd uooaJu[

“oumw

ofopow Jeuownd uQIdAJuI ‘senorjedolq UQIOBULIOY NV UQIORUIqUIOdY
“ouLmu

ofopow Jeuownd uQIIJuI ‘senorjedolq UQIOBULIOY NV UQIORUIqUIOdY
"on1ojexdsax orjoydo uorooayuy

‘outInw ofopow reuownd UQIIOFUT NV UO9 UQIOOLIU]

“ourmu ofopowr Jeuownd uQrdFuUY

“ourmu ofopowr Jeuownd ugrodyuUY

‘ourmu ofopowr Jeuownd uQrodyuy

‘ourmw ofapowt reuownd ugIdFuY
‘ourmw ofapowr reuownd ugIdyuy
‘ourmw ofapowr reuownd ugIdyuY
"B[[IYOUIYD O[OPOW OIPAU OPIO UQIOIJU]

‘on1ojeadsax orjoydo uorooazu]
"onjojexdsax orjaydo uoroayuy
"BJeI UD BIWALIOJORG O[OPOW ‘OUIOBXO[J0IdIO B BIOU)SISOY

"B[[IYOUIYD O[OPOUI OIPAUI OPIO UQIIIJU]
‘oviojexdsax orjayido uorooayuy
“B[[IYOUIYD O[OPOUI OIPA OPIO UQIIISJU]

‘or10yea1dsar orjaydo uorod9Juy

‘ov1oyeaidsar orjaydo uorod9juy
‘ourmnui ojppout Jeuownd uooaJu[
‘ourmnw Jeuownd ugiodJuI O[OPON

“se[nofadorq 9p ugroRWLIO |
‘ouLmw oppowt reuownd ugIodyuy
‘ouLmw oppowt euownd ugrooyuy

‘ouLmw ofapowt reuownd ugrooyuy

“ouLmw oppowt reuownd ugrooyuy

"se[nofjadorq op ugIoRWLIO|

‘ouLInw o[ppowr Jeuow[nd UQIAJUI 3 BJRI US BIUDLIDIOR]

o[opowr ‘sajernbuoiq £ saferjolopus saferaids sen[ed ugIdLIANUI ‘0UITOIPIY
op oprxo1ad ‘s2)uadIa)ap ‘S0oNOIqIUE BIOU)SISAI ‘N V 9P UQIOR[IDA

eserownjod

NYV 9p (L-ewsdIs 1008,]

IR[N[90 UQISIAIP P BUINOI]

onis

9p BOLJ109dSd BSBUIQUIOIAT BUISOIL],
onis

9p BOLJ109dSd BSRUIQUIOIAT BUISOIL],
eSESI INYV BUI[eA

NQAV 9p 9ua1puadop [] eseOIOH
BSBA[OSIY

e1ojouw eurdjoid NV 9p esesrjoq
€ esedtppy NAV

uoduosuen ap

uooeredar ‘ojudrue[dode op 10308,]
d.LV 9p duarpuadop eseatpy NAV
QURUIQUIOIAI BUI)OIJ

L eUSpED ‘A BSEO[ONUOQLLIIXOPOXE]
NAV op uoroeredar op eurojo1d

¢ peprungns

‘eseS1] INYV BUIUR[R[IUS]

0 peprungns

‘eseS1] INYV BUIUB[R[IUS]

q

peprungns ‘A[ eseowosiodoy NQV
e3ojowoy eurejoxd ‘sopnosjonu

9p BINJONIISS O UQIOB[OPOWIIY
BSEIOIUIS INYV [ISI]

Ie[njooenul ugioeydas ap eur)oI g
¢ peprunqgns ‘1opepadsoy

[e uoIdRIZUI 9P 10108,

0 pepiungns ‘ropepadsoy

[e uoIdRIZAUI 9P 10108,

A peprungns ‘[]] eseounjod NQV
ESEIIS INYV-[ISIT

oanend ‘ugroduosuen op J0peAIIOY
IR[N[30 UQISIAIP 9P BUIIOI]

IR[N[30 UQISIAIP 9P BUIIO0I]
BSEJLV

“IR[N[90 UQISIAIP 9P BUIAIOI]

NQV ® uomun op eurajolq

3 peprunqns ‘[[] eserunjod NqQV

ese[now-uruape NqV

6SY1IH
ydez

qax

DX
S
qan
Dant
pan.t
gan.

pfu
da.
Yoo
Doad

opvt
Joyd
Soyd
givd
ynu
547
zdst
afy
vy
amoy

Xuas
pao3

xsy
NSY

asy

sy
ovup

wop

268



1as

Tablas Suplementar:

Anexo I

"LNIH 9P BIOUSNIIA 9P J0JOB) OWIOD QIYNUIPI oS USF [0 anb [0 Ud oara uz 0/K 04314 u1 OTUNNIISI “BIITIN,
TEDON U BIOUSNOIS 9p vI30[0wOy € aseq ud epeudIse uoroun j,

L1027 “[2 19 DIEIN) *Se[no1[adoIq UQIDBULIO| - 0¥91 998Td
(€107 “1& 39 Suop) ‘ourmw ojspowt reuownd ugIJUY - SO91IH
(Z00T “Te 10 119q19H) "BJRI UD BIWDLIDIORY O[OPOIA - 86S11H
(€T0T “Te 39 Suopy) ‘ouLIw o[opow Jeuownd UQIOdFUY - LTY1IH
(€007 “Te 39 UOSEIA)) “B[[IYOUIYD Op O[OPOTU Ud OIPIW OPIO UQTOIJU] - CO6CIIH
(€00T “Te 39 UOSEI\)) “B[[IYOUIYD 9P O[OPOTW US OIPAW OPIO UQIOIJU] - €911IH
(£00T ““T® 39 uosey\) “B[[IYOUNYD OP O[OPOW US OIPIW OPIO UQIOIJU] - ¥901IH
(£00T “Te 39 UOSBIA)) “B[[IYOUIYD OP O[OPOW Ud OIPAW OPIO UQIOIJU] - €9011H
(200 “Te 19 1IIQIIY) "BJRI UD BIWDLIDIOR] O[OPON - 8101IH
(Z00T “Te 10 119q19H) "BJRI UD BIWIDLIIOR] O[OPOIA - 00L0TH
(€00T “Te 30 UOSEIA)) “B[[IYOUIYD 9P O[OPOW US OIPAW OPIO UQIOIJU] - S990IH
(Z00Z “I¢ 19 119q 1) “BJRI UD BIWDLISIOR] O[9POIN - 19S0IH
(€107 “1e 32 Suopy) ‘ourmw ojopouwt reuownd ugrdoRyuY - 1E€Y0IH
(£00T “Ie 39 UOSEBIA)) “B[[IYOUID OP O[OPOW Ud OIPAW OPIO UQIOIJU] - ¥600IH
seandyodiy seurdjorg

[}
(STOZ “I 12 [eppeq) ‘ontojenidsar orjejide uorooayuy eupjod ‘zodep-zgden ewoisig 7odva

D
(ST0Z “Ie 19 [eppeg) ‘ou10jeaidsal orayide uoroodyuy euload ‘[ndep-1gdep eweisig [Ddva

[4: |
(SL0T “Ie 39 [eppeg) ‘oojeadsar orjoyda uorooayuy eugjord ‘zodeA-zgden ewasig zgdoa

19
(STOT “I 10 [eppeq) ‘ontojendsar orejde uor0dyuUT eurdjod ‘[odep-1gde) ewoisig 1gdva
(SI0T “I¢ 2 [eppeg) -ontojendsar orjejide ugrooayuy @ eurord ‘GqIS-qIS BWRISIS aqis
(ST0Z “I¢ 19 [ePpey) ‘on10jenidsar orjajds uorooayuy a eurjord “gqis-qqis BwaIsIS qaq1s
(102 “1¢ 39 [eppEg) ‘oiojeatdsar orfando ugrooaguy A rutajord ‘Floy-goy ewislg ot
(ST0T “Ie 39 1eppeg) ‘orojendsar oraydd ugrodFuY € euojo1d ‘GLoy-g1oy ewisls 1
(ST0T “I¢ 19 [eppeq) ‘or10jea1dsar orjands ugroayuy g eujoad ‘gSIH-vSIH pwaisig a3y
(ST10T “1% 19 1EpPEY) ‘ontojendsar orjejde uoroodyuy v eurjoxd ‘g3TH-ySIH ewolsig 8y
CUIX0)UE-BUIX0) SIS
(200T “I¢ 19 119G H) “BJRI U BIWALIdIOR] O[3POJA! £ eur[uuad e ugmun op eurdl0I] +9€0IH
(L10T “1e 39 nIeA) ‘se[nor[adoiq UQIOBULIO | V1 euromad e uomun op eudjoId puod
(6007 “I8 3 DjsuoIMED)) ‘or1ojenidsar oraydos uoooyU] 7 eurfoIuad € ugrun op BUII0I] zdqd
(Z00T “I® 19 113qI3H) "BIBI UD BIWDLIDIOR] OJOPOIA £ eur[omuad € UQTUN Op BUISIOI] ndqd
(LT0T “I& 33 BIEIN) ‘senoyjadorq ugorwLIO | 7 euruad € ugmun op BUISIOI] ppaut
seul[pIUAd & ugIun Ip seurd)oIg
(6007 “T& 13 DjsuoIMEeD) “ouLINW o]opoul Teuownd UQIdYU] eseumboysoj-d Lo Vit

vasa
(2661 ‘QUO, ‘6007 “I& 19 D{SUoIMED)) ‘ourmur ojopout Jeuowrnd uQrdodJuI ‘feInjeu eroudadwo) eorwse[duad esejonpaliopixQ J£od

(210 “T2 10 Q. NQYV ® uorun ap eurojord
{9661 ‘UISUBH 29 IOAIORIA (6007 “T¢ 19 DISUCIMED)) ‘ouLInu ojopow Jeuownd UQIIJUI ‘OANBPIXO SIS AUIJ UQIII0IJ MAXQ [euoroduosuen JopenSoy ydxo
NS
(€107 “1e 39 Suopy) ‘ourmuw ojapout reuownd ugroAJuY [BUIULIIX0QIED BSBI)0I] oud
(E10T “Te 39 BUOA $600T “T€ 19 D{SUOIMEBD)) ‘ounw o[opouw reuowrnd UQIOIJUY eserowosisuen-sio [rjoid-jipndod qidd
(2007 “I¢ 19 }19q19H) BJRI UD BIWIILIANORQ OJOPOIN esepdad eupi01q yaud

269



Anexo I: Tablas Suplementarias

15872 eIme1adwo) & 9[qIsuds Josaidar 1od sepejonuod wns K 129

7K1 (8007 ‘T 10 Ade1]) ‘oxa seu1a101d U0d 0A1OIJOP ¢ 0Fejoid un uANUOD ‘OYE A P BPRALID(J T01MS
7K1 JYTIUSIOG JOYSJOULIY ], safeuoo ered epesn) 01dOL
oo g
BUWOUdT [0 US OpelIdsul
€ WU FFOGyn) ugiddo [ap vidoo eun auanUOD OTMIMPY AP epeALdp djuddsiutng edo)  1/8d-(FADFFIHOTMIPY) 1TUOX
[4 OIpmse A)sq BUIPILWIN B 0JONOXNE ‘DOJH dudtoed op oyndsd op [NIH Ope[sIy €EC8INH
4 0IpN}So s ¥99ds “vads::pdnu 168d-DdnuyOTMIPYI
z 01pMIso 937 i ol ER ] TSPV OTMIPYE
z 01pMISa 257 ¥00ds 2ads::pdnu 006d-DdmuySLEINIH
4 0Ipmso 2)syq AU Dukid. Ay STSd-FAYIVSLELNIH
pUIOUSS 1o ud opeyadsul FgoHgyxny E@HOQO
I (b10T “Te 30 IrEqn[ [V)  [9p €IdOD BUN dUANUOYD "SSYEINIH 0dIUI[> OPE[SIE [op EPEALIOP djuddswuIum edo) SY8d-HUDGV M SSHELNIH
I 01pIsa sy AW DU DGIY Y08d-DdYVOTMIPYE
I 0IpMISa IS w0ods vads::ydqy $88d-FAqVOTMIPY
1 01pMISe A1 yUWIH DuLid: gy dps 8LSd-grdrsVOTMIPY
I 0IpMYSo s ¥9dS vads::ygonxy €89d-VgOnXYVOTMIAPI
I (S661 “Te 12 uuewySsId) e[nsdeo urs p odnoiss ‘I A\ onojeioqe] op vda) 0TMIPY
I 01pmIss 939 ¥00ds “vads:.nf ¥8Sd-1V SLEINIH
I 01pMIss 9359 woods ads::ad L68d-24V SLEINH
I OIpMISa ST yUIg DUt DGy S08d-Dg/1V SLELN'H
I 01pMISa 257 ¥00ds ads.:ydqy 968d-¥4qyV SLELNH
1 o1pMIsd A)sg Juig QuLa:gydos $991-grdvsV SLEIN'H
1 o1pMISd A)sY ¥o0ds ads:ygonxy 789d-VgO" YV SLEINH
I 01pMISs 9IS yoeds ads:ygdqs 16Ld-Fgd9V SLEINIH
(29 (26661 1€ 19 POOH) BIPAUI SO 9P 0JUY[d Ope[ste ‘LM edd) SLEIN'H
avzuanpful “fy
s/oymide) BIOUAIJIY uondLssq eda)

‘oleqen 910 ud sepeziin seueLd}oeq sedd)) *gV e[qeL

270



Anexo [: Tablas Suplementarias

¥93dS 23108500 K

¢ 01pMysd A15q SEPILIOAUT SAUOISAI SNS US [aUlpy UQIOOLIIST 9P SBURIP U0 / [L2UlIDJy UQSOdSURI) UOD J0IOIA 8.180d

Z o1p1ySd 9187 2ads: :ydnu ugrodnisip op ayassvo [0 ouenuoo onb qd [0 ¢ op owuesur un uoo g 1 1ALd dads::ydnu-7 1 141d

qd 0oL~
z o1pMysd A1sq op sojueanbuery sauor3ar £ (qd 57 1) Ddnu udg [0 suenuod anb qd 99z op oesur un uod 7' 1A rd Ddnu-z'119d
4 01p1ySd 9157 DuLid: Ay ugrodnisip op 22725500 10 duonuod anb qd 18°¢ op opesur un uod 7' 1 A rd ouLid: yAy-7 1 1Ard
T o1pNIsa As7 q [ 9p soyueanbueyy souorar £ (qd z6g8) pdyr uad [0 suonuoo anb qd 768z op omadsur un uod 7 1 1grd pAy1-z 1 1Ard
1 01pNYsa s 2ads: :anf ugrodnisip op ayasspo [0 ouanuod anb qd [0 op omdsur un uod .nf~g 1 1A rd oads::anf~z 1 19rd
I o1pMysd 21sq qY | op seyueanbueyy sauor3ar £ (qd [44) .1/ uoS [2 uonuod anb qd [z op opesur un uod 7' 1 1A rd anf~z 1 14Ard
I 01pMysd 157 Dads::ady ugrodnisip op 27725502 13 duenuod anb qd 9g(’s op oydsur un uod ad-z 1 1A rd dads::ady-7'11491d
(qd L6t'1) ofeqe senge £ (qd 00t 1) equue

1 0IpMIsa sy senSe sojueonbueyy souor3ar £ (qd ¢8y) ady udS [0 ouonuoo onb qd g4 ¢ op oesur un uoo g 1 1Ad ady-z'114rd

1 o1pNIso 9 Dutd: ;) giy uorodnisip op 27725502 10 ousnuod anb qd 7z6 g op omasul un uodo Hgy-7' 1 1Ard ouLi: :Dgiy-g 11Ard
(qd L11) gpry eowgSioyur uoidar el £ (qd ¢60°'1-10¢ 1w ‘qd §68) DAy pue (qd 899-1 1u ‘qd 899)

I 01pMsa 257 g1y “(666-868 W ‘qd 70 1) P2y uds o duenuod onb qd gy, | op ouesur un uod 7' LA[d ogiy-g1rArd

1 01pMySd A1sg Jads: :dqy ugrodnisip op ayassvo o duanuod onb qd 7104 9p oyosul un uod pdgy-z 1 1Ard dads: ydqy-z'11A1d
(qd 966) ofeqe sen3e £ (qd £ £6) eqLUe sene

1 o1pNIsa Asq sojueonbuery souoidar sef £ (qd 059°1) pdqy usd [0 suanuoo anb qd ¢8¢°¢ op ouadsur un uod 7 1 1grd ydqy-z 114rd

1 o1pNIsa Asq DuLd:: gydps uorodnisip op 272552 19 dudnuod onb qd (9¢°¢ 9p oudsuI un uod gydns-1INIDHd ouLd:: gydos-1 INGHd
(qd ¢z7) equUe sende pdps op ajueanbuery uoidar ey £ (¢z4-1 1 ‘qd €zt)

I 01pMysd A1sg gds (869°1-1 W ‘qd 869') pdps uag |9 ouanuod onb qd (¢ z op oudsur uod Ases-NIOd gydvs-1INADd

I o1pMys? Asq 2ads:: ygHynxy ugradnisip op 2j12ssp2 19 duanuod anb qd 98°¢ 9p opAsuI un uod FgHnxy-g 1 1Ard dads: ygonxy-z'11drd
(eyudweAnvadsar ‘qd [ £ ¢1) seowosiour souoidar sef A (0L [-1 3u ‘qd 0Ly 1) P1xy (869°1-1 3u ‘qd 869°1)

I 01pMsa 257 gnxy “(0€1°Z-10L 3 “‘qd gy 1) Dnixy ued [o dudnuod onb qd 1,89 op oudsul un uod z' LHfd ygonxy-g 11drd

1 o1pNIsa AIsq Dads:: ygdqy ugrodnisip op apassvo 9 duenuod anb qd ¢16°¢ op ouesur un uod pgdqr-z 114 rd oads::ygdqr-z'114rd
(9d p) pgdqr eorusSioyur ugrsar K (69°1-1 3u ‘qd $69°'1)

1 O1pIs3 NSy ydqr “(#68'1-79¢ 1 qd 7¢§ 1) gdgy uss |2 suenuod anb qd oLz°¢ op omesur un uod g [ 1grd ygdg-z1Ldard
7K1 (8007 “1e 10 Aoe1]) 144 sauor3a1 1od opeanbueyy yoadg ap7as500 duanuod ‘g1 Nd 9p opeALIQ ZESTNSd
AT (5002 “1& 10 U9IIV) W 27125512 UOD OpIWISed wroTgsd

1 e3owoig ofeuoo op 10109\ Asea-1NgDI
TA1  OYNUIIG IOYSHOULDY], ofeuo[o op 101007 z114ard

s/oymide) BUIIRJY uondLssq opruse[d

‘ofeqeny 9Jso US SOPEZI[NN SOPIWSE[J "€V BIqBL

271



Anexo I: Tablas Suplementarias

I OI1prysad 23y Y0d-1¥b VVIOOVILVIVVDOVIDIDOVY P191 Ta-40dbydqy
[ 01pMysd 9387 40d-Ldb DDLLOLVVLVODIVIOILYOOLD €191 Td-40dbrdgy
[ 01pMySd ST 40d-Ldb DOLVOOVIDOLYVIOOLOOV 791 Td-40dbydos
I o1pNIsd 2157 Aod-1db VVIOOLOOVLIOOLIOOIOIVIOLLYD 1291 2d-40dbydps
I 01pNIsd 1S A0od-1db VVDIVIOVIOVVLLYIOOOL 7991 q-40dbynxy
[ 01pMySd IS 4od-Ldb DLVVVLVVVOVIDVOOVYIOIOV 1991 d-40dbynxy
I (€107 “Te 1 AQIyp) A0od-1db LOVVOVIOLLOLLOOVOIDIOV (541 £4-40dbgdyqs
I (€107 18 10 AQuym) A0d-Ldb DIDVVIOVVOIVVLVOVVVIOILVOVOVVIOVY 1Lyl €d-40dbgdq
A1 o1pNIsd 1S ©OIUOT UQIOBAIIORU] DOOVVLIOVVIVVVVVOIVIVIOD LOET umop wagsd
K1 OIprysd 015y ©OIUOT UQIOBALORU] DVDOVVOLVVLVLLODOVOVVVLY 90¢€1 dn"unogsd
DOLLODLIOVOHOLIDOVIOLILODLLLLD
I o1pNIsd s BOIUOT UoEANORY]  LLVVOLLLLYLLLYLLYLVOVLLODODIOLLLLYOVOIOOV 2021 o~
DOVOHOLOIDLYOODOIDLLYOLVLLVVVVY
I o1pNIsd 1S BIIUDS UQBAIRU]  DVVOOVIVV.LVOOILOLIOLYIOVLIOODLLYVOLIOVLLD 1021 -/
I o1pNIsd 15 ©OIUOT UQISBALORU] DIDOVOHOVIOIVILOOLVLLIOVY YLIT -/
I 01pMysd s BOIUDT UQIOBATIORU] VILLLYDODVVVIIOVVIOVILOD €LIT [d~nf
DDOLIIDLOOVOHOLIDOVIOLVLLLLLLLYOVD
I 01pnIsd 318 BOIUYS UQIOBANORU]  DILOOVVLLVVIOVVVLLLVVVVLLYOLLYVVVV.LIJOVID 9081 Td-ady
DOVOILODILYOODOIILLYOLVVLVVVIOVD
[ 01pnyIs3 315 BOIUSS UQIOBANORU]  DVVLVIVVIOOVILOLVVVIVVOVIOLLYVVVIOLOVIVD S0ST Td-ady
[ 01pMysd s BOIUDE UQIdRANORU] LYVIDODDDILLY LYOLLODLOVOIOV 2081 14-2dy
I 01prysd s BOIUDT UQIdBANOBU] VLLOVOIOLLIDDLVIVOLYVOLLOLOD 1051 14-2dy
[ 01pMysa sy BOIUDE UQIdBANOBU] VLOLLLLOOIDVVVVVV.LIOODVV.L 8LTI [atgoX:ull
[ 01prysa sy BOIUE UQIdBANOBU] LLVVOVOIOOLLLLLYVLLODIDIOVIOOODD SLET [ gel: U]
[ 01pMysa s BOIUE UQIdRANORU] DVIDVIDLYVLIVV.LYVODIDOIVIIVILOODOND YLET -9y
[ 01pMysa s BOIUT UQIdRANORU] DOVIDVVOVLLYVVVVOLYLLIOOVVOLL) €LET 1401y
DOLLODLOOVOOLIDOVIOLVLLYVOLVIVVOL
I o1pMIsd 1S BOIURT UQIDBANORU]  VVVIOVVLVVVVLLIDDOVVLVVVLVLLIOIOVVVVV.LY $0S1 a-ydqy
DOVDHOLODILYOODDIDLLYOLY.LLODOLYIOD
[ 01prysd s BOIURE UQIdRANORU]  VOLLVOVVIOODLIDDLLYIDOOVIOOLYVV.LVIOOVVLLL €051 Td-ydgy
[ 01pMysd s BOIUE UQIdANORU] VOVLLLVVVLVLOVOLODOOVVVVIVVY 1051 a-vdqy
[ 01pMysd s ©OIUT UQIdRANOBU] 1OVLLODOOLLVODLLLOLOVLLLLLLD 6671 1d-vdqy
I o1pMIsd 2157 ©OIUOT UQIOBATIORU] DVVLVOOVILLOVLLODOLLLYVIOOVV.LY Ly oa-gydos
I o1pNIsd 1S ©OIUOT UQIOBATIORU] DVVOHIIOLLVLLVOVVLVVIOOLIOLOVVD Ly d-gydos
I 01pNIsd 1S ©OIUOT UQIOBAIORU] VIVOVVIDHIHIOVOVOILOLYVIOILL 0Ly 1g-gydos
I o1pNIsd 157 ©OIUOT UQIOBAIORU] LLVOLIOVVOVOVOOLVVLLYOLLOLVY 69 14-gyds
DOLLODLIOVOOLIDOVIOLVLYVOLLVLL
I o1pNIsd B35 BOIUOT UOIBANORY]  [DLIDLLLYVLIOOVVIOLLLYIOOLLLOVIVLVVVLYVOOV €821 A-ygonxy
DOVOHILODILYODOOIILLYILLYVV.L
I o1pNIsd 1S BOIUOT UQIOBANORU]  VDDDHOVVIVVV.LLIOLIIOVLVOLLLLYOVIOLVYYVIODD T8T1 Ty gony
I o1pNIsd B35 ©OIUOT UQIOBALORU] OVOLLYOLLLIODIOVIOILYLLD 1821 I-vgonxy
I o1pNIsd 315 BOIUYT UQIdBALORU] LLODLOVVVOIDIIVIOILVLLYY 08TI1 1d-vgonxy
DOLLODLIOVODLIDOVIOLVVLLYD
I 01pMysd s BOIU93 ugEANORY]  DOOLLLOLLOLYOILVOVLLYIOLYIOVYVIVILVIOLLOL 68T1 oa-vgdq
DOVDHILOIILYODODIDLLYLLOLYIDVYOY
[ 01pMysa sy BOIUDS UQIDBANORU]  [DVVV.LVIOOVVVVLVVVOOLLY.LYDOVILYIVVVLOVD 88C1 TAvgdq
I 01pMysd s ©OIUYT UQIdBANORU] DLVVOVLLVVLVOLLOOV.LIOOVOD L8T1 14- vgdgq
I 01pMySd s ©OIUYS UQIOBANORU] VVVOVLLLYVIDDOVOVVIVLLYD 9871 14-7gdq
s/oymide) BRUIJY ojisodoag (.€-.S) BrouUINIIS al Jopeqa)

‘ofeqeny 9Jso U SOPEZI[IN SAIOPEQR)) *HV BIqBL

272



Anexo [: Tablas Suplementarias

€N CNEN N N N N N N N N €N 6N N N N N NN N N N en N

(o e No o No No Mo le Mol (o] AN A

o
> >
———

—— o ——

swnpnoqgpey ‘sreradueT I
swnpnogpey ‘sreradueT 1q
swnpnogpey ‘sro1gueT iq
swnpnogpey ‘SrIgueT I
swnpnoqgpey ‘sreradueT I
swnpnogpey ‘sr1gueT iq
swnpnogpey ‘srIueT I
ownpnoqgpey ,msuuwﬁm\a a1
O1pNIS3 1Sy

O1pNYSa ISy

(¥10€T “[e 30 s3urpmny)
($10T “Te 30 sSurpng)
($10T “Te 10 sSurpng)
(¥10€ “[e 30 s3urpny)
OIpMnysd sy

Ow—u:...mu 21sH

O1pNYSa 1Sy

O1pNISa 3)sy

(L10T “Te 1 eqny)

(L10T “T& 12 Bqn3)

(L10T “Te 10 eqny)

(L10T “Te 1 eqny)

(1710T e 10 oxronday)
(1102 “e 0 oxon3ayy)
O1pNISa 31sy

OIpMNysd sy

0IpNsa sy

01pNYsa S

O1pNISa 3)sy

01pnyss s

0IpMYsa s
01pMyIsa s
01pnysd s
o1pnyse A)sg
01pMYso s
o1pnyIsa s
o1pnyse A)sg
0IpMyso s
01pMyIsa s
01pnyss s
o1pnyso A)sg
01pMYso s
o1pnyIsa s
01pnysd s
0IpMYso s
01pMyIsa s
01pNyss s

( lopeydepe ‘bes-up,
d lopeydepe ‘bas-u,
D Jopeydepe ‘bas-uj,
D Jopeydepe ‘bas-uj,
g 1opeydepe ‘bas-u],
g Jopeydepe ‘bas-uj,
v Jopeydepe ‘bas-uj,
v lopejdepe ‘bas-u],
IouLRIN-u], oanbay)
IOULIBA--U L 0anbay)
yOod-Ldb
Y0d-1¥b
Od-Lyb
ADd-19b
¥Od-Lyb
¥Od-L1yb
¥Od-Lyb
¥0d-1db
¥Od-Lyb
¥Od-L1yb
¥Od-Lyb
¥Od-Lyb
¥Od-L1yb
¥Od-Lyb

Y0d-1¥b
AOd-1¥b
AOd-Lyb
yOod-Ldb

©OIUYS UQIORATIORU]

©O1UPST UQIdBANIORU]
©OIUPS UOIOBATIORU]
©O1UYS UOIORATIORU]
©IIUYT UQIORATIORU]
©O1UPST UQIdBATIORU]
©O1UPS UOIORATIORU]
©OIUYT UQIORATIORU]
©O1UPST UQIdBATIORU]
©O1UPS UOIORATIORU]
ADd-1ub
JyOod-Ldb
yod-Ldb
ADd-1¥b
ADd-1db
yod-Ldb
ADd-1¥b
ADd-1ub

LOVOVVVOODVIOLODILOIDVOVVODILVOVVILODL
NNVIIVILIILYOIOLIOLIDOVOIVIVILOIOLL
LOVOVVVOHODVIOLODILOIDVOVVODILVOVVVLIID
NNDODOVLLIDLVOIDLLOIIDIVOIVOV.ILOIDLL
LOVOVVVOODVIOLODILOIDVOVVODILVOVIILVIV
NNLOLVOIIILVOIDLLOIIDIVOIVOV.ILOIOLL
LOVOVVVODODVIOLODILOIDVOVVODILVOVLVOILID
NNOIVILVIOLVOOILLOLOODIVOIVIVIOOILL
IDLOHOIOOIDILOVVILVOLYVODLLOOVIV
LOILODIDIDOILOVVLVOLVOOLLODOVOV
LODOLVVODLLVLLVODLLLOVOLLY
VVVLOVODIOOVVVOVODOVDL
VVVIVOOVILLLDLVLOODOVOLLD
DVOVVVVIIIOIDILDOLVOD
ODODOHILOVODDOVOHLLVIOOVO
VOVOVIOVOVIILVOVIOVID
VVOILODLOIVIVOLOOLLY
DOHOIOLIDLOLOLOLLLODD

LODLODLLOVIDLOILOD

VOVVVVIOIIIIIVODOHV

JOVVIVOOOLLLLOLIOVODL
VODOLVDLOLODLOVOVOVOD
LIOVVVOIDLVVIOVIOILLOD
DODOHOILVVVILVOVVILOVIID

VOLOODDDLIOIVOLVVLLLD
ODLIODOLVLLOLLLOOLIOL
LLODLODVLVVIDLOOLOLLLY
LLODLLODLLVODOLVVLLOLY
DOLLODLIOVOHOLOODOVIOLIDOVVIOOVIOVD
DIDDIOVVVLLVVVLVOVVLLVOLLVVLLLLIOVIDDOVL
DOVDOLOOILVOOODIILLYOLVVVIOLVVD
DDOHVIDLVVIOVVLIOVVLLVLLLLYVODDDVVLILVVOVLD
LODOVOVOVOLOODLVLVVOIVIOVOLD
LVOOLLOVIDOVOOLVLLOOVIVVOLY
LLLOOIDLLOODDOVVILIOIVOL
DLLLODOLLVOLLLOOODDOL
ODLVOIVIOLOOODIVVILVILVLV
VOOLLIDDOLILOLYDLOLIDLLOD
DDOLLVVVVVIIVOIDOLVVIOVVVVLLOVLYVDLVDD
VLLLVOVLIODJLODOLLVLVVOLIOODL
DVLOLLOIIDIODILVVIVVILIOVIOD
JOVVVDHLOOIVOLVOLLODDD
LOLLOOVOLOOOVIOLLLVOL
VOLOOIDLVVIOLLYLVODOD
DOVIOLVIOVIOILLIDDOLVLVLVIODV
DLOIOIOVLLOVLLOODOLLOVIOLVLLY
VOVODOVVIODLVVIIVVVD
OVOLLLLLVDLOOODDIOVY

vl
6071
80¥1
€651
681
SOyl
Yov1
Ievl
(11541

S6¢l
6€1
SSyl
12941

(449!

|49
(7491
61S1

10¢€1
00¢€l
secl
6Tl
SLOT
¥LO1
8841
(1841
0191
6091
0€91
1€91

A-VOOVDL 0£4SDad
A-VOOVOL 674S0dd
A-DDDVLL 0£4SO9d
A-DDOVLL 624SDdd
I-LOLVOD 0£4SD4d
A-LOLVOD 624SDdd
A-DOVOLV 0€4SDdd

+A-DOVOLV 624SDAd

M-:,HLOCC.NE
n—uCFJ-DCCﬁE
A-4Ddb-TIdNIN
A4Ddb-ZIdINN
A-40db-TdININ
d-40db-ZdININ
d-40dbggur
d-40dbggrux
d-40dbrns:
A-4Ddb ST
Y-ANLW
J-ANLW
A-40dbO
A-40dbOY
A-4DdbHAdVD!
A-4DdbHAdVD!

I AR 2]

MNg-1YP)
Td-Lab-pdnu
Td-Lgb-Ddnu

zd-Ddnu

zd-Ddnu
14-Ddnu
14-Ddnu

24 VAYL

A oxd pdys
[ e
APy
I-vAy1
1d-p4y1
A-PNY4S9]
[A-VNY4S9]
g-4odb-nf
A-40dbnf
44D dbady
d-40dbady
ed-40dbgrny
€A-40dbgrny

273



Anexo I: Tablas Suplementarias

o

MmN MNnMNMmMNONNMONMNMNMNMNOOaONNMNNOONONNNMNNNNONNN

swnpnoqpey ‘sr1esueT Iq

swmpnoqpey ‘sl1gueT Iq
oumpnoqpey ‘slIgueT I
oumpnoqpey ‘slIgueT I
oumpnoqpey ‘sIgueT I
oswmpnoqpey ‘sIagueT I
swnpnogpey ‘ste1esue Iq
swnpnoqpey ‘storsueT Iq
swmnpnoqpey ‘sr1gueT Iq
swmpnoqpey ‘slIgueT Iq
sumpnoqpey ‘slIgueT I
oumpnoqpey ‘sIgueT I
oumpnoqpey ‘sIgueT I
swmpnoqpey ‘sIgueT Iq
swnpnogpey ‘ste1esue Iq
swnpnoqpey ‘srrsueT Iq
sumnpnogqpey ‘sl1gueT Iq
sumpnogqpey ‘srIgueT Iq
sumpnoqpey ‘slIgueT Iq
oumpnoqpey ‘sIgueT I
oswmpnoqpey ‘sIgueT Iq
swmnpnoqpey ‘s1IgueT Iq
Jwmnpnoqpey ‘s1IagueT Iq
swnpnoqpey ‘srorsueT Iq
sumpnoqpey ‘sr1gueT Iq
swmpnoqpey ‘sr1gueT I
oumpnoqpey ‘slIgueT Iq
oumpnoqpey ‘slIgueT I
owmpnoqpey ‘sIgueT Iq
swmpnoqpey ‘s1IgueT Iq
swmnpnoqpey ‘s1IagueT Iq
swnpnoqpey ‘storsueT Iq
swmnpnoqpey ‘slIgueT Iq
sumpnogqpey ‘s1gueT Iq
sumpnoqpey ‘slIgueT Iq
owmpnoqpey ‘slIgueT Iq
swmpnoqpey ‘sIgueT I
swmnpnoqpey ‘s1IagueT Iq
swnpnogpey ‘sle1sueT Iq
swnpnoqpey ‘srrsueT Iq
swmnpnoqpey ‘sr1gueT Iq
sumpnoqpey ‘slIgueT Iq

'bagIXoN £71SDdd 10peqoo [o 10d epeoyrjdwe ‘bas-u] [op [eul} BIOUSNIIS ‘OPISA OPBIIqUIOS ¢ €SO 10peqad [o
J1od epeoyijdue ‘soropeidepe so] 9p UNWOd BIOUINOAS ‘SLIS 0peaIquios bas-u ua sopezinn sazopeidepe sof ap (qd9) apoop.inq [9p SOPIIOI[ONU I BIOUINIIS “BILISIN],
*0SIOAJI IOPRQID “Y -0)0IIP I0PLGAD

eurun|[ YDd ‘bes-up

eurun|[ YDd ‘bes-up
X Jopejdepe ‘bos-ug,
X Jopejdepe ‘bos-uj,
A Jopeydepe ‘bes-u,
A Jopeydepe ‘bes-up,
A Jlopeydepe ‘bas-up
A Jopejdepe ‘bos-uj,
N lopeydepe ‘bos-uj,
N lopejdepe ‘bos-uj,
1 Jopejdepe ‘bos-uj,
1 Jopejdepe ‘bes-u,
S Jopejdepe ‘bas-u]
S Jopejdepe ‘bas-u]
3 lopeydepe ‘bas-u],
3 Jopeidepe ‘bas-up,
O 1opeydepe ‘bos-uj,
O lopejdepe ‘bos-uj,
d Jopeydepe ‘bas-up
d Jopeydepe ‘bas-up,
O Jopeidepe ‘bas-u]
O Jopeidepe ‘bas-u]
N Jopeydepe ‘bas-u],
N Jopejdepe ‘bos-ug,
A Jopeydepe ‘bas-up
A Jopeydepe ‘bas-u]
1 Jopeidepe ‘bos-uj,
1 Jopeidepe ‘bes-u,
3 Jopeidepe ‘bas-u]
3 Jopeidepe ‘bas-up
[ Jopeydepe ‘bos-up,
 Jopeydepe ‘bos-uj,
1 1opejdepe ‘bos-uj,
[ 1opejdepe ‘bos-uj,
H Jopejdepe ‘bos-uj,
H Jopejdepe ‘bas-u,
0 Jopejdepe ‘bas-u]
0 Jopejdepe ‘bas-u]
J 1opeydepe ‘bos-up,
J Jopeydepe ‘bos-up
4 1opeydepe ‘bos-ug,
q Jopeydepe ‘bos-ug,

LOLVOIDLLOLODIVOIV
OVLIOOIDLLLDLOVOVIOLVOVOHIIVIOVOIOOIVILVOLVY
LOLOOVVOILVD
LVLIOVODODOIVOVLVOVOIVLVIDDIOVOVVOVIOVVD
LOVOVVVODOVIOLODILOIDVOVVOOILVOVLVVIIV
NNLIDLLVLIOLVOIDLLOILODOVOOVOVLOIDLL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILVOVILIVILV
NNLVOLOVIOLVOOILLOLODIVDIOVIOVIOOILL
LOVOVVVOHDOOVIOILODILOOOVOVVODILYOVILIVID
NNOODLOVOILILYDIDOLIOLIDIVOOVOVIOIOLL
LOVOVVVODOOVILOLODILOIDVOVVOOILVOVIIVLDD
NNOIVLOIDLOLYOIOILLOLIDIVOOVIOVIOOILL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILVOVIVVVID
NNOILLLOLOLVOOILLOLIDIVDIOVIOVIOOILL
LOVDOVVVOOOVLOLODILOIDVOVVODILVOVIVIIID
NNODOILIOLOLYOIILLOLIDOVOOVIVILOIDLL
LOVOVVVOHDOHVIOLODILOOOVOVVODILYVOVIVILLL
NNVVVOLILILYOIILLOLODIVOIVOVLOIILL
LOVOVVVODOVIOLODILOIDVOVVOOILYVOVIVOOIID
NNODIILOLOLYODIOILLOLIDIVOOVIVIODILL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILVOVIDIVID
NNIDLOIILOLYOIDLLOIIDOVOIVIV.ILOIDLL
LOVOVVVODOVIOLODLODDVOVVOOILVOVILVOVOL
NNVOLOLVIOLVOOILLOLODIVDOVIOVIOOILL
LOVOVVVODOVIOLOOLOIDVOVVOOILVOVILOVVID
NNIILLOVIDLYOIOLLOLOOIVOIVOVLOOILL
LOVOVVVDDOVIOLOILODOVOVVOOILVOVILIVIOLL
NNVVILOVLOLVOIDLLOIIDOVOOVIOV.LOIDLL
LOVOVVVDDOOVIOLOILODOVOVVODILVOVIOVVIVL
NNVLOLLILOLYOIDLLOIIDDVOOVIOVILOIDLL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILVOVIIIVLD
NNOVLOOILOLVOIILLOIIDOVOIOVIVILOIDLL
LOVOVVVOOOVILOLODLOIDVOVVOOILVOVVILOOVV
NNLLYDVLLOLVDIOILLOLODOVOIVIVIIOILL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILYVOVILVILD
NNOVILVOLOLYODOILLOLODIVOOVIOVIOOILL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILVOVILIVVIL
NNVOLLOVIOLVOOILLOLIDIVDIOVIOVIOOILL
LOVOVVVDDOOVIOLODLODOVOVVODILVOVILILVD
NNDLVOVILOLVOOILLOLODIVDIOVIOVIOOILL
LOVOVVVDDOOVIOLODLOOOVOVVODILVOVIIILLY
NNLVVODDLOLVOOILLOLODOVOIVIVIOOILL
LOVOVVVODOVIOLODLOIDVOVVOOILYVOVLILIVI
NNOLOVIVIOLYOOILLOLODIVOOVIVIODILL

1€4SD4dd

bogixoN ¢zdSOdd
A-LODLLY 0£4SDdd
A-LODLLY 624SO€d
A-LVDIOV 0€4SDdd
d-LVDIOV 671S0dd
A-DOLOVD 0€4SO4d
A-DDLOVD 624SOdd
A-DIV.LOD 0€4SOdd
A-DOVIDD 624SO€d
A-DOLLLD 0€4SO€d
d-DDLLLD 674SOdd
A-D0DOLO 0€4SOEd
A-D0DDIO 624SOId
A-VVVDLD 0£4SO9d
A-VVVOLD 624S04d
A-DDODLD 0£4SDdd
4-0D001D 674SDdd
A-DDOLOID 0€4SOEd
A-D01LO0D 624SO€d
A-VOLOLY 0€4SOdd
d-VOLOLY 671S04d
A-DDLLOV 0€4SD4d
A-00L1OV 624SOdd
A-VVOLOV 0£4SDdd
A-VVOLOV 624SD€d
A-VIOLLD 0€4SO€d
d-VIOLLO 674S0dd
A-OV.LODD 0€4SOEd
A-DV.LODD 624SO4d
I-11DOVL 0£4SO9d
J-LLOOVL 674SDdd
A-DVOLYD 0£4SDdd
A-OVOLVD 624SD€d
A-VOLLOV 0€4SOdd
d-VOLLOV 674S0dd
A-OLVOVD 0€4SD€d
A-DLVOVD 624SO€d
A-LVVOIOD 0€4SD4d
A-LVVIOD 624SO€d
A-DIOVOV 0£4SDdd
d-D1OVIV 624SD€d
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Tabla AS. Medio minimo quimicamente definido (CDMM):

preparacion.

composicion y

Solucién 1 (Volumen final: 1000 ml)

Acido L-Aspértico
Acido L-Glutamico
NaCl*

K2S04*

MgCla*

CaCl¢
Etilendiaminotetraacetato
NH4Cl¢

H>Odf

5er

13 gr
58 gr
10 gr

2 gr
0.222 gr
0.037 gr
2.2 gr
800 ml

Ajustar pH a 7.2 con 11.8 ml de 10 N¢ NaOH". Afiadir H>Od hasta 1000 ml.

Autoclavar y guardar a 4°C

Solucién 2 (2.1+2.1+2.3) (1:1:1)

Solucién 2.1 (Volumen final: 100 ml)

L-Arginina
Glicina
L-Lisina
L-Metionina
L-Serina

1.5gr
0.15 gr
0.25 gr
0.5 gr
0.5 gr

Afiadir 100 ml 0.1N HCI. Esterilizar mediante filtracion y guardar a 4°C.
Solucién 2.2 (Volumen final: 100 ml)

L-Leucina

1.5gr

Disolver en 100 ml de HCI 0.1N. Esterilizar mediante filtracion y guardar a 4°C.
Solucién 2.3 (Volumen final: 100 ml)

L-Tirosina

1gr

Disolver en 20 ml de HCI IN y afiadir inmediatamente dH>O hasta 100 ml.
Esterilizar mediante filtracién y guardar a 4°C.

Soluciéon 3 (Volumen final: 5 ml)

Tween-80

Alcohol de polivinilo
Lactato sddico
Glicerol

50 pl (0.1% vol/vol)!
5 mg (0.1% p/vol)
200 mg

0.75 ml (15% vol/vol)

Anadir H2Od hasta 5 ml. Esterilizar mediante filtracion y guardar a 4°C.

Solucién 4 (Volumen final: 100 ml)

Uracilo
Hipoxantina

0.2 gr
0.04 gr

Disolver en 100 ml de HCI 0,1N. Esterilizar mediante filtracién y guardar a 4°C.

Solucién 5 (Volumen final: 100 ml)

Inosina
KoHPOS
KH2PO4X

1gr
1.74 gr
1.36 gr

Afiadir H>Od hasta 100 ml. Esterilizar mediante filtraciéon y guardar a 4°C.

Solucién 6 (Volumen final: 100 ml)

Hemina
L-Histidina
2,2°,2 -nitrilotrietanol

0.1 gr
0.1 gr
4 ml (4% vol/vol)

Afadir dH20 hasta 100 ml. Esterilizacion: 70°C durante 10 min.

Guardar a 4°C (s6lo 2-3 semanas)

Solucién 7 (Volumen final: 10 ml)

NAD
Tiamina
Pantotenato de calcio

0.1 gr
0.1 gr
0.1 gr

Anadir H2Od hasta 100 ml. Esterilizar mediante filtracion y guardar a -20°C.
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Preparaciéon de CDMM
1. Mezclar para un volumen final de 100 ml de CDMM (antes de usar)
Solucién 1 10 ml
Solucién 2 (2.1+2.2+2.3) (1:1:1) 6 ml
Solucién 3 2 ml
Solucién 4 Sml
Anadir 2.6 ml de NaOH INy 52.4 ml de H>Od
Solucién 5 20 ml
Solucién 6 1 ml
Soluciéon 7 0.4 ml
Ajustar a pH 7.0

2. Cuando sea necesario, afiadir 50 uM cistina o 50 uM GSSG

“NaCl, cloruro de sodio; "K2S04, sulfato de potasio; “MgCl2, cloruro de magnesio; ‘CaCl2, cloruro de
calcio; “NH4CI, cloruro de amonio; fH20d, agua destilada; #N, normal; "NaOH, hidréxido de sodio; vol/vol,
volumen/volumen; 'K2HPO4, fosfato dipotasico; “KH2PO4, fosfato monopotasico.
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Tabla A6. Estadistica detallada de las soluciones HADDOCK de la interaccion
de hemina con las proteinas de HINT HbpA, SapA, SapA-variate truncada, PE
y HxuA.

H. influenzae HbpA

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
HADDOCK 164.2+1.6 157.842.8 153.749.7 151.7+10.4
Tamario Cluster 36 90 12 26
RMSD (A) 0.5+0 0.5+0 0.5+0 0.4+0.2
Energia Van der Waals -39.545.1 -33.6+4.4 -40.6+11.5 -46.443.9
Energia Electrostatica -197.8+£10.7 -216.4£25 -213.7+£38.8 -106.3£59.0
Energia de desolvatacion -91.945.8 -89.7+7.9 -82.646.7 -88.945.0
Energia de restriccion 68.0+£26.3 88.3+25.8 122.6+£36.9 48.4+18.0
Area de superficie (A2) 1081£88.6 1029.3+64.9 1075.2+89.8 973.3+17.8
V4 -1.1 -0.8 -0.6 -0.5
H. influenzae SapA

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4*
HADDOCK -145.243.3 -133.143.5 -129.0+5.1 -112.0+22.1
Tamafio Cluster 57 43 20 4
RMSD (A) 0.5+0.3 0.6+0.1 0.7+0.0 0.6+0.0
Energia Van der Waals -30.6+2.5 -44.842.1 -44.846.5 -28.645.6
Energia Electrostatica -250.1£14.1 -116.5+42.4 -122.8461.2 -163.8+131.8
Energia de desolvatacion -71.8+4.1 -67.846.9 -64.7£7.0 -60.6+5.0
Energia de restriccion 71.9+38.2 28.8+16.0 50.7+14.6 99.3+£37.7
Area de superficie (A?) 984.3+68.8 1136.1£15.7 1115.1£52.7 887.9+96.5
zZ -1.7 -1.2 -1.0 -0.2
H. influenzae SapA truncada

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
HADDOCK -136.1+£5.0 -120.8+6.3 -115.247.0 -86.5+5.1
Tamario Cluster 120 11 37 8
RMSD (A) 0.4+0.2 0.6+0.0 0.5+0.0 0.5+0.0
Energia Van der Waals -32.0+£8.6 -39.746.2 -142.8+13.9 -26.946.3
Energia Electrostatica 224.7+46.5 -134.7436.2 -51.9£10.4 -22.6£11.6
Energia de desolvatacion -65.845.6 -57.146.4 -51.9+10.4 -57.6+8.2
Energia de restriccion 65.6+38.1 28.8+16.1 13.3+£20.0 24.5£24.4
Area de superficie (A?) 951.4+173.4 1089.7+86.4 1104.9+£53 769.5+148.5
zZ -1.2 -0.3 0.0 1.6
H. influenzae PE

Cluster 1 Cluster 2
HADDOCK -66+1.0 -43.4+10.5
Tamario Cluster 189 6
RMSD (A) 1.1£0.2 1.1+0.1
Energia Van der Waals -40.845.2 -36.8+4.1
Energia Electrostatica -63.3+15.2 -46.6£18.5
Energia de desolvatacion -13.847.2 1.3+6.3
Energia de restriccion 11.8£11.0 14.9£11.0
Area de superficie (A?) 1147.0£72.4 1077.1+45.3
Z -1.0 1.0
H. influenzae HxuA

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
HADDOCK 40.2+3.4 -35.0+7.1 -13.6+10.7 -2.8+17.2
Tamario Cluster 138 35 8 4
RMSD (A) 0.4+0.3 0.5+0.1 0.4+0.0 0.5+0.0
Energia Van der Waals -40.0+4.7 -40.645.1 -21.5+4.7 -25.249.7
Energia Electrostatica -202.6+£23.5 -111.3+41.0 188.1+55.6 -104.8+£7.8
Energia de desolvatacion 37.943.1 27.0£5.8 39.6t£1.4 40.4+13.2
Energia de restriccion 24.3+18.2 8.5+4.2 59.6+17.5 29.4+13.4
Area de superficie (A2) 923.5+15.5 1021-2+45.7 671.6+66.3 723.5+£92.2
V4 -1.4 -1.1 0.0 0.6

*Las energias se muestran en kcal/mol.
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Synthase thyA4 in non-typeable Haemophilus influenzae modulates antibiotic resistance and has
a strong impact on its interplay with the host airways. Front Cell Infect Microbiol, 7: 266. doi:
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Universidad de Navarra, Navarra, Spain, ® Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain

Antibacterial treatment with cotrimoxazol (TxS), a combination of trimethoprim and
sulfamethoxazole, generates resistance by, among others, acquisition of thymidine
auxotrophy associated with mutations in the thymidylate synthase gene thyA, which can
modify the biology of infection. The opportunistic pathogen non-typeable Haemophilus
influenzae (NTHi) is frequently encountered in the lower airways of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) patients, and associated with acute exacerbation of COPD
symptoms. Increasing resistance of NTHi to TxS limits its suitability as initial antibacterial
against COPD exacerbation, although its relationship with thymidine auxotrophy is
unknown. In this study, the analysis of 2,542 NTHi isolates recovered at Bellvitge
University Hospital (Spain) in the period 2010-2014 revealed 119 strains forming slow-
growing colonies on the thymidine low concentration medium Mueller Hinton Fastidious,
including one strain isolated from a COPD patient undergoing TxS therapy that was
a reversible thymidine auxotroph. To assess the impact of thymidine auxotrophy in
the NTHi-host interplay during respiratory infection, thyA mutants were generated in
both the clinical isolate NTHi375 and the reference strain RAKW20. Inactivation of
the thyA gene increased TxS resistance, but also promoted morphological changes
consistent with elongation and impaired bacterial division, which altered H. influenzae
self-aggregation, phosphorylcholine level, C3b deposition, and airway epithelial infection
patterns. Availability of external thymidine contributed to overcome such auxotrophy
and TxS effect, potentially facilitated by the nucleoside transporter nupC. Although,
thyA inactivation resulted in bacterial attenuation in a lung infection mouse model, it
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Rodriguez-Arce et al.

Phenotypic Characterization of Thymidine Auxotrophy in NTHi

also rendered a lower clearance upon a TxS challenge in vivo. Thus, our results show
that thymidine auxotrophy modulates both the NTHi host airway interplay and antibiotic
resistance, which should be considered at the clinical setting for the consequences of

TxS administration.

Keywords: Haemophilus influenzae, thymidylate synthase, thymidine auxotrophy, thymidine uptake, bacterial
morphology, antibiotic resistance, airway infection

INTRODUCTION

Non-typeable  (non-capsulated)  Haemophilus  influenzae
(NTHi) is a Gram negative coccobacillus that is a common
commensal in the nasopharynx of healthy humans, and also
an opportunistic pathogen causing respiratory infections such
as acute otitis media, otitis media with effusion, community-
acquired pneumonia, and exacerbations of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD; Agrawal and Murphy, 2011).
COPD is characterized by a progressive and not fully reversible
airflow limitation, accompanied by infiltration of the airways
by neutrophils and mucus hypersecretion (Barnes, 2016). The
chronic course and evolution of COPD is often characterized by
periods of symptom exacerbation with a negative impact on the
patient’s quality of life and evolution of the disease, and represent
a significant cause of medical intervention and hospitalization.
Given that acute exacerbations of COPD (AECOPD) are mostly
caused by bacterial and viral infections (Sethi, 2010), antibiotic
therapy is routinely prescribed. Use of amoxicillin, tetracyclines,
or cotrimoxazole (TxS), a combination of trimethoprim (TMP)
and sulfamethoxazole (SMX), has long been regarded as standard
therapy for patients with AECOPD, which has contributed to
the increasing emergence of resistance to these antibiotics in
common respiratory pathogens such as NTHi, and become a real
challenge in the choice of adequate antibacterials (Nouira et al.,
2010).

The treatment of respiratory infections has been a very
important field of use of TxS, as a first-line agent against H.
influenzae infected respiratory patients (Iyer Parameswaran and
Murphy, 2009), and has also been considered as a prophylactic
option in HIV-infected children therefore having an impact on
H. influenzae carriage (Grant et al., 2009; Mwenya et al., 2010),
altogether increasing TxS resistance levels in this pathogen.
TxS interferes with the bacterial metabolism and replication by
blocking the production of tetrahydrofolic acid (THF). THF is
a co-factor for the thymidylate synthase, an essential protein
encoded by the thyA gene, required for the conversion of
thymidine from uracil (Stryer, 1995). During normal metabolism,
dihydrofolate is reduced to THF by the dihydrofolate reductase
(DHEFR), encoded by the folH gene, also known as drfA and
folA. TMP is a substrate analog of dihydrofolate and blocks
its reduction to THF. Conversely, SMX is a substrate analog
of para-aminobenzoic acid, and blocks the folP gene encoding
the dihydropteroate synthetase DHPS, which is involved in
production of dihydropteroate, a precursor of dihydrofolate.
Both TMP and SMX have little toxicity to humans because
humans do not synthesize folic acid but obtain it from dietary
sources (Tristram et al., 2007). Inhibiting the production of THF

prevents thymine synthesis and, hence, DNA replication, causing
bacterial death and TxS susceptibility. However, if external
thymidine is available, as shown in infected tissues (Besier et al.,
2008), thymidine-dependent TxS resistance may emerge upon
treatment. This aspect has been long reported (Maskell et al.,
1978), and extensively analyzed in Staphylococcus aureus, where
the underlying mechanism for thymidine dependency relies on
mutations of the thyA gene. Thus, inactivation of the thyA gene
generates thymidine auxotroph small colony variants (SCVs)
with a strong impact in this pathogen’s physiology, virulence, and
persistence, and uptake of external thymidine by the S. aureus
NupC nucleoside transporter seems to bypass the effect of TxS
(Kriegeskorte et al., 2014).

In NTHi, resistance to TxS is associated to polymorphisms
and/or short insertions in the folH and folP genes, DHFR
overproduction, or acquisition of the sulfonamide (SUL) genes
sull and sul2 (de Groot et al., 1988, 1996; Enne et al., 2002).
Existing evidence also relates H. influenzae TMP resistance
to transient thymidine auxotrophy in isolates from sputum
samples of chronic bronchitis patients receiving TMP (Platt
et al., 1983). Despite this observation, little is known about
thymidine-dependent antibiotic resistance and its underlying
consequences for NTHi pathogenesis. Following this notion, we
observed that among 2,542 NTHi strains isolated between 2010
and 2014 from clinical samples at Bellvitge University Hospital
(Spain), 119 strains formed slow-growing colonies on Mueller
Hinton Fastidious (MH-F) agar, a thymidine low concentration
medium. This observation prompted us to hypothesize that such
slow-growth could relate to thymidine auxotrophy, rendering
TxS resistance due to the antibiotic administration. If so, such
auxotrophy could also modify the dynamics of the NTHi-
host interplay. To address these hypotheses, we screened the
available NTHi isolates with a slow growth on MH-F agar
and identified one thymidine auxotroph, easily reversible to
the normal phenotype. Moreover, to question the relationship
between thymidine auxotrophy and respiratory infection by
NTHi, we employed two genome sequenced strains, NTHi
strain 375, hereafter NTHi375, and H. influenzae (Hi) RAKW20
(Fleischmann et al., 1995; Mell et al., 2014), to generate thymidine
auxotrophs by mutating the thyA gene, and systematically
evaluated its effect on (i) bacterial resistance to TxS, morphology,
growth, self-aggregation, and gene expression; (ii) NTHi-host
interplay by assessing bacterial binding to a panel of components
of the complement system, adhesion to- and invasion of cultured
airway epithelia; (iii) NTHi respiratory infection in vivo by using
a murine intranasal infection model upon TxS treatment. This
work provides further evidence of the emergence of NTHi TxS
resistance upon its administration, and shows for the first time
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that mutation of the thymidylate synthase encoding gene thyA in
NTHi leads to a strong impact on its physiology and virulence,
but also provides a survival advantage during TxS challenge.
Our results provide a context for a better understanding of
the potential effects of TxS treatment against NTHi respiratory
infection.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions
Strains used in this study are described in Table 1. NTHi strains
were grown at 37°C, 5% CO; on chocolate agar (Biomérieux),
MH-F agar (Biomérieux), or brain-heart infusion (BHI) agar
supplemented with 10 pg/ml hemin and 10 pg/ml nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD), referred to as sBHI. NTHi liquid
cultures were grown in sBHI (37°C, 5% CO,). Thymidine
(Sigma-Aldrich) was dissolved in sterile distilled water (stock
solution, 10 mg/ml). When necessary, media were supplemented
with thymidine by (i) using sterile paper discs soaked on
thymidine 300 pwg/ml or 10 mg/ml, (ii) thymidine 300 pg/ml
spreading on 20 ml chocolate agar or MH-F agar plates, (iii)
thymidine 300 pg/ml addition into sBHI. Erythromycin 11
pg/ml (Erm;;) or spectinomycin 50 pg/ml (Specsy) were used
when required. Escherichia coli was grown on Luria Bertani (LB)
agar at 37°C, supplemented with ampicillin 100 pg/ml (Ampyq),
erythromycin 150 pg/ml (Erm;so) or Specsp, when necessary.
For thyA disruption, a DNA fragment containing the thyA
gene and its respective adjacent regions (2,852 bp), was PCR
amplified with Phusion polymerase (Thermofisher) using

NTHi375 genomic DNA as template and primers thyA-F1 (5'-
TGCCTGAATATTCGCTCGGTTACATTTA) and thyA-R1 (5'-
CGATGATACTTAAAAGTAATCGCGACCAAAAATTCGG).

The gene-containing fragment was cloned into pJET1.2
(Thermofisher), generating pJET1.2-thyA. This cloned
PCR product was disrupted by inverse PCR with
Phusion  polymerase, using primers thyA-F2  (5'-
CGTTCCTGTGATGTTCCGCTTGGA) and thyA-R2
(5'-ATATCATCAACGCCTCTACGATGC). An internal
226-bp fragment (nucleotides 312-537 in the thyA coding
sequence) was replaced by a blunt-ended erythromycin
resistance cassette excised by Smal digestion from pBSLerm
(Allen et al., 2005), generating pJET1.2-thyA:ermC. This
plasmid was used as a template to amplify the thyA:ermC
disruption cassette with primers thyA-F1 and thyA-R1, which
was used to transform NTHi375 using the MIV method
(Herriott et al., 1970). Transformants were screened by plating
bacteria on sBHI agar with Erm;; to obtain NTHi375AthyA.
Same approach and disruption cassette were used to generate
RAKW20AthyA. For mutant confirmation, NTHi375AthyA
and RAKW20AthyA genomic DNA were used as template
to be PCR amplified with four primer pairs: (i) thyA-F1 and
thyA-R1, rendering a 3,814 bp product; (ii) thyA-F1 and
pBSLerm-down  (5-GGTACACGAAAAACAAGTTAAGGG),
rendering a 2,421 bp product; (iii) pBSLerm-up (5-
ATAAAGAGGGTTATAATGAACGAG) and thyA-R1, rendering
a 2,190 bp product; (iv) pBSLerm-up and pBSLerm-down,
rendering a 797 bp product (data not shown). Recombination
events resulting from integration of the thyA disruption

TABLE 1 | Strains and plasmids used in this studly.

Description Source
STRAINS
Haemophilus influenzae
NTHi375 Wild-type, otitis media clinical isolate Hood et al., 1999
NTHiI375AthyA thyA:.ermC, ErmR This study
NTHiI375AnupC nupC::spec, SpecR This study
RdKW20 Laboratory strain, capsule-deficient serotype d Fleischmann et al.,
1995
RdAKW20AthyA thyA::.ermC, ErmR This study
RdKW20AnupC nupC::spec, SpecR This study
NTHi8233 COPD isolate from a sputum sample, thymidine auxotroph This study
Escherichia coli
TOP 10 Used for cloning assays Thermofisher scientific
SW102 Derived from DY380, it contains a defective A prophage with the recombination Tracy et al., 2008
proteins exo, bet, and gam being controlled by the temperature-sensitive repressor c/857
PLASMIDS
pJET1.2 Cloning vector Thermofisher scientific
pBSLerm Source of an ErmR cassette Allen et al., 2005

pJET1.2-thyA
pJET1.2-thyA::ermC
pJET1.2-nupC
pJET1.2-nupC::spec
pRSM2832

pJET1.2 with a 2,852 bp insert containing the thyAnTHiz75 gene (852 bp) and 1 kb flanking regions

pJET1.2 with a 3,814 bp insert containing a thyAnTHis75.:ermC disruption cassette

pJET1.2 with a 2,664 bp insert containing the nupCrgkw20 gene (1,254 bp) gene and ~700 bp flanking regions

pJET1.2 with a 3,501 bp insert containing a nupCrgkw2o--spec disruption cassette

pKD13 derivative carrying a cassette containing a spectinomycin resistance gene flanked by FRT sites

This study
This study
This study
This study
Tracy et al., 2008
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cassette in the NTHi375 and RAKW20 genomes were
further verified by NTHi375AthyA and RAKW20AthyA
genomic DNA PCR amplification with primers thyA-F1
and thyA-R1, and PCR product sequencing with primers
thyA-F1, pBSLerm-up, pBSLerm-down and thyA-R1. When
necessary, the thyA gene was PCR amplified with primers
ThyA_Pro_F (5'-TGCGCCTTTGATTCCGTTTQG) and
ThyA_R2  (5-TCACCTAACGCTTCCGCTTT) for DNA
sequencing.

The nupC gene and its respective adjacent regions (2,664
bp) was amplified by PCR with Phusion polymerase using
RAKW20 genomic DNA as template and primers nupC-F1
(5'-ATGAACAGGTTATGGAGGCAGTTCCAT) and nupC-R1
(5'-GTGAGTACGAATATGGTCAGACACGGT). The gene-
containing fragment was cloned into pJET1.2, generating
pJET1.2-nupC. A Spec’ cassette was PCR amplified from
pRSM2832 using gene-specific mutagenic primers nupC-F2
(5'-GTAGAATAAGCCGAATTTTATTAACTTAACTAAT
CTAGGGGAATCAAATGATTCCGGGGATCCGTCGACC)
and nupC-R2 (5-TACCGCACTTTTTAATTGATTAAGATA
AATTAAAGTGCTGCAGCACCTAAGCCTGTAGGCTGG
AGCTGCTTCG), as described previously (Tracy et al., 2008).
Primers were designed to delete sequences between the start
codon and the last seven codons of nupC. E. coli SW102 cells
were prepared for recombineering, co-electroporated with
pJET1.2-nupC (Amp'; 50 ng) and the nupC-specific mutagenic
cassette (Spec’; 200 ng) as previously described (Sinha et al.,
2012), and mutagenized clones containing pJET1.2-nupC::spec
were selected on LB agar with Ampjgg, Specsg. This plasmid
was used as a template to amplify the nupC:spec disruption
cassette with primers nupC-F1 and nupC-R1, which was used
to transform NTHi375 and RAKW20 using the MIV method.
Transformants were selected on sBHI agar with Specs, to obtain
NTHi375AnupC and RAKW20AnupC mutant strains.

Screening for NTHi Thymidine Auxotroph

Clinical Isolates

Laboratory records of Microbiology Department at the Bellvitge
University Hospital (Spain) regarding the difficulties of some
NTHi isolates to growth on conventional antimicrobial
susceptibility ~testing medium (Mueller-Hinton agar+5%
defibrinated horse blood and 20 mg/l B-NAD, MH-F) were
reviewed from 2010 to 2014. Screening for thymidine auxotrophs
among NTHi clinical isolates was based on the interpretation of
their growth characteristics. Isolates identified as having growth
problems were further screened for thymidine auxotrophy by
comparative growth on chocolate agar plates and low-thymidine
MH-F agar plates. Thymidine auxotrophy was confirmed by
testing strain growth on MH-F agar in the absence or presence of
discs soaked with thymidine.

Susceptibility Testing under Non-standard
Conditions

TxS susceptibility testing of NTHi thymidine auxotrophs failed
to produce results by disc diffusion (Becton Dickinson), E-test
(Biomérieux) or broth microdilution when inoculated on MH-F

and incubated for 24 h, as specified by the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST; http://
www.eucast.org/clinical_breakpoints). Given that chocolate agar
supported growth for all strains after 24 h of incubation, this
medium was used for E-test- or TxS discs-based determination
of minimal inhibitory concentrations (MIC). Strains were grown
on chocolate agar, to generate bacterial suspensions normalized
in phosphate-buffered saline (PBS) to ODgpp = 1. Normalized
suspensions were spread on chocolate agar or, when necessary,
on MH-F agar, in the presence of E-test or TxS discs (23.75
mg/1.25 mg SMX:TMP) and incubated for 24 h before assessing
the diameter of the growth inhibition zones.

Growth Curves

To monitor growth, NTHi strains grown on chocolate agar for 16
h were inoculated (2-5 colonies) in 20 ml sBHI, with or without
thymidine, and incubated for 11 h with shaking. Cultures were
diluted in 40 ml sBHI, with or without thymidine, to ODggy =
0.01 (RAKW20) or ODggg = 0.05 (NTHi375), incubated with
agitation, and ODggo was recorded every hour for 8 h. Every
2 h, culture samples were serially diluted and plated on sBHI
agar. Data are shown both as ODggg and c.f.u./ml. At the final
time point, 10 pl of the bacterial cultures were placed on glass
coverslips and fixed with 3.7% paraformaldehyde (PFA) in PBS
pH 7.4 for 15 min at room temperature. Bacteria were labeled
with a polyclonal rabbit anti-NTHi primary antibody diluted
1:600 and a donkey anti-rabbit conjugated to Cy2 (Jackson
Immunological) secondary antibody diluted 1:100. Samples
were analyzed with a Carl Zeiss Axioskop 2 plus fluorescence
microscope and a Carl Zeiss Axio Cam MRm monochrome
camera.

Confocal Microscopy

NTHi strains were grown on chocolate agar for 16 h, in the
absence or presence of thymidine, and a colony was aseptically
spread with an inoculation loop over a drop of distilled water on a
microscopy slide. Samples were air-dried and stained for 15 min
in the darkness with the cell-permeable fluorescent nucleic acid
stain SYTO 9 (Life Technologies), following the manufacturer’s
instructions. Samples were washed twice with distilled water and
fluorescence was observed by confocal laser microscopy. Images
were acquired using a Leica TCS-SL filter-free spectral confocal
laser-scanning microscope (Leica Microsystems) equipped with
a 488 nm argon laser, 543 nm and 633 nm He/Ne lasers (Centres
Cientifics i Tecnologics-Campus de Bellvitge, Universitat de
Barcelona, Spain) using a 63x magnification oil immersion
objective (1.4 numerical aperture), and an image resolution of
1024 x 1024 pixels. Images were acquired randomly and analyzed
using the Leica Confocal Software 2.5 (Leica Microsystems).

Transmission Electron Microscopy (TEM)

H. influenzae strains were examined by TEM after growth
on chocolate agar following established procedures (Remuzgo-
Martinez et al, 2015). Briefly, bacteria were applied to
Formvar-coated grids, air dried, negatively stained with 1%
phosphotungstic acid in distilled water for 10 s, and examined
with a JEM-1011 transmission electron microscope (JEOL)
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operating at 80 kV and equipped with an Orius SC1000 charge-
coupled device (CCD) camera (Gatan).

RNA Extraction and Real-Time
Quantitative PCR (RT-qPCR) Analysis

NTHi strains were grown for 16 h on chocolate agar. Bacteria
(2-5 colonies) were inoculated into 20 ml sBHI, grown
for 11 h, with or without thymidine, diluted into 40 ml
fresh sBHI to ODgpy = 0.05, in the absence or presence
of thymidine, and grown to ODgyp = 0.6. Bacterial total
RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen). Total
RNA quality was evaluated using RNA 6000 Nano LabChips
(Agilent 2100 Bioanalyzer). All samples had intact 16S and
23S ribosomal RNA. Complementary DNA (cDNA) was
synthesized from total RNA (1 pg) using SuperScript II Reverse
Transcriptase reagents (Invitrogen). Real-time quantitative PCR
was performed using Thermo Scientific Luminaris HiGreen
qPCR Master Mix (Thermo Scientific) and fluorescence data
were analyzed with BioRad CFX96 qPCR System (Bio-Rad).
Relative quantities of mRNAs were calculated using the
comparative threshold cycle (Ct) method and normalized
using 16S ribosomal RNA (I6SrRNA) as an endogenous
control. Primer pairs were designed with Primer3 software: for
nupC, nupC-RT-Fw (5'-ATGTTAATCGCATTCGTTGGTT)
and nupC-RT-Rv  (5-ATTTGTCCTGCAATACCTGCTT);
for tdk, tdk-RT-Fw (5-TGTGCTTTGTTATGGCTTGC) and
tdk-RT-Rv (5'-CTTTAATGACCTCGCCCTGA); for 16SrRNA,
16S-Fw (5'-GGCGTTGATGACCGTGAAAC) and 16S-Rv (5'-
GCCAGTAATAATCGCCCTCTTCTAG). Data are expressed as
relative expression on mutant strains compared to their parental
wild-type strains, considered to be 1. All measures were carried
out in duplicate and at least three times (n > 6).

Bacterial Aggregation Assay

Three to four colonies of NTHi grown on chocolate agar for
16 h were inoculated into 20 ml sBHI, grown for 11 h, diluted
in sBHI to ODgpp = 1 and left standing at room temperature
for 5 h (starting volume ~25 ml). The viability of each culture
was tested by serial dilution and plating on sBHI agar at the
beginning of each experiment (t = 0; data not shown). ODggo
readings were performed at regular time intervals on 700 pl
aliquots collected from the top of each bacterial suspension. At
least four independent experiments (n > 4) were performed for
each strain.

Phosphorylcholine (PCho) Quantification

Three to four colonies of NTHi grown on chocolate agar for
16 h were inoculated into 20 ml sBHI, grown for 11 h, diluted
into 40 ml sBHI to ODgpp = 0.05, grown to ODgpp = 0.6 in
the absence or presence of thymidine, serially diluted, plated
on sBHI agar for cfu. determination, and used to generate
stocks stored at —80°C in sBHI with 20% glycerol as single use
aliquots for further experiments. For PCho determination, ~1
x 107 cfu. were incubated for 1 h at 37°C with TEPC-15, a
mouse monoclonal antibody specific for PCho (Sigma-Aldrich)
diluted 1:25 in PBS-0.05% Tween 20. Samples were washed twice
with PBS-0.05% Tween 20, and incubated with a fluorescein

isothiocyanate (FITC)-conjugated rabbit anti-mouse (Serotec)
diluted 1:300 in PBS-0.05% Tween 20 for 30 min at 4°C under
dark conditions. Bacteria were washed with PBS-0.05% Tween
20, fixed in 3% paraformaldehyde (PFA) for 2-3 min at room
temperature, and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences) using forward and side scatter parameters
to gate on at least 25,000 bacteria. Results are expressed as a
relative percent fluorescence index (RFI), to measure both the
proportion of fluorescent bacteria positive for PCho and the
intensity of fluorescence (Ramos-Sevillano et al., 2015). Assays
were performed in quadruplicate in at least three independent
occassions (n > 12).

Binding of Complement Factors to NTHi
Bacterial strains grown as indicated for PCho
determination. C3b deposition was analyzed as explained
previously (Ramos-Sevillano et al,, 2015). Briefly, a bacterial
suspension containing ~1 x 107 c.fu. was opsonized with
human serum diluted 1:4 in PBS-0.05% Tween 20, and detected
with a FITC-conjugated polyclonal goat anti-human C3b
antibody (ICN-Cappel) diluted 1:300 in PBS-0.05% Tween 20
for 30 min at 4°C under dark conditions. CRP binding was
measured as previously described (Ramos-Sevillano et al., 2015),
by incubating ~1 x 107 c.fu. with human serum diluted 1:4 in
PBS-0.05% Tween 20 and detected with a polyclonal rabbit anti-
human CRP antibody (Calbiochem) for 1 h at 37°C, followed
by two washes with PBS-0.05% Tween 20. Bacterial suspensions
were then incubated for 30 min with a FITC-conjugated
polyclonal goat anti-rabbit antibody in PBS-0.05% Tween 20
for 1 h at 37°C. For both C3b and CRP binding, bacteria were
finally washed with PBS-0.05% Tween 20, fixed in 3% PFA,
and analyzed on a FACSCalibur flow cytometer as described
above. Results are expressed as a RFI. Assays were performed in
quadruplicate in at least three independent occassions (n > 12).

were

Cell Culture and Bacterial Infection

A549 human alveolar basal epithelial cells (ATCC CCL-185) were
maintained as described (Morey et al., 2011), seeded to 6 x
10* cells/well for 32 h, and serum-starved 16 h before infection.
NCI H-292 mucoepidermoid pulmonary human carcinoma
epithelial cells (ATCC CRL-1848) were maintained as described
(Euba et al., 2015¢), and seeded to 4 x 10° cells/well 16 h
before infection. Adhesion and invasion assays were performed
and processed as described (Morey et al., 2011; Lopez-Gomez
et al., 2012; Euba et al., 2015a,c). For infection, PBS-normalized
bacterial suspensions (ODggg = 1) were prepared by using NTHi
strains grown on chocolate agar for 16 h, or in 20 ml sBHI for
11 h in the absence or presence of thymidine. A multiplicity
of infection (MOI) of ~100:1 was used. To monitor adhesion,
cells were infected for 30 min. Although this assay does not
completely exclude a possible internalization of some bacteria,
experimental conditions were previously set to mainly monitor
adhesion (Morey et al., 2011; data not shown). For invasion
assays, cells were incubated with bacteria for 2 h, washed three
times with PBS, incubated for 1 h with RPMI 1640 medium
containing 10% FCS, Hepes 10 mM, and gentamicin 200 pg/ml
to kill extracellular bacteria.
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When necessary, A549 cells were infected for 30 min with
bacterial suspensions (ODgpp = 1) generated with bacteria grown
on chocolate agar, in the absence or presence of thymidine;
infections were performed in RPMI 1640, and in the absence
or presence of purified C3 (16 pwg/ml), 2% C3-deficient human
serum (HS), or C3-depleted HS reconstituted with purified C3.
Human C3-deficient serum and human complement C3 were
purchased from Sigma-Aldrich. Cells were then washed three
times with PBS, lysed with 300 1 of PBS-saponin 0.025% for
10 min at room temperature, and serial dilutions were plated
on sBHI agar. All infections were performed in triplicate at
least three independent times (n > 9). Results are expressed as
cfu/ml.

Secretion of IL-8

For A549 cell stimulation by NTHIi, bacteria grown on chocolate
agar, in the absence or presence of thymidine, were collected with
PBS, suspensions were normalized to ODggp = 1, and used for
a 2 h infection with a MOI of ~100:1. Cells were washed three
times with PBS, and incubated for 6 h in RPMI 1640 medium
containing 10% FCS, Hepes 10 mM and gentamicin 100 pg/ml.
Supernatants were collected from the wells, cell debris removed
by centrifugation and samples frozen at —-80°C. IL-8 levels in the
supernatants were measured by ELISA (Abnova KA0115) with
sensitivity <2 pg/ml. Infections were performed in duplicate and
at least twice (n > 4). Results are expressed as IL-8 pg/ml.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

A549 cells were seeded on glass coverslips and infected as
described above, by using bacteria previously grown on chocolate
agar. Coverslips were fixed in ice-cold 3% glutaraldehyde for
20 min at 4°C. Samples were dehydrated in a series of graded
acetone, dried by the critical point method, coated with gold in
a Fine coat ion sputter JFC-1100 226 (JEOL, Ltd) and observed
with an Inspect S microscope (FEI Company) working at 15 or
20 kV (Lazaro-Diez et al., 2016).

NTHi Mouse Lung Infection

A CDI mouse model of NTHi lung infection was used, as
described previously (Morey et al., 2013; Euba et al., 2015a,b,c).
CD1 female mice (18-20 g) aged 4-5 weeks were purchased
from Charles River Laboratories (France), housed under
pathogen-free conditions at the Institute of Agrobiotechnology
facilities (registration number ES/31-2016-000002-CR-SU-US),
and used at 22-25 g. Animal handling and procedures
were in accordance with the current European (Directive
86/609/EEC) and National (Real Decreto 53/2013) legislations,
following the FELASA and ARRIVE guidelines, and with the
approval of the Universidad Publica de Navarra (UPNa) Animal
Experimentation Committee (Comité de Etica, Experimentacion
Animal y Bioseguridad) and the local Government authorization.
NTHi375 and NTHi375AthyA were used for lung infection,
and mice were randomly divided into two groups (n = 5):
(i) control, vehicle solution (0.1 ml PBS) administered by
oroesophageal gavage (Popper & Sons Inc.); (ii) one dose of TxS
each 6 h administered by oroesophageal gavage, starting at 6 h
post-infection (hpi). TxS (Septrin, 8 mg/40 mg/ml TMP:SMX)

treatment was performed at a dose of 960 mg/kg of body
weight in 0.1 ml PBS. Infecting bacteria were previously grown
on chocolate agar, in the absence or presence of thymidine.
For NTHi intranasal infection, 40 pl of a NTHi suspension
containing ~5x 108 c.fu./ml (~2x107 c.fu./mouse) were placed
at the entrance of the nostrils until complete inhalation, in
mice previously anesthetized with ketamine-xylazine (3:1). At 12,
24, or 48 hpi, mice were euthanized using cervical dislocation.
BALF samples were obtained by perfusion and collection of
0.7 ml of PBS, with help of a sterile 20G (1.1 mm diameter)
Vialon™ intravenous catheter (Becton-Dickinson) inserted into
the trachea. An aliquot of each recovered BALF was serially
10-fold diluted in PBS, and plated on sBHI agar to determine
the number of viable bacteria. Results are expressed as mean
£ SD of individual logjp c.fu/BALF. In parallel, lungs were
removed; the left one was processed for viable bacterial counts
(as detailed above), and the right lung was fixed in 10%
neutral buffered formalin for histological purposes. Heads and
necks containing upper airways, larynx, and tracheas were
fixed in the same buffered formalin for histology. Uninfected
mice receiving PBS or TxS were used as controls when
necessary.

For cell counting, the remaining volume of each BALF sample
was centrifuged at 5,000 r.p.m. for 3 min at 4°C. Each pellet was
resuspended in 1 ml RPMI 1640 with 10% FCS and Hepes 10
mM, and total cell count determined using a hemocytometer.
~5x10% cells in 200 pul RPMI 1640 with 10% FCS and Hepes
10 mM were used for cytospin preparation (1,500 r.p.m. for
10 min at room temperature, Thermo Shandon Cytospin).
Giemsa stains were performed with an automated hematology
slide preparation unit (SP-10, Sysmex Cosporation) according
to the manufacturer’s instructions. Preparations were examined
in a double-blinded manner with an optical microscope (BX,
Olympus).

Histopathology and Lesion Score

Heads and necks were rinsed in running tap water for 1
h, immersed in 5% nitric acid for 24-36 h until complete
decalcification, and 7-8 transaxial slices were made every 3-4
mm beginning at the nostrils and finishing in the caudal tracheas.
Transaxial slices and lungs were embedded in paraffin, and 4-6
pm sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) by
standard procedures, and examined by microscopy to determine
the presence and extent of inflammatory lesions. Sections were
examined blind as sets by a trained veterinary pathologist (Dr.
M. Barberdn). Parameters characterizing an acute inflammatory
reaction in upper airways, larynx, trachea, and lung, including
hemorrhages, hyperemia, polymorphonuclear cell infiltrates
(PMNs), and alveolar macrophages, were subjectively scored on a
scale of 0-3 (0: absent, 1: mild, 2: moderate, 3: severe). For tissue
control, similar organs obtained from non-infected control and
TxS treated mice were processed in an identical manner to the
infected tissues.

Statistical Analysis
For self-aggregation, gene expression, diameter of growth or
inhibition zones, PCho level, complement deposition, cell
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infection, bacterial loads in lungs and BALF samples, and
inflammatory cells in BALF samples, mean £ SD were calculated
and statistical comparison of means performed using the two-
tail t-test. For histopathology scoring, means + SD were also
calculated and statistical comparisons performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s protected
least significant difference (PLSD) multiple-comparison test. In
all cases, a p < 0.05 value was considered statistically significant.
Analyzes were performed using Prism software, version 6 for Mac
(GraphPad Software) statistical package.

RESULTS

Isolation of a Thymidine Dependent NTHi
Strain from the Sputum of a COPD Patient

Receiving TxS

Among 2,542 clinical NTHi isolated between 2010 and 2014 at
Bellvitge University Hospital (Spain), 119 (4.7%) isolates formed
slow-growing colonies on MH-F agar. Thymidine auxotrophy
was screened on the 119 isolates by comparative growth on
chocolate agar and on low-thymidine MH-F agar. Thymidine
auxotrophy was confirmed by absence of bacterial growth on
MH-F agar, and further growth on MH-F agar in the presence
of discs soaked in thymidine. One thymidine auxotroph NTHi
isolate, named strain 8233, was identified in a sputum sample
recovered from a COPD patient who had received TxS for
36 days to treat an acute exacerbation by Stenotrophomonas
maltophilia. NTHi8233 produced small colonies on chocolate
agar (data not shown) and did not grow on MH-F agar,
except when discs soaked with thymidine 300 pg/ml or 10
mg/ml were added to the plate. Bacterial growth showed
to be dependent on thymidine concentration (Figure 1A).
The thymidylate synthase encoding gene thyANTHis233 Was
sequenced, and a 6 nt duplication 267GAAAAT rendering a
two-amino acid insertion (E9ON91) was found, when compared
to that of the RAKW20 genome sequenced reference strain
(Fleischmann et al,, 1995). A prediction of ThyApn inuenzac
tertiary structure, based on Burkholderia thailandensis ThyA
protein (PDB: 3V8H), was generated by the automated modeling
tool of the Swiss Model web service (http://swissmodel.expasy.
org). ThyAnthis233 displayed 11 a-helices, 6 p-sheet strands
and several coil connecting segments (Figure S1A). Homology
between ThyAnThis233 and ThyAggqxwao predicted structures is
shown by structural alignment (Figure S1D).

NTHi8233 morphology was analyzed by confocal microscopy,
and showed non-septated bacterial filaments ~5-10 times longer
than the average NTHi bacteria (Figure 1A, right). The absence
of NTHi8233 growth on MH-F agar did not allow assessing its
antibiotic susceptibility following standard procedures (http://
www.eucast.org/clinical_breakpoints), and TxS resistance was
tested by E-test on bacteria grown on chocolate agar. The MIC
of TxS for NTHi8233 was >32 pg/ml. NTHi8233 thymidine
auxotrophy was found to be easily reversible, as described for
other pathogens (Kahl, 2014). Thymidine prototroph reverted
NTHi8233 strain did not present a filamented morphology (data
not shown) and the sequence of the thyA gene did not present

the 6 nt duplication described above, even though its MIC of TxS
remained unchanged.

Identification of NTHi8233 supports the notion that
thymidine auxotrophy may be a bacterial response to TxS
treatment that could be underestimated due to the lack of growth
on MH-F agar and given that, as previously stated for other
NTHi isolates (Platt et al., 1983), was shown to be reversible.
This observation prompted us to generate mutant strains
lacking the thyA gene on previously characterized NTHi genetic
backgrounds for a detailed study of the impact of thymidine
auxotrophy for this pathogen.

Generation and Characterization of

Thymidine Dependent H. influenzae strains
H. influenzae genome sequenced strains NTHi375 and RAKW20
were employed to generate thymidine dependent mutants by
disruption of the thyA gene (thyA accession numbers NF38_0045
and HI0905, respectively). At the protein level, ThyANTHi375
and ThyArggwao displayed 98.2% identity (Figure S1E). NTHi
mutants lacking the thyA gene were selected on sBHI agar
and rendered normal size colonies (data not shown), did not
grow on MH-F agar, and grew around discs soaked with
thymidine on MH-F agar. Growth was dependent on the
thymidine concentration present on the discs (Figure 1B and
Table 2). Thus, the thyA mutants displayed a larger growth zone
around discs soaked with thymidine 10 mg/ml than around
discs soaked with thymidine 300 pg/ml (NTHi375AthyA, p
< 0.005; RAKW20AthyA, p < 0.05). In contrast, wild-type
(WT) bacteria presented a normal growth on MH-F agar. For
NTHi375 WT and AthyA strains, the MICs of TxS were 0.25
and 0.38-0.5 pg/ml, respectively. For RAKW20 WT and thyA
mutant strains, the MICs of TxS were 0.12 and 0.5-0.75 pg/ml,
respectively. For purpose of illustration, larger growth inhibition
zones were observed for WT than for thyA mutant strains on
chocolate agar around TxS discs (Figure 1B). The morphology
of NTHi375AthyA and RAKW20AthyA strains was assessed
by confocal microscopy, showing non-septated filaments longer
than their respective WT bacteria. Bacterial median length,
measured by TEM in ~70 bacteria per strain, was (i) 1.42 +
0.56 and 3.78 & 2.86 wm for NTHi375 WT and AthyA strains,
respectively (p < 0.0001); (ii) 1.43 & 0.24 and 4.6 = 4.98 pm for
RAKW20 WT and AthyA strains, respectively (p < 0.0001). In
agreement, SEM showed enlarged thymidine dependent bacteria
on the surface of infected A549 human airway epithelial cells,
which may modify the infectious process, compared to that
shown by the WT strains (Figure 1B).

NTHi self-aggregates, which may promote microcolony
formation on host cell surfaces (Meng et al., 2011; Mell et al.,
2016). We asked whether the observed thymidine auxotrophy-
driven increased bacterial size differs in its self-aggregation, by
using tube-settling assays and monitoring the optical density
of bacterial suspensions over time. Thymidine dependent
mutants self-aggregated faster than their respective WT strains
(Figure 1C).

Together, inactivation of the thyA gene in NTHi (i) impaired
bacterial growth on MH-F agar, compensated by addition of
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FIGURE 1 | Thymidine auxotrophy modifies H. influenzae growth and morphology. (A) Growth of clinical isolate NTHi8233 on MH-F agar with sterile discs soaked in
water (1), thymidine 10 mg/ml, thymidine 300 png/ml (3). Dotted circles indicate the growth zone around discs (left). A zoom of bacterial growth around a disc soaked
in thymidine 10 mg/ml is shown (middle). NTHi8233 morphology observed by SYTO 9 staining and confocal microscopy (scale bar, 10 wm; right). (B) Growth of
NTHIi875 and RAKW20 WT and AthyA strains on MH-F agar with sterile discs soaked in water (1), thymidine 10 mg/ml (2), thymidine 300 pg/ml (3). Bacterial growth
rendering a lawn switches color of the MH-F agar medium from red to brown. Dotted circles indicate the growth zone around thymidine discs; zooms of bacterial
growth around a disc soaked in thymidine 10 mg/ml are shown. Growth inhibition of NTHi375 and RAKW20 WT and AthyA strains on chocolate agar around TxS
discs; dotted lanes indicate growth inhibition. Bacterial morphology observed by SYTO 9 staining and confocal microscopy (scale bar, 10 um), TEM (scale bar, 2 pm;
magnification 25000x), and SEM (scale bar, 10 wm; magnification 6000x). In SEM panels, black arrows indicate infecting bacteria. (C) Effect of thymidine auxotrophy
on H. influenzae self-aggregation. Tube-settling experiment of bacterial cultures previously grown for 11 h on sBHI, after incubation at room temperature for 5 h. Left,
NTHIi875 WT and AthyA strains; right, RAKW20 WT and AthyA strains; WT strains, black circle; AthyA mutants, black square. Bacterial aggregation was quantified by
measuring the decrease of absorbance at ODggg. The thyA mutants self-aggregated faster than their isogenic WT strains (for NTHi375, p < 0.05 at 1 and 2 h; for

RAKW20, p < 0.05 at 1 h, and p < 0.0005 at 2 h). All significant differences are indicated with *.

external thymidine, (ii) triggered enlarged bacilli which self-
aggregate faster than their isogenic WT strains, (iii) increased
resistance to TxS.

Thymidine Auxotrophy Causes Growth

Defects in H. influenzae
Growth in sBHI was analyzed for WT and thyA mutant strains.
NTHi375AthyA had an extended lag phase and lower final ODggo

than the WT strain, which correlated with a reduced viability,
measured as c.f.u./ml at the indicated time points (Figure 2A).
Although not as pronounced, RAKW20AthyA also had a slightly
extended lag phase and lower numbers of viable bacteria than
those of the WT strain (Figure 2B). In both thyA mutants,
the observed growth defects were partially restored by sBHI
supplementation with thymidine 300 pg/ml, independently of its
addition in the pre-culture used for further dilution in sBHI and
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TABLE 2 | Bacterial growth in different media and conditions.

H. influenzae strain Chocolate MH-F Diameter of bacterial growth

agar agar on MH-F agar around Thy?
disc (cm)
Thy 300 ng/ml  Thy 10 mg/ml

NTHi375 Yes Yes Yes Yes
NTHI375AthyA Yes NoP 0.65 £ 0.05 1.83 £ 0.025
NTHiI375AthyA+Thy® Yes No 1.25 + 0.05 2.9+ 0.1
RdKwW20 Yes Yes Yes Yes
RdKW20AthyA Yes No 0.9+ 0.1 1.83 £ 0.08
RdKW20AthyA+Thy  Yes No 1.4 £0A1 3.35 £ 0.05

aThy, thymidine.

bTotal absence of bacterial growth.

CNTHI375AthyA+Thy, bacteria previously grown on chocolate+Thy were used to
inoculate chocolate agar or MH-F agar plates.

ODgqp recording, or in the actual sBHI culture used for growth
monitoring over time (Figures2A,B). Immunofluorescence
microscopy at the final time point of the growth curve showed
non-septated long bacterial filaments for NTHi375AthyA grown
in sBHI, but a mixture of non-septated filaments and bacteria
with the average NTHi WT size for NTHi375AthyA pre-grown
in sBHI supplemented with thymidine 300 pg/ml (Figure 2A,
right). This could relate to the observed restoration of final
ODggo but not of final bacterial counts for NTHi375AthyA when
pre-cultured in sBHI supplemented with thymidine.

The thyA mutants, previously grown on chocolate agar
with thymidine (chocolate+Thy), grew on MH-F agar around
discs in a thymidine dependent manner, displaying a larger
growth zone around discs soaked with thymidine 10 mg/ml
than with thymidine 300 pg/ml (NTHi375AthyA, p < 0.005;
RAKW20AthyA, p < 0.005). Of note, thyA mutants previously
grown on chocolate+Thy rendered a better growth on MH-
F agar around discs soaked in thymidine than that of the
same strains previously grown on chocolate agar (for thymidine
300 pg/ml, NTHi375AthyA, p < 0.05; for thymidine 10
mg/ml, NTHi375AthyA, p < 0.05, RAKW20AthyA, p < 0.005;
Figures 1B, 2 bottom and Table 2). Similarly, external thymidine
(chocolate+Thy) rendered thyA bacterial length and morphology
similar to those shown by their respective isogenic WT strains
(Figures 1B, 2 bottom).

Thymidine Auxotrophy Modifies the
Expression of the Nucleoside Transporter

Encoding nupC Gene in H. influenzae

Both thyA mutants growth on MH-F agar around discs
soaked in thymidine, and morphology/growth restoration in the
presence of external thymidine, prompted us to speculate that
these mutants may use external thymidine to overcome their
nucleoside dependency. It has been previously shown that the
nucleoside transporter encoding gene nupC is overexpressed
in S. aureus thymidine dependent-SCVs, and that a AnupC
mutant fails to use external thymidine for growth under TxS
challenge (Chatterjee et al., 2008; Kriegeskorte et al., 2014).
HI0519 and NF38_02480 are annotated as nupC in the RAKW20

and NTHi375 genomes, respectively (Fleischmann et al., 1995;
Mell et al., 2014). Expression of the nupC gene in H. influenzae
was assessed by RT-qPCR, showing a trend to be higher in
the AthyA than in their isogenic WT strains grown in sBHI,
with stronger evidence in NTHi375 (Figure S2A). As shown
in Figure 2, sBHI supplementation with thymidine partially
restored the growth defects shown by the thyA mutants.
Following the notion that thymidine supplementation may
restore mutant-related phenotypes, expression of the nupC gene
was analyzed in AthyA bacteria when pre-cultured in sBHI
with thymidine and then grown in sBHI, or when grown
in sBHI supplemented with thymidine. Unexpectedly, when
mutant bacteria were pre-cultured in sBHI supplemented with
thymidine 300 pg/ml and then grown in sBHI, expression of
the nupC gene was even higher than when pre-cultured and
grown in sBHI (Figure S2A). Of note, a total absence of growth
inhibition was observed for thyA mutant strains on chocolate
agar around TxS discs, when pre-grown on chocolate-+Thy (data
not shown).

Next, NTHi375AnupC and RAKW20AnupC strains were
generated, showing growth rates comparable to those of their
respective WT strains in sBHI (Figure S2B), chocolate agar
and MH-F agar (data not shown). To assess the biological
function of nupC as a pyrimidine transporter responsible for
the uptake of extracellular thymidine in H. influenzae, we tested
the nupC mutants for their ability to use external thymidine
for growth under TxS challenge in a TxS disc diffusion assay.
Inhibition zones on chocolate agar and MH-F agar were
comparable for WT and AnupC strains. Growth inhibition
around TxS discs was also tested on chocolate agar and MH-
F agar plates supplemented with thymidine. Unfortunately,
no conclusive differences were observed because, as already
described, bacterial growth on plates with high concentration of
thymidine may produce haze or fine growth areas (Lorian, 1996).
Following this notion, we performed a search for pyrimidine
transporters in all available genome sequenced H. influenzae
strains, which did not reveal the presence of nucleoside
transporters additional to NupC in this bacterial species. We
also unsuccessfully attempted to generate a NTHi double mutant
strain lacking both the thyA and nupC genes (data not shown),
further supporting a role for NupC in the uptake of external
thymidine.

Moreover, thymidylate is synthesized either by the
thymidylate synthase ThyA or by the thymidine kinase TK,
and inactivation of the former has been shown to result
in upregulated expression of the later one in Mycoplasma
pneumoniae (Wang et al, 2010). HI0529 and NF38_ 02430
are annotated as a fdk thymidine kinase in the RAKW20
and NTHi375 genomes, respectively (Fleischmann et al,
1995; Mell et al., 2014). Different to nupC, the tdk gene
expression was shown to be similar in WT and AthyA strains
grown in sBHI, independently of thymidine addition (Figure
S2C).

Together, these results suggest that nupC may be a transporter
for external thymidine in H. influenzae, whose increased
expression could contribute to bypass the effects of TxS upon de
novo thymidylate biosynthesis.
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FIGURE 2 | H. influenzae growth is modified by thymidine availability. Bacterial growth, in the absence or presence of supplemented thymidine is shown for NTHi375
(A) and RAKW20 (B) WT and AthyA strains. Growth in sBHI is shown as a means of ODggg (upper) and c.f.u./ml (middle) at the indicated time points. WT strains were
grown in sBHI (black circle); AthyA strains were (i) grown in sBHI (black square), (i) grown in sBHI+thymidine 300 pwg/ml (inverted black triangle), (iii) pre-grown in
sBHI+thymidine 300 pg/ml and further diluted in sBHI for growth recording (white diamond). (A,B) bottom: growth of AthyA mutants, pre-grown on chocolate agar
with thymidine 300 j.g/ml (chocolate+Thy) and inoculated on MH-F agar with sterile discs soaked in water (1), thymidine 10 mg/ml (2), thymidine 300 pwg/ml (3).
Dotted circles indicate the growth zone around discs; bacterial morphology is shown by SYTO 9 staining and confocal microscopy (scale bar, 10 pm).
Immunofluorescence microscopy at the final time point of the growth curve is shown for NTHi375 WT, AthyA, and AthyA pre-grown in sBHI supplemented with
thymidine 300 pwg/ml (top, middle, and bottom images in A, right, respectively). Red arrows indicate the average NTHi WT size; green arrows indicate non-septated
bacterial filaments. Bacteria were labeled with rabbit anti-NTHi primary—and a donkey anti-rabbit conjugated to Cy2 secondary antibodies.

Thymidine Auxotrophy Reduces PCho grown in sBHI supplemented with thymidine than in their
Expression and C3b Deposition in isogenic WT strains (Figure 3A and Figure S3A). Decreased
H. influenzae levels of PCho in the thyA mutants may modify the bacterial

ability to bind C-reactive protein (CRP; Weiser et al., 1998).
However, CRP deposition on the bacterial surface was similar
in WT and thyA mutant strains (Figure 3B and Figure S3B).
Finally, to assess the possibility that cellular morphology may

We have previously reported that bacteria lacking PCho
self-aggregate slightly faster (Morey et al, 2013). Thymidine
auxotroph mutants showed faster self-aggregation compared to
that of their WT strains (Figure 1C), which could relate to
changes in cellular morphology (i.e., elongation) or, alternatively, affect complement interaction, C3b deposition was analyzed.
to a different amount of PCho residues on the bacterial surface. L hymidine auxotrophy was associated with decreased detection
The level of PCho was measured on NTHi375 and RdKW20  ©of C3b in NTHi375AthyA, which was restored by bacterial
WT and thyA mutant strains by flow cytometry using bacteria ~ growth in sBHI supplemented with thymidine (Figure 3C). No
grown in sBHIL Thymidine auxotrophy was associated with  differences were observed for C3b deposition between RAKW20
a decreased detection of PCho in both NTHi375AthyA and  strains (Figure S3C).

RAKW20AthyA mutants, which was restored in NTHi375AthyA Together, inactivation of the thyA gene caused a reduction in
by bacterial growth in sBHI in the presence of thymidine. Indeed, ~ the amount of PCho residues on H. influenzae surface, leading to
PCho detection was higher in the thymidine dependent mutants  impaired C3b deposition in at least NTHi375, which suggests that
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FIGURE 3 | Thymidine auxotrophy reduces PCho level and C3b binding on
NTHI375. NTHi375 WT and AthyA strains were exponentially grown in sBHI, in
the absence or presence of thymidine 300 wg/ml, and incubated with
anti-PCho (A), human serum and anti-CRP (B) or human serum and anti-C3b
(C) antibodies. Binding was analyzed by flow cytometry. Representative flow
cytometry histograms for each assay are shown (right). Color code: light gray,
control (CON) buffer; gray, NTHi375; black, NTHi375AthyA; dotted lane,
NTHIZ75AthyA grown in sBHI+Thy. NTHIZ75AthyA showed significantly lower
PCho level (p < 0.0001) and C3b deposition (p < 0.01) than the WT strain,
which was restored by mutant bacterial growth in sBHI with thymidine 300
rg/ml (PCho, p < 0.01; C3b, p < 0.01). PCho detection was significantly
higher in NTHi375AthyA grown in sBHI supplemented with thymidine than in
the WT strain (p < 0.05). *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.0001.

thymidine dependency may trigger changes affecting bacterial
recognition by this key complement component by a CRP-
independent mechanism.

Thymidine Auxotrophy Modifies

H. influenzae Interaction with Human
Airway Epithelia

The interplay of NTHi with the human respiratory epithelium
plays a determinant role in the progression of infection (Clementi
and Murphy, 2011). Next, we assessed if auxotrophy-related
bacterial morphology changes could alter such interplay, by
infecting A549 human type II pneumocytes with WT and thyA
mutant strains (Morey et al., 2011; Lopez-Gomez et al.,, 2012;
Euba et al., 2015c). Invasion by RAKW20 WT and thyA mutant
strains was not assayed given the poor invasiveness of this

genetic background (Mell et al., 2016). A549 cell adhesion and
invasion by NTHi375AthyA was lower than that shown by the
WT strain (Figure 4A). We also asked if external thymidine
could restore such deficiency by using mutant bacteria grown
in sBHI, in the absence or presence of thymidine (sBHIZThy).
A549 cell adhesion of NTHi375AthyA grown in sBHI was
lower than that shown by the WT strain, which was restored
by thymidine addition (Figure 4A, right). Similar results were
obtained for RAKW20AthyA grown in sBHI, when compared
to the WT strain, and to growth in sBHI with thymidine
(Figure S4A). Given the impaired host cell interaction due
to thymidine auxotrophy, we asked if inactivation of the
thyA gene modifies the epithelial cell inflammatory response
upon NTHi infection. Of note, the amount of secreted IL-
8 was higher in A549 cells infected by NTHi375AthyA than
by the WT strain, and such increase was reduced to WT
levels upon infection by NTHi375AthyA previously grown on
chocolate+Thy (Figure 4C). NTHi375AthyA lower epithelial
infection rate was also observed during infection of NCI H-292
human bronchial epithelial cells (Euba et al., 2015¢), for both
adhesion and invasion (Figure 4B). NTHi375AthyA grown in
sBHI showed lower adhesion to NCI H-292 cells than the WT
strain, which was restored by thymidine supplementation, and
adhesion by NTHi375AthyA grown in sBHI+Thy was higher
than that shown by the WT strain (Figure 4B, right).

Complement opsonization, specifically C3, has been shown
to enhance the bacterium-epithelial cell interaction for poorly
encapsulated strains (de Astorza et al., 2004). Based on the
observed differential C3b deposition by NTHi375 WT and
AthyA strains, we next tested the effect of C3 in NTHi infection
of A549 cells. NTHi375 and NTHi375AthyA strains were grown
on chocolate agar (AthyA) or chocolate+Thy (AthyA+Thy), and
A549 cells were infected in the presence of human purified C3,
C3-deficient serum, or C3-deficient serum reconstituted with
human purified C3. The level of bacterial attachment did not
change in the presence of C3, compared to that observed in
control untreated cells (CON) or cells co-incubated with C3-
deficient serum (Figure S4B).

In summary, thymidine auxotrophy modified NTHi ability to
infect airway epithelial cells in terms of bacterial location and
triggered inflammatory response. Changes in adhesion and IL-
8 secretion could be restored by addition of external thymidine
in the bacterial growth medium. The presence of C3 at the onset
of infection did not modulate bacterial adhesion.

Inactivation of the thyA Gene Attenuates
H. influenzae Virulence and Confers

Advantage under TxS Treatment In vivo

Finally, we sought to determine the impact of thymidine
auxotrophy in vivo, by using a mouse NTHi respiratory infection
model system previously used for NTHi375 (Morey et al., 2013;
Euba et al., 2015a,b). Mice were infected with NTHi375 WT and
thyA mutant strains grown on chocolate agar, and bacterial loads
were quantified in lungs and BALF samples at 12, 24, and 48
hpi. In lungs, NTHi375AthyA bacterial numbers were lower than
those recovered for the WT strain at the three infection time
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FIGURE 4 | The thyA gene inactivation modulates H. influenzae interplay with cultured human airway epithelia. A549 type Il pneumocytes (A) and NCI H-292
bronchial epithelial cells (B) were used to quantify adhesion and invasion by NTHi375 WT and AthyA strains. For adhesion, infecting inocula were prepared by using
bacteria previously grown on chocolate agar following previously established methods (Morey et al., 2011; left). Alternatively, bacteria previously grown on sBHI, in the
absence or presence of thymidine (sBHIZ=Thy), were used (right). NTHiI375AthyA showed significantly lower adhesion to A549 (chocolate agar, p < 0.005; sBHI, p <
0.005) and NCI H-292 (chocolate agar, p < 0.005; sBHI, p < 0.005) cells than the WT strain, which was restored by mutant pre-growth in sBHI with thymidine 300
png/ml (A549, p < 0.05; NCI H-292, p < 0.005). NTHi375AthyA showed significantly lower entry into A549 (p < 0.005) and NCI H-292 (p < 0.005) cells than the WT
strain. (C) IL-8 release was higher in cells infected by NTHiI375AthyA than by the WT strain (o < 0.005); NTHi375AthyA growth on chocolate+Thy reduced IL-8
secretion to WT levels (p < 0.005). *p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.005.

points tested. Thymidine dependency was also associated with  hpi in both lungs and BALFs, despite TxS administration. The
significantly reduced bacterial counts in BALF at 12 and 24 hpi  protective effect of thyA mutation against TxS was not observed

(Figures 5A,B). at 48 hpi, maybe due to NTHi375AthyA severe clearance at this
To further investigate if thymidine auxotrophy, despite  post-infection time point.
attenuation, confers an advantage to H. influenzae under TxS Based on the differences observed at 24 hpi, we attempted

treatment, we used a therapeutic regimen consisting of one TxS  to restore the thyA mutant phenotypes by infecting with
dose (960 mg/kg, 1:5 TMP:SMX) every 6 h, starting at 6 hpi.  mutant bacteria previously grown in the presence of thymidine.
Results indicate that TxS treatment was more efficient in reducing ~ However, intranasal inoculation of NTHi375AthyA grown on
bacterial counts of the WT than of the thyA mutant strain. Thus,  chocolate+Thy did not restore bacterial counts, and lung
a significant reduction of the WT population in lungs at 12, 24,  and BALF counts for NTHi375 WT were higher than those
and 48 hpi, and BALF samples at 24 hpi, was observed under  obtained for AthyA grown on chocolate+Thy. Unexpectedly,
treated—compared to that of untreated conditions. In contrast, =~ NTHi375AthyA previous growth on chocolate4+Thy increased
bacterial counts of NTHi375AthyA were unchanged at 12 and 24 TxS efficiency, i.e., in TxS treated animals, lung, and BALF counts
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FIGURE 5 | Inactivation of the thyA gene attenuates H. influenzae virulence and confers advantage under TxS treatment in vivo. CD1 mice were infected with ~2 x
107 bacteria/mouse of NTHiI375 WT (circle) or AthyA (square) strains. When necessary, a therapeutic regimen consisting of 960 mg/kg TxS (1:5 TMP:SMX) was
administered orally each 6 h (dark symbols). Mice were euthanized at 12, 24, and 48 hpi, and bacterial loads were quantified in lungs (log+g c.f.u./lung) (A) and BALF
(log1g c.f.u./BALF) (B). NTHi375AthyA showed significantly lower loads in lungs and BALFs at 12 (lung, p < 0.001; BALF, p < 0.01), 24 (lung, p < 0.001; BALF, p <
0.001), and 48 (lung, p < 0.01) hpi than those shown by the WT strain. TxS administration significantly reduced WT strain recovery from lungs and BALF samples at
12 (lung, p < 0.05), 24 (lung, p < 0.001; BALF, p < 0.001), and 48 (lung, p < 0.001) hpi, compared to WT infected untreated mice. Inverted triangles: CD1 mice were
infected with ~2 x 107 bacteria/mouse of AthyA strain previously grown on chocolate+Thy for 16 h; when necessary, a therapeutic regime consisting of 960 mg/kg
TxS was administered orally each 6 h (dark inverted triangles). NTHi375AthyA previously grown on chocolate+Thy rendered significantly lower loads in lungs and
BALFs than the WT strain (p < 0.001); NTHi375AthyA previously grown on chocolate+Thy showed significantly lower loads in lungs and BALFs of TxS treated —than
in those of untreated mice (p < 0.001); in TxS treated mice, NTHI375AthyA previously grown on chocolate+Thy showed lower loads in lungs and BALFs than
NTHi375AthyA previously grown on chocolate agar (o < 0.01). (C) BALF samples were analyzed for PMN (left) and alveolar macrophage (M®; right) counts at 12 hpi.
Significantly higher numbers were observed in NTHi375 WT than in AthyA infected samples for both PMN (p < 0.05) and M®s (p < 0.05). *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001.
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were higher for NTHi375AthyA grown on chocolate agar than
for NTHi375AthyA grown on chocolate+Thy. Also, lung and
BALF counts for NTHi375AthyA grown on chocolate+Thy were
higher in untreated—than in TxS treated animals (Figures 5A,B).

Microscopy score of the average histopathological lesion
in samples of mice infected with WT or AthyA strains was
also determined along the respiratory tract, and compared for
untreated and TxS-treated mice (Table 3). Histopathological
analysis of upper airways, larynxes, tracheas, and lungs from
mice intranasally infected with WT or with AthyA rendered
inflammatory lesions. Lungs and airways from control mice
instilled with PBS did not show significant inflammation or
pathological changes, independently of TxS administration.
In both WT and AthyA-infected mice, the upper airways
showed PMN infiltration of the lamina propria and lumens.
PMN infiltration was found in larger numbers in the lumens
of AthyA infected mice than in those infected with WT
bacteria, at both 12 and 24 hpi. Conversely, PMN infiltration
of the upper airway lamina propria was found to be larger
in WT—than in AthyA infected mice at 24 hpi. Mild PMN
infiltration of the lamina propria and lumens containing red
blood cells and PMNs were the main findings in larynxes
and tracheas. A tendency towards increased red blood cells
containing lumens in WT-infected compared to AthyA infected
mice was apparent at 24 hpi, although the differences did
not reach statistical significance. As previously described (Euba
et al., 2015b), lungs in infected mice showed areas of acute
bronchopneumonia where alveolar septa were thickened with
edema and hyperemic septal capillaries. Neutrophils, alveolar
macrophages and scattered small hemorrhages were observed
in alveolar spaces. Comparison of scored lesions at 12 hpi
showed significantly more hemorrhages at the lower airway
of mice infected with WT than at those infected with AthyA
bacteria in control untreated mice. Hemorrhages were also
found in larger proportions at the alveoli of mice infected
with NTHi375 at 12 than at 24 hpi, but a lower proportion
of alveolar macrophages was found at the lower airway of
mice infected with NTHi375 at 12 than at 24 hpi. Significant
differences were not found at the alveoli of AthyA infected
mice between post-infection time points. Analysis of scored
lesions in the airways of WT infected mice showed differences
between control untreated- and TxS treated-mice. We observed
a higher proportion of PMN infiltration in (i) the upper airway
lumens at 24 hpi in TxS treated—than in control untreated
mice, and (ii) the alveoli in control untreated—than in TxS
treated mice at 12 hpi. Conversely, AthyA infection caused
comparable lesions in both untreated- and TxS treated-mice
(Table 3). Intranasal inoculation of NTHi375AthyA previously
grown on chocolate+Thy rendered similar inflammatory lesions
in both untreated- and TxS treated-animals; as a sole difference, a
higher proportion of PMN infiltration was observed in the alveoli
of TxS treated—than of control untreated mice (p < 0.05).

Last, we quantified accumulation of immune cells in the
collected BALF samples at 12 hpi. NTHi375 WT pulmonary
infection increased the accumulation of PMNs and alveolar
macrophages, compared to that observed in the BALF of
AthyA infected mice. TxS treatment showed a trend to reduce

immune cell accumulation in BALF samples of WT infected
mice. Unexpectedly, TxS treatment increased immune cell
accumulation in BALF samples of AthyA infected mice (for both
PMNs and alveolar macrophages; Figure 5C).

In summary, thymidine auxotrophy reduces NTHi virulence
but, concomitantly, it confers an advantage under TxS treatment
in vivo, suggesting that uptake of external thymidine from the
infected tissue may contribute to bypass the bactericidal effect of
TxS. Moreover, overall higher inflammatory traits were observed
in WT—than in AthyA infected mice.

DISCUSSION

First-line antimicrobial agents must be effective, reliable, widely
available and affordable in resource-poor settings (Grant et al.,
2009). Following this notion, oral TxS has been recommended
for years as initial antibacterial for acute otitis media, non-
severe pneumonia or AECOPD because of its effectiveness
and reasonable price, which, in turn, has resulted in increased
resistance patterns by frequent respiratory pathogens such as
H. influenzae. Thus, H. influenzae increased TxS resistance
has been reported in clinical isolates from serotypes b, e, and
f, and non-typeable strains from various pathological origins
(Rowe et al., 2000; Leiberman et al., 2001; Campos et al,
2003a,b; Arguedas et al, 2005; Mohd-Zain et al., 2012; Puig
et al., 2014; Greenhill et al., 2015). Besides H. influenzae TxS
resistance due to changes in the sequence and/or expression
of the folH and folP genes, or acquisition of the sul genes (de
Groot et al,, 1988, 1996; Enne et al., 2002), TMP resistance
has been reported to arise in this pathogen as an indirect
result of mutation to thymidine/thymine auxotrophy (Platt et al.,
1983). Standard procedures for determination of H. influenzae
antibiotic susceptibility at diagnostic laboratories involve the
use of the low thymidine containing medium MH-E which
could underestimate the frequency of thymidine-dependent
TMP/TxS resistance. Indeed, the routine evaluation of NTHi
clinical isolates carried out in this study reported a proportion
of strains designated as forming slow-growing colonies, which
prompted us to screen their thymidine dependency, leading to
identification of the thymidine auxotroph NTHi8233. Compared
to ThyAgrgxw20, ThyAnThis233 has a two-amino acid insertion
at positions 90 and 91, which slightly modifies its predicted
structure (Figure S1). Inactive thyA gene alleles have been
reported for S. aureus due to in-frame deletions, deletions
resulting in a frameshift, or point mutations resulting in amino
acid transitions or non-sense mutations (Chatterjee et al.,
2008; Kriegeskorte et al, 2014). In this study, we identified
a NTHi thyA allele with an in-frame insertion compared to
previously genome sequenced strains, which could alter its
enzymatic activity. The ThyA canonical active site tryptophan
(W83) proposed for bacterial sequences (Baugh et al., 2013) is
conserved in ThyAnThis233, and future work will attempt to
purify ThyAnTHig233 and further assess its thymidylate synthase
activity.

Moreover, NTHi8233 thymidine auxotrophy was found to be
reversible, and such reversion was associated to disappearance
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of the in-frame insertion in the thyAnrHig233 gene. This
transient phenotype, in agreement with previous observations
(Platt et al,, 1983), prompts us to speculate that reversible
thymidine auxotrophy may lead into the infrequent isolation of
thymidine dependent NTHi strains from respiratory samples. In
contrast, TxS resistance level remained unchanged in NTHi8233,
independent of auxotrophy reversion. Of note, increased TMP
resistance has been previously found in H. influenzae thymidine
prototrophs isolated soon after isogenic thymidine auxotrophs
recovery from sputum samples exposed to subinhibitory TMP
concentrations, suggesting that TMP resistance could be the
result of a suppressor mutation (Platt et al., 1983). Following
this observation, the MIC of TMP for NTHi8233 was >32
pg/ml, independent of auxotrophy reversion. The mechanism(s)
underlying TMP/TxXS resistance in NTHi8233 is currently
unknown and will be subject of future study.

Reversible thymidine auxotrophy has been widely shown for
S. aureus thymidine dependent-SCVs (Kahl, 2014), and made
NTHi8233 inadequate for analysis of the impact of thymidine
dependency on NTHi pathogenesis. For this purpose, the thyA
gene was inactivated in strains NTHi375 and RdAKW20. NTHi
thyA mutants displayed alterations in morphology and growth,
and dependence on external thymidine, comparable to those
shown by S. aureus, Salmonella typhimurium, or S. maltophilia
thymidine auxotrophs (Kok et al., 2001; Kahl et al., 2003, 2005;
Anderson et al., 2007; Chatterjee et al., 2008). Moreover, NTHi
thyA gene disruption caused a reduced PCho level and C3b
deposition, impaired airway epithelial adhesion and invasion,
and enhanced secretion of IL-8 by cultured epithelial cells. In
some cases, minor phenotypic differences were observed between
NTHi375 and RAKW20 thyA mutants, likely to be related to the
known NTHi genomic heterogeneity (De Chiara et al., 2014).
Altogether, the observed in vitro phenotypes, such as a deficient
interaction with—and an increased inflammatory response by
cultured airway epithelial cells upon infection by AthyA mutant
strains, are likely to contribute to NTHi thymidine auxotroph
attenuation upon murine lung infection. Modification of the
biology of infection due to thymidine auxotrophy has been
reported for other bacterial pathogens including S. aureus, S.
typhimurium, Shigella flexneri, or Vibrio cholerae (Attridge, 1995;
Cersini et al., 1998; Kok et al., 2001; Kriegeskorte et al., 2014).
We acknowledge that a limitation of this study is the lack of
genetic complementation for the thyA gene inactivation. Several
approaches were unsuccessfully undertaken for plasmid-encoded
thyArgxw2o gene complementation into RAKW20AthyA, and
plasmid-encoded heterologous expression of the thyANTHis233
allele into RAKW20AthyA (data not shown). Of note, we
exclude a relationship between the thyA gene-related phenotypes
shown in this study and overexpression of the immediately
downstream gene, a putative homolog of the tadA gene encoding
a tRNA-specific adenosine deaminase, in the thyA mutants
(data not shown). Overexpression of the tadA gene has been
shown to confer resistance to the bactericidal natural product
xanthorrhizol in E. coli (Yogiara et al., 2015). Importantly,
addition of external thymidine in the growth media restored,
partial or totally, all analyzed in vitro phenotypes. Attenuation
of NTHi375AthyA in vivo was not restored by infecting bacteria
previously grown in the presence of external thymidine, which

could be due to the observed partial restoration of thymidine
prototrophy by available external thymidine, shown to be
dependent on thymidine concentration on MH-F agar.

In addition to the impact of thymidine auxotrophy by
inactivation of the thyA gene on NTHi virulence, TxS resistance
was shown to increase in the AthyA mutant strains. Disruption
of the thyA gene has been related to increased TMP resistance
in other bacteria (Song et al,, 2016). In agreement, the MIC
of TMP was 1 and >32 pg/ml for NTHi375 WT and AthyA
strains, respectively, and was 0.75 and >32 pg/ml for RAKW20
WT and AthyA strains, respectively. NTHi375AthyA pre-grown
in chocolate+Thy was cleared faster in TxS-treated than in
untreated mice, and the reason(s) for this observation is currently
unknown. Although, originally intended to restore the observed
increased expression of the nupC gene upon thyA inactivation,
mutant pre-growth in sBHI with thymidine further amplified
nupC expression, compared to sBHI. It should be noted that
increased nupC gene expression by a thyA mutant in S. aureus
was previously restored by complementing thyA gene disruption
(Chatterjee et al.,, 2008). Our observation was unexpected and
formally incomparable to that made for S. aureus. We speculate
that it could be associated with the lack of growth inhibition
around TxS discs observed for thyA mutant strains when pre-
grown in chocolate+Thy, therefore suggesting that uptake of
external thymidine by the NupC nucleoside transporter could
contribute to circumvent the effects of TxS upon de novo
thymidylate biosynthesis in NTHi. We suggest here for the
first time that NupC could function as a primary thymidine
transporter in NTHi if de novo thymidylate synthesis is blocked.
Search in all available genome sequenced H. influenzae strains did
not reveal the presence of additional nucleoside transporters in
this bacterial species. As expected, we unsuccessfully attempted to
generate a NTHi double mutant strain lacking both the thyA and
nupC genes (data not shown), further supporting the proposed
role for NupC.

Three additional aspects deserve further discussion. First, S.
aureus thymidine dependent SCVs grow on Columbia blood agar
(Kriegeskorte et al., 2014); S. maltophilia thymidine dependent
SCVs grow on sheep blood-, brucella-, and chocolate-agar
(Anderson et al., 2007), but neither grow on MacConkey
agar and M9 minimal medium (Anderson et al., 2007), nor
S. typhimurium thyA mutants grow on LB agar (Kok et al,
2001). Our results show that NTHiAthyA thymidine auxotrophs
grow rendering normal size colonies on chocolate—and sBHI-
agar, but fail to grow on MH-F agar. Therefore, we may not
consider the term thymidine dependent SCVs for H. influenzae.
Second, S. aureus SCVs are recovered from several human and
animal specimens, and are a highly dynamic subpopulation
optimized for persistence, enabling the bacteria to hide inside
the host cell without eliciting a strong host response (Kahl, 2014;
Kahl et al., 2016). This may be unlikely for NTHi thymidine
auxotrophs, given that we observed a significantly impaired
airway epithelial cell invasion by the NTHi375AthyA mutant
strain. Third, this study does not tackle the induction of NTHi
thymidine auxotrophy by TxS challenge, and we therefore cannot
speculate on the selection for thymine auxotrophs and TxS
resistance due to prolonged antibiotic exposure. Unexpectedly,
no statistically significant connection has been found between
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regional TxS use and resistance among H. influenzae isolates
(Karpanoja et al., 2008). We should also consider the potential
emergence of mutations in the thyA gene as a consequence of
treatment with other antibiotics with mutagenic activity such
as ciprofloxacin, which concomitantly increases TMP resistance
(Song et al., 2016). Hence, emergence of TxS resistance in
response to exposure to antibiotics needs further analysis and
continuous monitoring.

In conclusion, this study shows for the first time the impact
of thymidine auxotrophy by disruption of the thymidylate
synthase thyA on H. influenzae morphology and interplay with
the host airway and, indirectly, on its resistance to TxS. We
also show NupC as a potential facilitator of external thymidine
uptake upon inhibition of thymidylate de novo synthesis.
Thymidine auxotrophy lowers NTHi virulence, but also provides
an advantage under TxS exposure. Thus, our results should
be considered for the consequences of TxS administration
in the clinical settings. Further studies will contribute to
better assess the emergence of NTHi thymidine auxotrophs in
clinical samples, likely to be currently underestimated, and to
understand if NTHi thymidine dependency may be a response
to antibiotic treatment with a survival advantage in specific
environments.
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