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La nasofaringe esta colonizada por microorganismos que, ademas de constituir la microflora del tracto
respiratorio, son patégenos oportunistas. Haemophilus influenzae no tipable (HiNT) es una bacteria Gram
negativa, colonizador asintomatico en individuos sanos, y patdgeno oportunista causante de otitis, sinusitis,
laringitis, bronquitis y neumonia. Si bien el pulmdén es estéril gracias a la inmunidad del huésped, la exposicion
continuada a contaminantes como el tabaco altera los mecanismos defensivos, permitiendo la llegada y
colonizacién del tracto respiratorio inferior por patégenos. El tabaco también causa la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), obstruccion irreversible de las vias aéreas que tiene como aspecto fisiopatolégico
relevante la colonizacién persistente del tracto respiratorio inferior. HINT es el patégeno mas frecuentemente
aislado del pulmén de enfermos con patologias asociadas al tabaquismo.

HINT presenta caracteristicas que favorecen su adaptaciéon al hospedador: (i) elevada variabilidad genética
entre aislados clinicos; (ii) exposicion simultdnea de multiples adhesinas en superficie; (iii) exposicion de
carbohidratos en superficie, que son ligandos de lectinas eucariotas. HINT presenta en superficie la molécula
de lipooligosacarido (LOS); LOS contiene lipido A, KDO y tres heptosas a partir de las cuales se extienden
cadenas de varios oligosacaridos no repetidos en distintas combinaciones, con un repertorio de sustituciones
variable entre cepas. Las etapas iniciales de la colonizacion del tracto respiratorio por HiINT implican la adhesion
del patégeno a la mucosa respiratoria. El epitelio respiratorio estd revestido por carbohidratos unidos
covalentemente a proteinas y lipidos carrier. HINT debe por tanto presentar estructuras de superficie que actdan
como lectinas microbianas, jugando un papel esencial en la interaccién del microorganismo con carbohidratos de
la superficie eucariota. La naturaleza y caracteristicas de las interacciones carbohidrato bacteriano-lectina
eucariota y carbohidrato eucariota-lectina bacteriana, asi como las implicaciones clinicas de las mismas, son
aspectos desconocidos de la infeccién por HiNT.

Objetivo general: Identificacion de carbohidratos y lectinas de origen eucariota y bacteriano implicados en la
colonizacion del epitelio respiratorio por HiNT.

Objetivos especificos:

1. Determinacion del patrén de union a carbohidratos del hospedador presentado por HiNT. Se realizara
mediante la utilizaciéon de un microarray de carbohidratos.

2. Determinacioén de la contribucion relativa de carbohidratos bacterianos en superficie a la interaccion de HINT
con lectinas eucariotas.

2.1. Coleccién de mutantes en genes que codifican enzimas implicadas en la sintesis de LOS. Cultivos
bacterianos de mutantes carentes de los genes lic1BC, lic2A, siaB, opsX, IgtF o IpsA seran fijados, conjugados a
los fluorocromos correspondientes, y empleados como sondas en arrays que seran hibridados con lectinas
eucariotas seleccionadas (coleccion de galectinas).

2.2. Aislados clinicos seleccionados a partir de coleccion disponible. Cultivos bacterianos de los aislados
seleccionados seran fijados, conjugados a los fluorocromos correspondientes, y empleados como sondas en
arrays que seran hibridados con lectinas eucariotas (coleccion de galectinas). Alternativamente, los arrays seran
impresos con una coleccion amplia de glicoconjugados e hibridados con los aislados bacterianos de interés.
Explotacién de los resultados:

Utilizacion de carbohidratos como base de una terapia anti-adhesiva, como estrategia de prevencién de la
colonizacién por HiNT, o como estrategia de despegue del mismo del epitelio respiratorio en etapas iniciales de
la infeccién. Se realizaran experimentos de inhibicion mediante (i) microarrays de carbohidratos y (ii) un modelo
de infeccion utilizando células epiteliales en cultivo.

La exploracion del uso de carbohidratos como terapia anti-adhesiva frente a infecciones bacterianas se
fundamenta en el aumento alarmante de patégenos resistentes a antibiéticos. La adhesion bacteriana a los
tejidos del hospedador es mediada por adhesinas de la superficie bacteriana y puede inhibirse mediante la
utilizacién de carbohidratos reconocidos especificamente por dichas adhesinas. Desde un punto de vista
farmacolégico, este tipo de intervencion terapedutica se considera moderada, ademas de mas ecolodgica y segura
gue los tratamientos quimioterapeuticos.
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