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Background
The high mobility group box 1 (HMGB 1) is the prototype of alarmin protein released by

stressed or dying cells. The redox state of this protein confers different functions in the regu-

lation of inflammation and immune response.

Aim
Determine the kinetics, cellular sources and function of HMGBl in experimental

tuberculosis.

Methods
BALB/c mice were infected with Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv. At different time

points, HMGB1 was quantified in bronchial lavage lIuid (BALF) and in lungs was determined

its cellular sources by immunohistochemistry. HMGBl was blocked With specific antibodies

or recombinant HMGB1 was administered during early or late infection. Bacilli burdens.

inflammation and cytokines expression were determined.

Results
The maximal concentration of HMGB1 in BALF was at day one of infection. Bronchial ep,-

thelium and macrophages were the most important sources. At day 7 to 21 the oxidized

HMGB1 was predominant, while during late infection only the reduced form was seen.

Blocking HMGBl during early infection produced significant decrease of bacilli burdens and

high production of pro-inflammatory cytokines. while the opposite was seen when HMGB 1

was administered. Blocking HMGB 1 activity or administrated it in high amounts during late

infection worsening the disease.
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Conclusions
HMGBl is liberated during experimental tuberculosis anj promotes or suppress the

immune response and inflammation dependin~1 on the rEdox state.

Introduction
Tuberculosis (TB) is a respiratory chronic infection which produces profound abnormalities in
the immune system [I]. Bolh innate and acquired immuni':y arc essential participants in rhe
growth control of Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Durbg carly infection, innate immunity
senses the presence of the pathogen after the participation of a number of pattern -recognition
receptors that detect mycobacterial components though pathogen-associated molecular pat-
terns (PAMPs), heing the Toll-like receptors (TLRs) the be ••t studied of these pattern detectors.
Interestingly, besides to recognizing PAlvlPs, the immune ~ystem has evolved to detect endoge-
nous danger signals or by analogy damage-associated molecular patterns (DAMPs), which are
reie<lsed by dying cells or are actively secreted by stressed cdls and contributes to regulate the
inflammatory response [2J. Actually DA!vlPs act as 'warnir:g' signals that alert innate and
adaptive immunity. The nuclear DNA-binding molecule high mobility group box I (Hf\1GBl)
is a prototype DA~.IP protein that may playa role in modu1ating the inflammatory responses
after the cell damage induced by ~ltb [.\].

H!vlGBI is a non-histone nuclear protein that is compri;ed of21S amino acids that are
arranged in [\','0 box structures (A box and B box) and a C terminal tail with glutamic and
aspartic aminoacids. HMGBl contains three cystdne residues, two in box A, (C23 and C45).
and one in box B (C106) that are redox sensitive, and two nuclear localization sequence (~SL)
located one in the box A and the other one in box B, both contain lysine residues. Hyperacety-
lation of the lysines located in ~SLs determines the nuclear translocation to cytoplasm and
subsequent secretion [4}. Thus. acetylation is decisive for intracellular shuttling of H'\1GR I
from the nucleus to cytoplasm and subsequent release from monoC}1es, macrophages [5, 6]

and other cell types [41.
In the nucleus, H1\.1GBI can bind DNA, especially molecules with certain sequences or a

bent structure. contributing to organize chromosome architecture and regulates transcription
[:-,~l.In the c)1oplasm, HJ\lGBI is involved in autophagy and PKRJinflammosome activation
1-1]. I Il\.1GB1 is susceptible to extensive post-traslationals modifications: acetyl at ions. methyla-
tions. glycations. phosphol)'lations. ADP rybosilations. and reversible and terminal cysteine
oxidation [4,9. 10, II]. HMGB I can enter endosomal vesicles for eventual sCLretion after
immune activation or other type of stimulus.\\'hen cells die by necrosis or apoptosis, H:v1GRI
also translocates to the extracellular milieu i~~,11]. and its immunological effect is ditTerent.
\Vhen HMGBI is liberated by necrotic cells induces strong pro-inflammatory stimulus, as
demonstrated in models of sepsis (131. while H~lG131 re1ea~ed during apuptosis could dimin4

ish immunological activity. due to the oxidation of key cysteine residues occurring during
redox disturbances in stressed cells ill].

Recent analysis based in mass spectrometry, molecular ttchniques and immunological read-
outs have allowed the functional characterization of HMGBI. which depends on the redox
modilkations of cysteine residues and lysine acetylation l'll.Concerning to the cysteine resi-
dues and depending on the redox state. IL'VIGBI can be in "all thiol" form with all cysteines
reduced; "disulfide HMGBI" ,,,,ith a disulfide bond between C23 and C45, and C106 remaining
in the reduced thiol form; and the "oxidized H~1GRl" ,,,'ith the three cysteines oxidized 11.\ 16,
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17J. The "all thiol" HMGBI acts as a chemotactic mediator [.1J, after binding to other Chell1ll-

kines (CXCL-12), it stimulates leukoC)1e recruitment II:J, I~J.The "disulfide" HMGR I i" il

cytokine-stimulating factor, it is released by necrotic and pyroptotic cells, and binds lO :\1I) 2
in the TLR4/~vlD-2 complex inducing T:'\Fo: release and t\FK~ activation acting as a proinllam
malory factor 14, ]7], while oxidized H,\'IGBI is released by apoptotic cells and induLes immu-
nosuppressing /antintlammatory effects [1':;, 16, }-. ~}.

Considering that along the course of TE there are necrotic, apoptotic and stressed cells
which should release I-I:\IGB in different redox states, the contribution of this alarmin in the
immunopathology ofTB could be importanLThe present study is aimed to evaluate the kinet-
ics, cellular sources and function of H~\ilGBl in a modd of pulmonary TB in BALB/c micc.

Materials and Methods
Experimental model of pulmonary TB
The experimental model of progressive pulmonary TB has been described elsewhere [I YJ.
Briefly, the reference .\1tb strain H37Rv was gro\\1h in 7H9 medium with OADC enrichmcnt.
~\lid log-phase cultures ' ••-ere used. Male BALB/c mice, 0-8 weeks old, were anaesthetized in a
gas chamber using sevotluorane and infected through endotracheal instillation with 2.5 x Ill-;

live bacilli. All the animal work was done according to the guidelines of the .\lexican ConstItu-
tion law NOM 062-200-1999, and approval of the Ethical Committee for Experimentation m
Animals of the ;":ational Institute of ~Iedical Sciences and :\utrition in ~lexico, permit number'

224.

Quantification of HMGB1 by ELISA and determination of reduced or
oxidized HMGB1 by westem blotting in bronchial lavage fluid (BALF)
Groups of four animal infected as described below were euthanized by ex-sanguination atkr
anesthetized with intraperitoneal penthotal; BALF was performed with 5x I ml of PBS on 1.. ~.
7, l.t 21,28 and 60 days after infection. Another group of uninfected animals was included ,1S a
control group. After concentrate the BALF, total proteins from mice ' ••-ere determined sep,l
rately and H~vlGB 1 concentrations were determined by ELISA using a commercial kit (lBI
International, REF: ST 510 11).

The pre.sence of reduced or oxidized H~'lGBI ,••"as determined in BALF. because depending
on this is its pro or anti-inflammatory acti,;tr [2. 20]. H~'IGBI oxidation produced a shin 111

the protein emigration which can be detected in gradient polyacrylamide gels and westefll-
blotting [211].Equal amounts ofRALF proteins from each time point were separated Oil <lIII 111-

reducing (4 to 20%) Ris- Tris gel (liwitrogen, Carlsbad, CA), transferred to nitrocellulose lllCnl"
brane and incubated with anti~H:r-.:IGBl Rabbit anti-Human !\lonocional Antibody (L5-
BI1655-LSBio) diluted 1/1000. The blot was developed by chemiluminescence (EeL-pius;
Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ). Control blots ',,'ere processed without incubation with

the primary antibodies.

Preparation of lung tissue for immunohistochemistry and morphometry
Lungs from infected and non infected mice were fixed by perfusion with 100% ethanol via Ihe
trachea and embedded in paraffin. Sections 511thick were deparaffinized, the endogenous rcr-
oxidase quenched and incubated with anti-H!vIGBI Rabbit anti-Human !\.lonoclonal Antibody
diluted 1/250 in PBS (LS-BI1655-LSBio), followed by incubation with goat anti-rabbit IgG
labeled with peroxidase. The same antibodies used in the western-blot study \'."ere used in the
immunohistochemistry experiment. Bound antibodies were detected with diamino-oenLid11le.
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ror quantification, three different mice lungs per time-point in two dint-rent experiments were
evaluated. Ten random microscopy fields were selected. At xlOO magnification, at least 1200
negative or positive cells from tht. ainvays epithelial cells aT.d alveolar and interstitial macro-
phages were counted using an image analyser (Leiea Q-win, Cambridge UK) [19}. Due to the
results obtained \vith the administration of recombinant H \-'IGBI during early and late infec-
tion, immunohistochemistry to detect foxP3 and JI,-IO were alw performed using polyc1onal
specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology), follm,,'ing the same described procedure.

The subcellular localization ofHMGBI wa~ ddermineo by immunoeicctronmicroscopy
using antibodies labeled with colloidal gold. Lungs from three mice from days I. 7 and 60 days
after infection were perfused with .1% (v/v) paraformaldehyde dissolved in 0.2 M Sorensen
buffer (I vol NaH2PO-l-.H20, 2 vol :\aHPO-l-' 7H20) for 4 h at 4°C. Tissue fragments were
dehydrated and embedded in LR-white hydro50luble resin (London Resin Company, London,
UK). Sections from 70 to 90 nm on nickel grids were incub.1ted overnight with monoclonal
rabbit anti-HMGBI antibodies diluted 1/20. Then, the grids were incubated with goat anti-rab-
bit antibodies conjugated with 5 nm gold particles (Sigma Co., 5t Louis. MO), contrasted \'o'ith
uranium salts (Electron Microscopy Sciences, Fort \Vashin;jton. PA) and examined with the
electron microscope. As negative controls, the primary antibody was substituted by normal
rabbit serum.

Real-time peR analysis of cytokines in lung homogenates
One lung lobe, from three different mice per group in two independent experiments. was used
to isolate mR!\A using the RNAeasy minikit (Qiagen). Qu;:.Iity and quantity ofR~A were eval-
uated through spectrophotometry (260/280) on agarose gels. Reverse transcription of the
mRNA was performed using 5 pg RI\A. oligo (dT), and the Omniscript kit (Qiagen. Inc.).
Real-time PCR was carried ()lit using the 7500 real time PCR system (Applied Ri()systems) and
Quantitect SYRR green Mastennix kit (Qiagen). Standard curves of quantified and diluted
peR product. as \••..ell as negative controls. were included in each peR run. Specific primers for
genes encoding acidic ribosomal protein (RLPO) as house-keeping gene. tumor necrosis factor
alpha (TN fa). gamma interferon (If Ny), interleukin 17 (11.-17) and interleukin 10 (11.-10)
were designed using the program Primer Express (Applied Biosystems) i211. Cycling condi-
tions \\:ere: initial denaturation at 95°C for 15 min. followed by 40 cycles at 95°C for 20 s. 60°C
for 20 s, and n.oc for 34 s. Data are shown as copies of cytckine-specit1c mRNA/l06 copies of
R1.PO mR:\ A.

Effect of blocking HMGB 1 with specific antibodies or administration of
recombinant HMGB during early TB infection
In order to study the contribution of HMGRI to the inflammatory and immune response dur-
ing early TR, infected mice were treated with chicken blocking antibodies against IfMGBI
(Chicken Anti-Hl>.lGBI Polyclonal Antibody, Cat N° 3260S2233 Shino Teste Corporation,
Japan), administrating IS ~g/IOO ~I PBS by intratracheal route, on days I, 3. 6, 9 and 12 after
infection and groups of three mice in two independent experiments were euthanized at days I,
7. 1-1- and 28 post-infection. Control mice received the sam( amount of isotype chicken anti-
bodies (lgY, Shino TesteC, Kanawaga Japan). Tht'lungs were processed for bacilli load" deter-
mination by colony forming units counting; the measurement of intlammatory inllltrates in
square microns in different lung compartments (around ve;)ules. bronchioles and alveolar-cap-
illary interstitium). granuloma size and percentage of lung surface affected by pneumonia were
determined using automated morphometry (Q V\'in. Leica, ~'1ilton J..:eyncs. UJ..:). Pneumonia
corresponded to lung areas \\-.jth widening of alveolar capilll!')' interstitium due to abundant
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inflammatory infiltrate and intra-al ••..eolar proteinaceous material intermixed with inILlIllm,l-
tory exudates. where numerous macrophages are located. In order to quantit1e PIH'uIlHlllia. the
total lung area was measured, then all the areas affected hy pneumonia WCTC determined ,ll1d

the percentage of affected lung surfacl' area was calculated. Cytokincs (T:\Fu, JH\'y, IL-)-; ,1Ild
IL-IO) gene expression was delermined by RT -PCR as previously described 121J.

In other group of mice the bacilli hurdens and the intlammatory and immuno\ogilal
responses were evaluated after intratracheal administration of recombinant HrvH,BJ (lium,lIl.
His-tagged, recombinant, Baculovirus. ATGEN Cat N'0 IIMfiOR01). Since day 0111.' of infecllfln
and each other dar during the first month of infection, mice received by intratracheal roull'
30nglml of recombinant H.\tGB suspended in PBS. Control group received the SJllll' amount
of human albumin in the same indi\..'ated days. Groups of three mice in two independl'"ll! l'\ Pl'"T-

iments wcrl'"euthanized on days J. 3, 7,14,21 and 28 days post-infection and their lungs Wl're
processed as described above. The amount of administercd Ht\'IG B1 was the samc than the
maximal detected by ELISA, trying to maintain a constant high concentration ofthh protl'll1
during early infection.

Effect of blocking HMGB1 with specific antibodies or administration of
recombinant HMGB1 during late disease
Groups of mice after 60 days of infection were treated with blocking antibodies against
H~••.1GBI, 15 !JglIOO!J1administned intratracheally each other day during three weeks and lllia
were euthanized one month later. Other group of mice was treated with 30ng of recol1lbin~l1lt
HMGBI suspended in SO!JIof PBS, administered each other day by intratracheal rollh-' during
h\o'o months. Control group. received the same amount of IgY or human albumin insft'.ld 01

blocking antibodies or recombinant HMGB-} respectively, Animals were euthanized after two
months of treatment and their lungs were studied a, descrihed above.

Statistical Analysis
Data are presented as the mean +/.standard deviation. Differences among group" \••..t'rt. cvalu-
ated by the Anova test, whereas th(' Student t test \•...as used for further analysis among group
differences. An associated probabilit}'lower than 0.05, \•...as considered signitlcant.

Results
Kinetics of HMGB1 in BALF during the course of progressive pulmonary
TB
The quantification of HivlGRI in RAJ.F by ELlSA sh{l\..•.ed the highest concentratitm tm da\
one of infection, followed hya sharp decrease on day three. After one \,trek and until tW0
months of infection there \",'ac; a constant concentration ofH1\lGH I in BALF, from 10 to
lSnglml (rig 1). HMGBI detection by \\'estcm-blot ill HAI.F showed a strong band on dar lIlle
post.infection. which almost disappt.'ar on day 3; from day 7 to 21 the double band corre"ponding
to the oxidized form of Hl\.IG HI was clearly detected, while during progressive disease only thl'
single band corresponding to the reduced form was observed (hg I).HMGB.) was not dekl1etl
in BALF from non-infected animals by ELISA or \\'cstem-blot studies (data not shown).

Cellular sources and subcellular localization of HMGB1 determined by
immunohistochemistry
Lung sections from non-infected mice showed occasional bronchial epithelial eel!.s with sl.ue
cytoplasmic immunostaining. In contrast. during the early phase of the infection the most
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Fig 1. Kinetics of HMGS1 production during the course of exper mental pulmonary tuberculosis.
BALB/c mice were infected with a high dose of M. tuberculosis strain H37Rv, groups of lour animal per
indicated time point were euthanized and their lungs were processed tor the determination of HMGB1 in
bronchioalveolar lavage proteins by ELISA (top panel), and identification of the reduced (one band) or
oxidased (double bands) forms of HMGB1 (bottom panel). As control reduced recombinant human HMGB is
shown.

doi: 10.13 71ljoumaLpor1e.O 1332OO.g001

common HMGBI immunostained cells were the bronchial epithelium with a constant 70-8090
of positive cells determined by automated morphometry (Fig 2.\), while at late disease occa-
sional epithelial cells showed scarce immunoreactivity (fig :~B).Alveolar and interstitial mac-
rophages also shO\••..ed IJMGBI immunostaining during early infection and progressively
increased, being 10 +/- 3% on day one to 30+/-5% on day 6{1 of infection in the pneumonic
areas (pig 2(:); occasional ptlsitive (ells were found in granulomas. HMGB 1 immunostained
macrophages showed the morphology of activated cells: very large (ells with abundant eosino.
philic q10plasm and big nucleus with prominent nucleoli.

The irnrnunoelectronmicroscopy study shO\•...ed in the bronchial epithelial cells some nuclear
labeling and q10plasmic vesicles with specific labeling; some of these vacuoles were connected
to the apical membrane (Fig 2D). On days I and 7 of infection, numerous apoptotic macro-
phages were seen ,,,'ith strong labeling (Fig 2E).

Effect of blocking HMGB1 or recombinant HMGB1 administration during
early infection
In order to study the contribution ofH:VIGBt to immunopathology during early '\'1. tuberwlo-
sis infection (first month), infected mice were treated with HMGBI blocking antibodies during
the first three weeks of infection. These animals showed similar lung bacilli loads than control
mice treated with irrelevant isotype chicken antibodies after one week of infection. Then, sig-
nificant lower bacilli burdens were seen in animal~ treated with hlocking antibodies (Fig 3A).
In comparison with control mice, animals that received H~lGR I blocking antibodies showed
higher inflammation in the alveolar-capillary interstitium during the first week of infection.
Then, on days 14 and 28, higher intlarnmation in all lung co:npartments was developed by con-
trol mice, probably as a consequence of the higher bacilli bu:-dens (Fig 3B). The size of granulo-
mas ",'as similar in both treated and non-treated mice. Focal areas of pneumonia that affected
10+/-3% of the total lung surface area was observed in contl"':)lanimals on day 28 of infection,
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Fig 2. Cellular sources of HMGBl determined by immunohistochemistry. (A) Lung seclion from a
mouse after one day of infection, there is slrong HMGBl Immunoslaining in the cytoplasm of bronchial
epithelial cells. (B) After 60 days of infection, the bronchial epithelium show scarce immunereaclivity
(asterisk), while macrophages in the pneumonic areas show strong immunostaining (arrows). (C) The
morphometric study shows a progressive increase of macrophages with HMGB1 immunostainlng. (D)
Immunoelectronmicroscopy micrograph from a bronchial epithelial cell after one day of Infection, there are
several submembranal vesicles (V) with HMGB1 detected with antibodies labeled with colloidal gold
(arrows), (E) An apoptolic macrophage from day seven of infection shows many black dots thaI correspond 10
HMGBl ~!ected ~~th specific antibodies labelled with colloidal gold (a~ws),

doi.1 0,13 71f.lOllmal.pone ,0133200.9002

""hile treated mice did not ••how pneumonia, probably as a consequence of the high baclt.'ri,.i
elimination produced by the H~v1GRI blocking antibodies administration (Fig 3( ,r),

The determination of cytokincs expression showed in animals treated with HMGRI
blocking antibodies lower expression of the pro-inflammatory cytokines II;Ny, TNFa and IL-
17 during the first week of infection, ",hik at day 1,1the expression of these proinllammatt1ry
cytokines increased and the transcription of IL-tO was significant lower than control micc. At
day 28 similar C)1okines expression was seen in hoth groups (Fig .t).

In comparison with control animals that received human albumin, mice that fl'ceiwd
Hl\.IGB1 hy the intratracheal route shO\'"/cd a signillcant increase of bacilli burdens after onl'
week of infection (I'lg 5:\). These treated animals also showed a decrease of intlammation III all
lung compartments, being significant in the alveolar-capillary interstitium during the first
week of infection (rig 3R). Similar granuloma size was measured in both groups, but anim.lls
that received H!vlGBI developed significant more pneumonia on day 2S of infection (II,
and 5C), In comparison with the control group, mice treated with recombinant HMGBt
showed significant lower expression of IFNy, TNFrt and fL.l7 in all time points and signi!J....-ant
higher 11.. 10 expressi(ln at lol, 21 and 2R days of infection (Hg 6), ,••'ith numerous illllllullll,lai-
nedcells with antibodies against foxP3 and IL-IO (I:ig 51 ,1Ild 5J),

Effect of blocking HMGB1 or recombinant HMGB1 administration during
late disease
During late active disease, numerous macrophages showed H~IGBI immunostaining and
mild concentrations in BAl.F of this protein in its reduced proinllammatory form were sel'n
(Figs I and 2). In order to study the contribution ofllMGR1 to the evolution ofTR during btl'
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Fig 3. Effect of blocking HMGS1 during early infection on bacilli loads and inflammation. (A) Groups of
infected BALBlc mice with M.tuberculosis strain H37Rv were treate-j with blocking specific antibodies against
HMGBl administered each other day since the first day of infection and during three weeks (solid symbols):
control animals received isotype irrelevant chicken antibodies (whit(~symbols). (B) The lungs from three mice
per each sacrifice day were used to determine the area in square microns occupied by inflammatory cells in
the indicated lung compartment. in mice trealed with HMGB' blocking antibodies (black bars) and control
group (white bars). Asterisks represent statistical significance (p<0.05 student T test). (C) Representative
lung micrograph from a mouse treated with blocking HMGB 1 antibodies after one week of infection, there are
numerous lymphocytes around blood vessels (BV), airways (AW) and alveolar-eapillary interstitium (arrow).
(D) In contrast. control mouse show lower inflammation in the same lung compartments after 7 days of
infection. (E) After one month of infection, the lung of mouse treated with blocking antibodies shows high
inflammatory response around blood vessels (arrows) and in the intHrstitium (asterisk) but there is not
pneumonia. (F) In comparison, the lung of control mouse show focal patches of pneumonia (asterisk). (All
figures I-lIE sta~ing.~~~le bar = 1001-1).

do;: 1O.1371fjO'JmaI.pone .0133200.gOO3

progressive phase, specific blocking antibodies w('rc administered after two months of infection
and during one month. In comparison with the control group. animals that rcceiwd blocking

1FNl TNFa .-...--- o c•••,~- I--- il 1J j-'.1J .;.:!, (j I~.~.' IU

IL.lO

Days,)fter in!cc\lon

Fig 4. Effect of blocking HMGS1 during early infection on cytoki 'es expression. Quantitative
expression of mRNA for the indicated cytokines was determined by ft~al-tjme PCR in lungs from mice treated
With HMGB1 blocking antibodies (black bars) or control animals (white bars). Data are expressed as means
and standard deviations for four different animals at each lime point. Asterisks represent statistical
significance (P 0.05 Student T test).

00: 1O.1371f)oumal.pone.01 33200.9004
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Fig 5. Effect of administrate recombinant HMGB1 during early infection on bacilli burdens and
inflammation. (A) Groups of infected BALB/c mice with M.luberculosis strain H37Rv were trealed with
recombinant human HMGB1 administered each other day by intratracheal route since the first day of infecllOn
and during three weeks (solid symbols); control animals received human albumin (white symbols). (B) The
lungs from three mice per each sacnflce day were used 10 determine the area in square microns occupied by
inflammatory cells in the indicated lung compartment in mice that received by intratracheal route recombinant
human HMGB 1(black bars) or human albumin (control group,while bars). Asterisks represent statistical
significance (p<0.05 student T test). Representative micrographs of lungs from mice treated with recombinant
HMGS1 or control animals: (C) After 28 days of infection. treated mouse with recombinant HMGS1 show
areas of pneumonia (asterisk). (D) In contrast, control mouse at the same time of infection show perivascular
inflammation (arrow), without pneumonic areas. (E) Ocassional cells show foxP3 Immunostaining around
blood vessels (arrows) In control mice at 7 days of infection. (F) In comparison. more inflammation and foxP3
immunostained cells (arrows) are seen in mice treated with recombinant HMGB1 at 14 days of infection. (G)
Control mouse show some foxP3 Immunostained cells in the pneumonic areas after 60 days of infection
(arrows). (H) The same areas show some Il.1 0 immunostained cells (arrows). (I) The lung of a mouse treated
with recombinant HMGS 1 during late infection show more foxP3 immunostained cells around blood vessel
and in the pneumonia areas, (J).

doi:1O.1371f]O\..mal.~e.0133200.g005

11!\:IGBI antibodies after 60 days of infection showed a significant increase of pulmonary
bacilli burdens (hg ~A.), lower expression of H':l\y,T~Fa and ILl i, high expression of II.-to
(rig 7e), and higher but not significant pneumonia (39+/3% \'S 32+/3%).

In order to study the course of the infection during late TB with similar high concentralltlll~
ofHl\.IGB than those found during early infection, a high concentration of recombinant
l-1.'vlGBI was administercd aticr 60 days of infection by intratracheal route during one m(lIlth.
In comparison with control mice, animals th.lt fl..'ccived recombinant HlvlGBI showed f1wlold
higher bacilli loads ("ig 7R), the dlluble of pneul110nia and significant lower expression (If
IF!\"(. TN Fa. and 11.-17. while the expression of" ,-I () was signiticantly higher (hg -]»). Trt ,llt'd
mice also showed numerous foxP3 and 11.-10 illll11unostained cells than control animals (

and 5D.

Discussion
11!.•.IGBl is highly conserved with >99~"Oamino acid identity between murine and human mol-
ecules. HIvlGB I is extensively modified posttranslationally 1.1\.22, 23]. Acetylation and phI"
phory\ation induce H!\lGBI translocation from the nucleus to the cytoplasm and increase lIs

secretion by inflammatory cells [:i]. H~.1GBI is passively released from nC(fotic cells and 1~
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•...""'_ ..•.~'...•,
IFN 1

IL.17

DolI'S of mfection

TNF a.

Il-lO

Fig 6. Effect of the intratracheal administration of recombinant HMGB1 during early infection on
cytokines expression. Quantitative expression of mANA tor the incicated cytokines was determined by real-
time peR in lungs from mIce that received recombinant human HM(,Bl (black bars) or control animals (while
bars). Data are expressed as means and standard deviations for four different animals at each time point.
Astensks represent statistical significance (P.-9.05 S_tudentT tesl).

doi: 10.1371 fJoumaLpone.O' 33200.g006

actively secreted by stressed and inflammatory ce:Is, bindin~ with high affinity to several
receptors, such as RAGE, TLR-2, TLR-4, TLR-9, and CD24 as a negative signaling molecule
[~~, ~31.In a previous study, was demomtrated that the infection in-vitro of macrophages and

A 8~. .0I0<L .••••••-. ,.. ~---, t- ; 0----
1" J.:j1,~ Lr. !H

,,- T'uu.' •.•••

C IFN v TNFo D IFN V n4Fo
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~It .. I !. ..n .
y • L
Fig 7. Effect of the administration of blocking antibodies against HMGBl or recombinant human
HMGBl during late disease on pulmonary bacilli loads and cytol<:ines expression. (A) BaCilli burdens in
lungs of mice aller 60 days 01 infection treated during one month witt- HMGB1 blocking antibodies (black
bars) or isotype chiken antibodies as a control (white bars). (B) Pulmonary bacilli loads of BALB/c mice after
60 days of infection with M. tuberculosis strain H37R" treated during one month with recombinant human
HMGB1 (grey bars) or human albumin as a control (wl1ite bars) (6 mi.;e per group). (C) Quantitative
expression of mRNA of cytokines determined by real-timEl PCR in lungs from mice after 60 days of infection
and treated with HMGB1 blocking antibodies administered each othE,rday dUring one month and control non-
treated animals. (D) Cytokines transcription during late disease in mi.;e treated with recombinant human
HMGB1 or non-treated control animals. Asterisks represent statistie<:1significance between control (white
bars) and treated groups (grey bars) (p<O.OSstudent T te:;t).

doi: 10 .1371 fjOUmal.pone.O 133200.gOO7
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monncytes with mycobacteria induced H!\lGBI release. and some mycobacterial proteins "uch
as 65kD HSP induced its maximum release. This study also reportedHIV1GR 1 released in Illng~
during infection with .\ltb in guinea pigs. and concluded that H:vtGBI may acts as a signal nf
cellular injury that enhances immune response [2/1]. Our study confirms and extends thl'Sl'
results by the demonstration that during progressive pulmonary TB in BALB/c mice, thl ..'Tt' 1"
an active and high secretion of Hl\fGBI during early infection. followed by a mild and (on ..tanl
production during late disease. but our results suggcst that this protein has different acti\'il\
regulating the immune and inflammatory response depending of the infection phase.

Active secretion of H~lGR I has been demonstrated in many cell t},'pes, such as monocyll's,
macrophages, dendritic cells (DC), hepatocytes. endothelial cells. glial cells and neurons [
Our ELISA assay in BALF did not shm •...H.\IGB-1 in non-infected mice, while a rapid and high
secretion of H!vlGBI raising its highest level after the first day of infection was seen follownl by
a sharply decrease on day three and increased again on day seven; but it was three fold kS~l'l
than day one and this mild concentration was maintained constantly until late disease, Thus, it
scellls that preformed HM(;BI is rapidly liberated particularly from the airways epithelium
which showed the strongest II,\'IGB 1 immunostaining during early infection; also tht' imlllll-
noelectronmicroscopy study indicated active secretion, as suggested by the obscrvation that
some cytoplasmic vesicles with labeled HMGBI wcrt' fused to the apical membrane liberatillr:
the protein to the extracellular space, ~ulllerous ,Klivated and apoptotic macrophages sho\\"t:d
H,\:IGBI immunostaining during early infection, Thus. dements of the innate immunity slh:h
as bronchial epithelium and macrophages are the most important source of HMGBI during
early TB infection. and airways epithelium should be added to the list of cells that can actiwly
secrete this protein.

Particularly when H~lGBI is liberated from nt.'crotic cells and after binding to RAGE and
Toll-4 receptors, it induces maturation of dendritic cells (DC) and secretion of IL-12 and II;-";y
that polarizing toward a Thl phenotype [2-J. Interaction with TLR4 is required for HM(;HI
activation of cytokine release from macrophage$.. Stimulation of neutrophils and moncKylt:"
with HMGBI induces cytokine release and promotes migration into inflamed tissue [ ~~I, ,1"

well as endothelium activation [29}. All these acth'itics could be related to an efficient \1tb
elimination, Interestingly, II.\tGBI is also released by apoptotic cells inducing immune toler-
ance (14,30,311, During apoptosis, H~1(JBI is oxidized on CyslO6 in Box B. a process lh,ll
requires caspasl' activity and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) ill], This oxidill'd
H~lGBI is unable 10 interact with RAGE and ToIl-.l receplors, avoiding its pro-inf1anllllalllr~
activity [3,2], Oxidized H,'vIGBl can also induce immune-modulation by the recruitnlt.'nl <llld
activation ofT regulatory cdls (.~31.

The oxidation ofH!\1(;BI in the cysteine residul" 106 produced a shift in the protein ell1lgra
tion, which can be detected in gradient polyacrylamide gels and western-blotting f2o]. \\,1,.'

detected oxidized H:v1GBI in BALF on days 7,14 and 21 postinfection, ''''hen in this model
there are numerous activated and apoptotic macrophages [34J.Thus, it seems that during l'.lrly
Mtb infection, there is an oxidative environment in the lung that favoring the production (If
the oxidized H'\lGBI wilh immune-tolcragenic activity. This was confirmed by the admini ..tra
tion of specific hhlCking antibodies since Ihe first day of infection. Blocking H~1GB I activit\'
during the first week of inft,ction induced lower cxprt'ssion ofTNFo:, IFNI' and IL-li, dt'lll'ling
certain HMGB 1 pro-inflammatory acti\;ty. but on day 14. when the oxidized form of H M(; B1
was produced and its activity was blocked, a significant decrease in pulmonary bacilli load~ wa~
seen in coexistence with higher expression of pro-inflammatory c)1okines, As expected. tilt'
opposite response was observed when recombinant human H:'vlGB1 \•...as administrated during
early infection. inducing a significant increase of bacilli loads. in coexistence with low expres-
sion of proinllammatory cytokines and a striking high expression ofIL-IO and numt'rou~ I"rl'g
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cells in the infected lungs, which contlrm the effkiency ofHl\IGBI in the recruitment and actio
vation of thi~ cell type 13:::;).\Ve observed numerous lL-IO immunostaincd macrophages. sug-
gesting that high concentrations ofHl\'IGBI could also stimulate the production of this anti-
inflammatory cytokine by macrophages.

During late disease, on day 28 and 60 of infection. there are extensive areas of pneumonia.
the bronchial epithelium in these zones showed an accentuated decrease ofHl\..fGBJ immunos-
taining and macrophages we[e the most common and intense imlTIunon..'actiw cells. During
advanced disease, there was mild concentration ofHMGBI in BALF and the oxidized form
was not detected. The administration of blocking antibodies at day 60 of infection induced a
signitlcant increase of pulmonary bacilli burdcns, in coexkence \•..-ithlower expression of pro-
inllammatory cytokines. These results suggest that the mild production of reduced H.\IGB I
during late disease has prointlammatory activity and contributes in the control of bacilli
growth. Interestingly, the administration of recombinant IlMGB I in high concentrations, sim-
ilar than found at day onc of infection, induced significant 1igher bacilli loads, more extensive
tissue damage, lower expression of prointlammatory cytokines with high cxpression of 11.-10,
in coexistence with numerous T regulatory cells, suggesting that not only the type of Hl\.1GBl,
reduced or oxidized, but also the amount of the protein is important to regulate the immune
response and its interaction with speLifk subtypes ofT cells. Indeed, T regulatory cells express
on their cell membrane more RAGE than T conventional cdls, and HMGR 1 induces the migra-
tion and prolonging survival ofT -regulatory cells, as well as enhance 11.-10 release 1.'5]. In
addition, HMGRI can directly suppress IFNy release by eff(~ctor T celie; and inhibits its prolifer-
ation via TLR-4 in the setting of chronic inllammatol)' states [.13, 1:;,36], such as produced by

'\lIb infection.
In conclusion, HMGH 1 is liberated during experimental TB and can modify the fate of the

immune response, promoting or suppressing inllammation depending on redox state and its
concentration. During early infection there is a highly oxidizing environment produced by
numerous activated macrophages that actively produce ROS and NO [37J, and apoptotic mac-
rophages that liberate oxidized H~1GBl, that temporally suppress excessive inllammation and
decrease protective immunity. During late diseast, the oxiciltiye environment decreae;es as a
consequence oflesser macrophage activation with 10\••..er ROS and:\"O production as well as
lesser macrophage apoptosis 134, ,'7], H.\IGBI is produced in lesser amount and it is not oxi-
dized contributing to the control ufbacilli grU\vth. Thus. HIv1GBI is a redox-sensitive protein
that is affected by the oxidative environment which modulates its pathophysiological signals
and contribution to the control of inllammation and immu,e reSptHlSe against mycobacterial

infection.
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Estudio de la proteina high mobility group B (HMGB) desde las dos vertientes de
la interrelaeion patogeno hospedero.

Deseripeion de la propuesta
EI sistema inmune innato detecta los "sen sores microbianos" lIamados patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) [I), quienes son reconocidos por los
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs), 10 cual facilita la identificacion del
microorganismo e induce la respuesta inmune [2]. Ademas de los PAMPS, tambien
existen los patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), los cuales son factores
endogenos normalmente presentes dentro de las celulas que en situaciones de est res
celular 0 dafio se liberan al espacio extracelular y activan eventos inflamatorios [3). La
nccrosis 5e da habitualmente en circunstancias de lesion extrema cuando la apoptosis no
se puede lIevar a cabo y una consecuencia importante es la ruptura de la membrana
plasmatica y el escape del material intracelular. Los DAMPS prototfpicos incluyen
proteinas del estres termico (4) y una proteina asociada a la cromatina lIamada HMGB I
por su nambre en ingles "High Mobility Group 13" [5). Muchos DAMPS parecen
interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLR9) [6], 10cual induce una
variada gama de efectos. Ademas de los receptores Toll, los DAMPs son reconocidos
por receptores especificos, el mas destacado es el receptor para productos finales de
glicosilacion (RAGE). Es un rcceptor transmembrana expresado por diversos tipos de
celulas [7-9] que detectan productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) surgidos
de la glicosilacion no cnzimatica y la oxidacion de proteinas y lipidos. Estos productos
se acum Ian en situaciones de gran estres oxidativo y en la inflamacion intensa. Las
protcinas HMGS revisten gran interes debido a su participacion en importantes
procesos tanto dentro del nucleo como en cl medio cxtracelular, ya que al ser libcrada
actua como protefna pro-inflamatoria. Existcn pocos estudios sobre la contribucion de la
HMGS en la inflamacion y dafio tisular producido por parasitos 0 bactcrias
intracelulares. Tripanozoma crud, el agente causal de la enfermedad de Chagas, es una
parasitosis de gran importancia en Latinoamerica. Es de interes que en los tripanosomas
existan homologos de la HMGB [10-11), el grupo del Dr. Serra y la Ora. Cribb del
Instituto de Biologfa de Rosario, en la UNR han purificado la HMGB de T cruzi
(TcflMGB) la cual presenta, al igual que las HMGSs de mamfferos, dos dominios HMG
box con capacidad de unirse al ADN, pero carece del extremo acidico tfpico de estas
protefnas y presenta en cambio un dominio amino terminal que parece ser unico en
tripanosomas, de gran interes por su potcncialidad como posible blanco terapeutico 0
diagnostico (12), a juzgar por experimentos preliminares donde hemos visto que esta
proteina ;e expresa y probablemente se secrete en los tejidos del hospedero.
Otra enft:rmedad infecciosa de gran importancia es la Tuberculosis. Estudios in vitro
han demostrado que el bacilo tuberculoso induce la secrecion de HMGS por
macrofagos por la activacion dc receptorcs TLR2 y esta induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias [13]. En el mismo estudio se encontro que cobayos
infcctados con M. tuberculosis producen mayor cantidad de HMGB-I, aunque su
contribucion in vivo en la inflamacion y respuesta inmunologica no fue estudiada.
Resultados preliminares en el modelo experimental de Tuberculosis, del laboratorio del
Dr. Hernandez Pando. muestran una alta produccion de HMGB durante la fase inicial de
la infecdon. primordialmente por parte de las celulas epitcliales y macrofagos y



liberaci6n por secreci6n activa. En el presente proyecto se propone profundizar en el
estudio d,~ la estructura bioquimica de la HMGB de T cruzi y el tipo de respuesta
inmunol6gica que induce, asi como la contribuci6n de la HMGB de mamifero en la
inmunopatologia y control del crecimiento baciJar en la Tuberculosis experimental.

Objetivo general:
Estudiar las caracteristicas bioquimicas e inmunol6gicas de la proteina HMGB de
Trypanosoma cruzi y evaluar la contribuci6n de la HMGB de mamifero en la inducci6n
de la inflamaci6n, respuesta inmunol6gica y control del crecimiento bacteriano en la
tuberculosis experimental.

Objeti.-os especificos:
1.- Producir de forma recombinante los difercntes dominios de la TcHMGB, analizar si
la localizaci6n subcelular y secrcci6n de estas es afectada por la acetilaci6n.
2.- Evaluar la capacidad inmunogenica de la HMGB de T cruzi en celulas en cultivo y
en ratoncs al administrarla por via intraperitoneal determinando en sangre y baw
subpobla:iones de celulas T, linfocitos B y macr6fagos asi como su capacidad de
inducir citocinas proinflamatorias TNF, IL-I, IL-6 e IL-12 y anti-inflamatorias IL-IO y
TGF.
3.- Profundizar el estudio de las caracteristicas bioquimicas de la IlMGB de T cruzi,
focalizando la atenci6n sobre las posibles funciones del domino unico de las HMGBs de
trpanosomas.
4.- Profundizar el estudio de las caracteristicas bioquimicas de la I-IMGB de T cruzi,
focalizando la atenci6n sobre las posibles funciones del domino unico de las I-IMGBs de
trpanosomas.
5.- Bloquear con anticuerpos especificos administrados por via intratraqueal la actividad
de la I-IMGB producida durante la infecci6n temprana con M. tuberculosis en ratones
BALB/c.
6.- Cuantificar por morfometria automatizada la inflamaci6n del intersticio alveolo-
capilar, perivascular, peribronquial, tamano de granulomas y porcentaje de area
afectado por neumonia en los ratones a los que se les bloqueo la actividad de la I-IMGB
y compararlo con animales control.
7.- Determinar por la cuantificaci6n de unidades formadoras de colonia la cantidad de
bacteria, vivas en los pulmones de ratones infectados con ,H. tuberculosis a los que se
les bloqueo la actividad de la HMGB y compararlo con animales control.
8.- Estudiar la expresi6n de las citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-I, IL-6, IL-12, IFN
Y las anti-inflamatorias IL-4, IL-IO, TGF en los pulmones de ratones infectados con M.
tuberculosis en los que se bloquee la actividad de la proteina I-IMGB y compararlo con
ani males control infectados pero no tratados con el anticuerpo bloqueador.
9.- Estudiar por inmunohistoquimica la expresi6n cinetica del receptor RAGE durante el
curso de la tuberculosis pulmonar progresiva y analizar por inmunoelectronmicroscopia
su posible actividad receptora para AI. tuberculosis.
10.- Estudiar in vitro la capacidad de la I-IMGB de inducir la producci6n de radicales
libres de oxigeno y las citocinas TNF, IL-I, (L-12 Y TGF en macr6fagos y neumocitos
tipo II incubados con la proteina sola 0 en coexistencia con A{ tuberculosis.
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Resultados esperados:
En relaci6n con la tripanosomiasis, se espera que la proteina HMGB del parasito se
secrete activamente, presumiblemente luego de su acetilaci6n tal como sc ha descrito en
otros organismos, y que tenga un cfccto modulador de la respuesta inmunol6gica.
Con respecto a la tuberculosis, debido a que la HMGB de mamifero tienc la capacidad
de induc:ir inflamaci6n de forma similar al de citocinas como el TNF, sc espera que
contribuya en la inflamaci6n inicial y formaci6n de granulomas en los pulmones de
ratones infectados con AI. tuberculosis y que al bloquearla la inflamaci6n disminuya y
la capacidad de eliminar a la bacteria tambien decremente. Es posible, por 10 tanto, que
la administraci6n ex6gena de HMGB pueda inducir la rcactivaci6n de la respuesta
inmune protectora durante la fase avanzada de la enfermcdad. cuando la producci6n de
citocinas proinflamatorias disminuye y la carga bacilar y dano tisular aumenta.
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Formaht (niel' de Rcgio;tro

(0) C{Jmentari()~

Titulo del pro~l'clo:

Til'O de Ilm~("cto:

.\ nt(,l.l"tlrnl('~:

EsludlO de la protcina hl~h mobill!) group B ( lI~lGB) dc<;(k las dos \crlu:ntcs de la Inl<.:rrclacion patogcno h(lspcUCIO

In\ cSligacl(ln I:xpenmcnlal

Con cI prllposllo de ,ontrolar la infCCI;Il;)n pOT un agclllc patogcno. d sistema Inmunc d..;tc;,;ta cs1ruCIuras molnularl"

consen'aJas 1Iamadas palrones rnolc,"ularcs asociadlls a patogenos I PA\1Ps). prnducldos cxduslvam('ntc pn! 10'

mlcroor!!anJsrnos (1) Los PAMPs. son "scn'>Orcs rnlt.:roblanos" 0 "alenas" para d htlspt:dador ~ ,on rt:<:oIlOI:IJI" por

recertores de reconOC1rn1ento de patrones (RRPsl Algunl\s de estos RRI' snn los receptorcs de tlpo foil I"l"oll-M:c ret.:~.p\,'rsl 2

~ 4 ITLR2 ~I LR4) quc '<.: cncu.;ntran cn la supcrficic dc las <:C1ula, dd sistt:rna inrnunc mnalo I:n contrast<.:. otw' RRI',

como c1 I'LR7, <.challan dcnuo de las cClulas H reconot.:mllcnto de los I'AII.lPs por los RRI', facl1lta la lorna dd p:l1ngCTH>por

las cClulas dcl hospcdaJor 0 la sci'iah/.,lCl()n requcnda para mdUClr una rcspuesta inrnunc aproplada 12,Corno cnlltrap,tlk. de.

los PAMpS tamblcn CX1<;tc;npatrones mokculares as()claJos al dano (1),\11.11'1, los cuales son facto res endogenos n(Hm"lnl~'nh:

pre't'ntes denlro de las CelU!.lS) por ende no rc:conocldos pM d sistema mmune en condioones f1SlOlo!!1CaS Sm ~'mbar!,,, •.'n

SlluaClOncs de es1res eelular 0 dal'l\). estas moleculas puc:dc:n scr llhcradas al eSpaCil) extrat:elular \ actl\an <;\<:nllh

Infiarnalorms ASI los D:\MI', pueden S<.'rmkrprctados cnmo scna1es de dano potcnclal al hospcdero 13 J. 1..1ncern,I" cdlltJr •.•.'

da habltuahnc:nle en elreunstanclas de danl} e\tremo tpor t:Jernplo isqucmla 0 uaurnatlsrnol cuando la apoptn,l" nn pu,,'d •.

11e\'arsc a cano llna consccucnela Important.: de la muen..:: por necrosIs cs 1.1 pcrdlda de la integndaJ d<: la rn~.lHhr:1Il:1

plasmatit.:a, y con clio cI e"l,:apc dd mal<:nal lIluacciular I.,\S DAII.lI'S protoliplcos 'lue Jerlhlll de las cclula, neOtltlca"

ineluyen proleinas del eslres calorico \41 ~ una proteina asociada a la crornatma llamada IIM(jBl Ipor su nom nrc: en Ingks

"High \100111l~ Group B I") IS). entre IllS mas wnOCldos ~Iuchos D,\MPS, en particular los rnenCionados. p;lrcCC:11

inleraCluar con \ arms receptorcs celularcs (lLR2. TLR4. TI.RY.) RA(iF) to). 10 eual da pic para pensar en una \;iriaJ;1 ~'aOla

de dedo, '>OtJre d hospedero en funClOn dc la no\:a qu..:: dc:scncadena cI proceso en cucsllnn Ademas de los r.;c<.:phll •., lIpo

Toll. los DA\1Ps son recnnl)odos por rc,'cptorcs especiflros EI mas sahentt: de lodns e1los es d receptor R,\l.l <:1,uat

reconoce produClos finale'> de I::lleosJla~'I(ln ,Isanzada IAGI':sl E'ilOs AGI',s, sc acumulan en \nuaciones de gran csu"'\'l\ld,lll\ II

~ en enfcrmedades con un mareado eomponenlc inllamatono como con«<:cuenCia de la glicosilaClon no enllm;,ill,,1 \ la

o\idaCion de protem as ~. Irp1dos R:\(;I' c;s un recc;plor lransmcmbrana expre<;ado por celul3s 1I10lunes. enutlkllJI..::"

cardlom10ellns, ncurona, (7-9ILas proternas IIMGB han ganado gran mleres denluo a su partJcipaclon en Impl'1I,lI1k'

procesos. tanlo dentro del nlleleo. p()r sus credOS sobrc la C"UuClura de la crnmalina. como en eI mcdlO e\:uacelular dchldn ,\

Sll capacidad de actuar como proteina pro-lllflamatoria 1:\lslcn pocos ,.stUdlllS rc!acltlnados con 1.1 conlnOuclon •.'n I:J

mllamaclOn y dano li,ular producido pM estas protemas en lllfeCC10nes por parasltos 0 bactcrias intracchllares Tr~ pan04Hna

cru):; es d ,I!!ente causal dc hi enferrncdad de Chagas. una paraslloslS dc gran lmporlancra en nucslra re!!lOn pucs <':\I,k'n en

l.allnoam~nca mas de 20 rnillones de pl'r"llnaS 1nfcctadas I:s de Int.;r,'s que eXlstan hom61ogos de la prot<:rna Il~ll;1i •.'n

parasltos En d caso d..:: 10" Iripano<;(lmas ..::slO fue propueslo haee rna' ue una det.:ada (10. II), Y rellcntem~'n!l: •.,Ill •..•..

demO',tro por pnrncra \'';1 J)(lr d I::rupn dc los Orcs Sara} enhh del In5111uto dc Riologia \1okeubr ~ ('elula! d" la



I)(-filliriiln dl'lllrohlrmll:

Ln1\'er~id<ldJc ROSilTloArgenl103 El ortologn de 1<1pmleina Iltl.1GBde trip3no~,mas (Tcll\IGB) prc<;cnla, al Igual que las

H\1(ilh de mamlferos, dos dom;01os IIMG 00\ con capacldad de unn.e a eSlrucluras dlslnr<;,lOnadasdel ADN SIOembargo,

carer.:edel exlremo acidlco tipico de estas prok'inas) prescnta en camblO, un domllHo amino lermmal que parcce ser unico de

la~ 1l\1GHs de tnpanosomas. eI cual resulla parlleularmente IOlere~nlr por su pottncialidad como poslbk blanco teraptlltlco

(12) Con antu;uerpos pohclonales especlficos para TcHMGB oemos 'lbscnado P;H IOmUntllluorescenCl<Ique la protein a sc

concentra en eI nucleo en los Ires eSladios del CIc10de vida del para,lto en cult!'. os 10 'lITO, conslstenlC con sus funcmnes

\:Omo componente de la cromatina Por otra parle. ml-dlante Inmunohisloquimica en teJldo mu,,",ular estnado de un modelo

murino de Inpanosomiasis. se 'enlleo que cI paraslto alii 10ealil.aJo produce TdlMGB ~ por mmunodeetronmicro<:.c0pla se

,enfico que esta protem a sc encuenlra localilada en ,aeuolas, 10cual suglerc al.:tl,idad o.cnetoua lIasta d momenlo, no ~ ha

(studlado cual es la I.:apacidad que tiene esta protein a de mduelr m11.1maClOny cue upo de respuesta inmunc product: Otra

t'nfermedad mfecclOS3de gran Importancia c1inica ) epldcmlohlglca es la tuberculOSIS.cnferml,.'.•.1;ld e<;cncialment<:pulmonar

produclda por \1ycobaclerium tuherculnsl<; una baclerm intracelul<lr facullallv.1 EstuJlo<;, m vltm han demo~trado que

M~cobacterlum tuberculo~is cntero 0 "Ubcomponentcs. particularmenle la protClnl de choque h~rmlco de 65lD. ~on capao.:es

dt: inducH la <.t:crecion de HMGB-I en macrofagos 0 monociws, i1parentcmen.e como consecuencia Je la al.:tl\"al.:ionde

rcce-plores Toll.]:, y que esta HMGB.I scLTetadae~cap37 de mducir la producclon de citocmas pro-mllamalorias como T"JF e

IL-I (131 En cl mismo e~tudlo. 'i.eencontro que coba}'os mfectados por aereo~.ol con \1 lUbe-rculosl" tambltn producian

mayor canl1dad de 1l\10R-l, aunque la contnbuClon de esta proleina m vivo no fue esludiada. argumentando "lue no 'i.e

pueden obtener anlmales knock-out de HMGB-I dehldo a que csta prolema es esenclal durante- el desarrollo embnonano

Como partt" del trabato de Tcsis Doctoral Je la Llc Estela Bml do.:la Unlvcr'.ldad de Rosarm en d lahnratorJo del Dr

lIe-rnandel Pando SC'e-studio. en un moddo expe-rimental de tubcrCLJloslspulm(,nar progreSI\a la cinellca de e'preslOn de

IIMGR-l por RT-PCRy su concentracion en latados hronquialcs por ELISA Se noscr\"o una actl\a e Important.: produccion

dt: esla prolr.:ina durante la fa>e mlclal de la IOfeccion. partlcularmente durante la pTlmera semana MedlJnte

mmunohlslO"lUlmica con anticuerpo~ especlfico<; contra HMGR-l, <;cvio que las cdulas cplldia1c<;\" los macro!"agos son las

prlnclpales cclulas proJuctoras ~ por mmunodectronmicroSl.:opia sc Jelecto qUt: la proleina estaba prmclpalmente locallzada

en ve<.t:iculascitoplasrll<lticas. 10 cual <;uglere una secrecion activa mas que hher;tClon paSI\ia por necrO~IS EI laboralorlo de

parasltolo~ia molecular en d [nstltulo de Hlologia Molecular)' Cdular de- Rosar,o en Argr.:nlma dirigldo por eI Dr Esteoan

Serra, del cual forma parte la Ora Crlhb. tiene una \asta e\pem~nClil en tccOlcas de blologla molecular, ~ en la expresion y

purificao.:londe prolemas recomblOantes. en donde <;0.:puede producir la pwteina IIMGB para estudiar mas sllhrc su ao.:ti".idad

olologlca en la regulaclon genCtlca del parasllo y su contribuclon en la ml1anaclon Por su parte, e1 lahoratono del Dr

lIernandt"1 Pando en eI Instnulo ~aClonal de ClenClas Mcdicas)- Nutnclon en \fexlco Ilene una larga experlt°no.:taen modclos

experimentales en general y en particular de tuherculosls pulmonar, cn donde- sc I'0dni. con\lnuar cI e~tudlo de-13contribucllln

de la proteina 11\1GRen tuberculo~ls y eI pape! de la Tdl\1GR t"n la Icti\"aelOndl: la respuesta inmunologica 10 \.i\"o_Son por

101.::InlOdos lahoratorios con expenenCla) acti\ IJ;tdes difercntes pero altamcnte c,)mp1cmentiHlas para e~tudiar la contnbul:lon

de esla prolema en la blologia y respucsta mmunologlca de dos enfennt'dades infcccio<;.;lSlmpurtantes

EI si<;,temaIOmune mnalO detecta los 'oscn<;()resmlcrobianos" Hamad)s patrones llolcculart"s a'OCIaJos a patogeno~ (PA~lPsl

(II. qUlenes ~n reconocidos por los rel.:t'plores dc reconocimlenlo de patrones IRRPsl, 10 cual facdita la identlfJcaCllln del

microMganlsmo e mduce la respuesta mmune \21 Ademas de los PA~1PS. tambil-n eXlslen los palrones moleculares a'-tI":lados

al daiio (DA\1PI, los cuales son factores endogenos normalmenle plesenlt:s dentro de las cdulas que en sllu;tClom:s Jr.:cstres

cdular 0 Jano se liberan al espacio e\tracelular y actlvan e"entos intlamatorios [31 La necrosIs se da hahltualmenle t'n

circunstanclas de leSion exlrema cuando la apllptosis no <;cpucde lIe"ar a caho) Jna consecuenCla Importanle es la ruptllra de

la membrana plasmallca y cI escape del matenal inlracelular Los DAMPS prototir icos inclu~en protein as del eslr~s termlW 141

y una prott"ma asociada a la croma(lna Ilamada IIMOHI por su noml;lfe cn m.;lts ,oHigh \1obllit~ (,roup B" 151 MUl'hos

DAMPS parecen mteraCluar con varios receptores cclulares (TLR2. TLR4. TLR91 [6J, 10 cual muuce una ,anada gama de

efeclos AJcmas de los rect:ptnres Toll, los DAMPs son rC'(;{)nt'o.:idospM receptor;:s especifil.:os. eI mas Jestlcado es d H.oceplor

para productos fma1cs de gllcosllacion IRAGE), Es un receptor transmemhrana expresado por Ji"ersos IlpoS de cdulas l7-liJ
que detectan prouuctos finales de ghC{'~llaciona\an/ada (AGEsl surgidos de la gllcosllaci6n no enllmatlca y la o_\ldao.:londe

protelOas y Iipldos !:sIOSprnduclos se acumulan en S1\uaClone<;,de gran estrc~ oXldallvo y en la inllamacion intensa Las

protem as IlM(iA re\ Islen gran mleres deolJo a su participaclon en mporlanles procesos tanto dt'ntro del nucleo como en eI

medio e\lracelular, ya que al <;crhberaJa actua como proteina pro.il1l1amatona EXISlcnpocos e~luJlos sobre la conlrlhuCl(ln

de la HM(jfi en la lO11amaciony daiio mular producldo por paraslt(,S 0 badena:; mtracelulares Tnpanozoma Crull, eI agente

causal de la enfermedaJ de Chagas. es una parasJlosls de gran IInportanCia ,:n LatlOoarnenca Es de intefcs que en los

tnpanosomas C>;ISlanhomologos de la HMfiB 110-111. el grupo Jd Dr Serra y la Ora Cnbb del lnstituto d..: Blologla de

RO"ilflo. en b IJI\R han purificaJo la IIMGH de r cru/i (kH\1GIJ: la cual pre~.cnta, allgual que las HMGBs de mamifero~o

dos dl,mlnlOS 11\1<ihox l'on capacidad de unlrSt: al ADN, pem care..:edel e\tremo acidico 11plCOde esta~ proteinas y presenla

en camolo un dnmlOio amino lermlllal que parel.:e <;crunlcll en tllpanll<;()mas. de gran inlcrcs por ~u pote-nclalidild como
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posihJe blanco lcrapl'utico 0 dlagnlisllt:o 1121. a JUfl;ar por e,perimenlos prcllmmares dond..:: hemo, \ I"'tll que c~la prol,"lna ~.

c'\presa y prohahlemcntc sc <;ccrete cn los leJldos del ho"pcdcro (lua enfermcdad mfcceiosa de: gran lO'pon"ncl;1 ,'<' k,

ruberculosis Esludlos In \ Ilro han demll'.trado quc eI bacLltJ tubcrculnso mducc la secrecllin de 11.\10B por m.lcrolag,h r"r 1.1

acti,a<::l()n de rec,;ptores n,R:! } eSla mduc,; la producclon d,; Cltl\cmas pro-intlamatl'flas 1131 I':n el ml~II1O ';<,llldl" ~.

cnconlro que cobayos inl\.:clados con \1 lub,;rcul,l<'lS producen rna) or canlldad de H\1(,B-I, aunquc ~u conlrlhuct,)n TIl \ 1\1'

l'n 101ml1amaclon y respllcsla inmllnologlCa no r"uc csludlada Rc~u1tados prehmmar,;s cn eI modeln l"l'l"rtmcnlll d,,'

TuherculOSls, dellabllralOrto del Or Ilcrnandc.r Pando, mue'lran una alIa prodm:clOn uc IIMCiB durante 101fil"C tnll'l"d d..: la

infecclon, primorulalmcnle I'm parte: dc la" celul;!'; cplldi.l1c", y mauofagos, hhcracu:m pllr <;("crCClon actl\ a I, n c1 pr,"cnk

proycelo I;C pro pone profundll"ar en d esludlo de 101estrul,,:lura bloqulmlca dl,,: la liMOB ue l crull ~ d llpo de 1":'I'Ue'1.1

mmunnloglca 4ue muuce. a",j como la contnhuclon de: la H,,"'l(iB de mamir"ero en b mmunopalolngla \ nlOlf<,1 dd

nCClmlenlo baetlar en la Tuhe:H;ulosl~ exrcflmenlal

Las cnfermedade~ mrcceLO ••••" para~lIarla<, y hal,;k'rlana<; snn una imponante causa de morwhdad y nJ(lrhtiidad en los p"I'~.''':11

\ias de de:sarrollo como Ins lalmoaml.neano" Su ~"nntrol dependc';l\ gran parte de un conllClmienlo profundn de ]a bl"lo~I;1

de los agenles mfecl:ioso,,) del III''' d<: r,;spuesla inmunol0l!ica que partlcipa en su control y chmmaclon EI anal.'I' d •.

prot,;ma~ rclacillnadas con la rcgulartlln de la exprcw'ln genetle:a cn panisllos como T nUll lienl' gran ImporlanCia p"rqu<:

pueden "Cr I:Jlancos de nuevos agcnll'" Icrapcullcos_ ademas dl" que <:I'mo es cI easo de la TdlMCiB puedcn sef proklll,h \.1'11

un Clcrlll grado de exclusl\1dad y su dl"lecClon en sucro U.: paocnl.:,> pucdcn ctlnlnbuir e:n eJ diagnostico (l Cl'mo m;Hl.ldnrc'

de]a enfermedad. 10 cual JlIsuflca plc:namente su e<;\udio I'or su part.::, la producelon y hheraCH)n d.:: IIMGH pOT eI ho<,p,.dero

como cnnsccuenCla de la mfeeclon ptlr M luherculosls, es U.:: inll:fl'S en 101caractcrilacilln d.: la rcspucsta ml1am<ltl'fl;( <'

mmunol(lglea medlilda j)(H mokculas hasla ahtlra no consldcrada~ de pnmc:ra mstancla eomn de:meolo~ dl' la rl"l'lI'::SI;l

mmunologlca EI conoClml<:olO en ddalle de: e"tlls nue\os actor.::s moleculares conlrihulra a un meJor I,,:n\l,;ndlmlCtlh' J.:

e1emenlOs que c\'e:nlualmenl.:: pueden lamblen '-\.'r utlli.rauo'" como agentes mmlinoterapCUlIl;:OS 0 marcadorcs de enkrtl1,'uad

10 cual Jusllfu;a su estudlo en moJclos c'\pcrunentalcs para poslerlormcnle trasladar C~ conoumlento a I•• e:nferllleJad

humana

En relaelon con Ia InpanosnmlaSIs., <;c .::srera que la proll'inJ "MUB del parasllO Sl: s..:erel.: aCI1\Jm.:nte, pr.:<.Umlhknwnlc

luego de su aCl:tl!aci()n tal cnmo <.c hOI dcscrtlo en otros organlsmos, y qUl' lenga un cfeclll ~odulador de la rC'I'lll'<.la

inmunolol;il:a Con respeclO a 101luol'rculllsls, deo.uo a qUl: la HMliH de mamifero tH~nc la capaeldad de induclr lllllal11.'<lOll

de forma similar al de Clloelnas como el TI\I', sc cspcra que Cllnlnhu\a en la mllamaClon lnlcial \ formaclon de gralllll"I11;J'

en los pulmonl'~ de ralOnl'''' mfcctadl)~ con \.1 luherculosls) que al bloqucarla la mtlamaclon dl,mmuya ~ la capad,l.td d •.

e:hmmar a la baClerla tamhl..:n dcu..:mcnh: Es pnslolc. por III tanio, 4ue 101aJmmlslraeion e'\ogena de II\.IGI~ pUl'iJa mJlI"lf Iii

reacmaClon de Ia re:spuesla Inmune rmlcelora duranle la fase a\Jnl.ada d..: la cnfermedad. cuandola produt'clon de: CII"lln"I'

prolnnamalonas dlsmmu\ e y la earga o;lcilar ~ dano tlsular aument.l
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~oAPLICA. EL PROTOCOLO I:S EN ANIMAI.ES DE EXPERI\U NTACION

ESludiar la~ caracteTl~tlcas blOquimicas e IOmunologlcas de la proteina HMGB de TrypanoMlma crUll y e:\aluar la contnhuellln

de la lIM(iR de mamlfero en la induccion de la IOl1amacion, respuesla inmunolol.lCa y control del crecimlen\(l bactenano en la

lube:rcu Iflsl~ e'pl'rlmental

General

I - PToduclr ue: forma rl"t:omblnante [o~ difercnte:s domlnlOs de la TdlMCiB_ anal17lH SI la localuaclllO subcelular) $t:crct.:l()n

de estas es afectada por la acelilaClon 2 - E\aluar la capat.:ldau Inmunngenica de IL lIMGB de T ";fllIi en cCiulas en cuillvo \ en

ratones al administrarla por '-Ia intrape:ritoneal uetermlOando l'r. sangre y bazo suhpoblacioncs ue eeJulas T, hnfouh" A y

macrofagos aSI (0010 ~u capacidad de inducir Cl\ocinas pWlOtlamalolias TNF. II., I, 1[.-6 e 11.-12 y antl-1011amatorias II -10 Y

TGf 3 - I'rofundl/.ar d ~studio de: las caraclcristica~ bloquimjca~ de la 1l.\1GB de T cruli. focali/.ando la alcnClOn sllhrc las

poslhks funcinn ••.s dcl domlOo unico dl' las IIMGBs de trpano:;omas" - PlOfundllllT d estudlll Je las c;lracIo.'TI~ttca~

hlOljUlmlCas ue la IIMCiR de T crUZI, foeahzando la at ••.nClon soore las poslbles fL nciones dd dOO1mo unlco de la~ IIMGRs de

trpanosomas <;.- Bloquear con antlcuerpos espe:cificos adminislrados por \ la Intrauaqucill la a ••.ti\ luau ue la I IMGB produclua

durante la mkcu(ln lemprana con \1 tuberculosIs en ralones BAtA (tl - Cuantlfi(ar pM morfometria autnmati/.aJa la

IOtlamactron dd mt ••.rsllCtro alveolo-capllar. JX'Tlva'iCular. pcrrbronquml. tamailo d; granulomas)- porccnlaJC dl' arca afcdadn

pOT n~umonla ••.n los rawnes a los "-lue St: Ic~ bloquCll la actl\ IdaJ de la HMGR y compararlo con anirnales control 7-

[ktermlllar pili la cuantificacion de ullIdadcs formadoras de colonia a cantluad de hactcrias \I\as en los pulmones de ratonl'S

infectadns con M luberculosls a los que se Ics blo"-luco la acti,idad de la 1I~<iB y comparar1o con alllmaics control t; -

Estudrar la e\preSllln de las citollnas pro-mtlamatortas Tf'f, IL-I, IL.b. IL-12. II N)- las anll-Illnamatorla~ IL-.L 11.-10, rGf'

en los pulmonc'i de ratones IIlf•..ctados enn M tuberculosis •..n los "-lut: sc bloquce la a(tl\idad de la proteina IIMGB y

compararlo con animalcs control IIlft:ctados pew no tralados con cl anticucrpo bloqueador9_- Estudrar pot

IIlmunonlstoqulffitCa la c\presion cincilca del rccC["'ltH RAGE dura:lte cl l'urso de la lubcTl'ulllSIS pulmonar progresi\a y

anallzar por IIlmunoeit."t:tronmicroscop,a su poslble aeU\ Idad rl'ccl'tor,) para M luberculosls 10- Estudiar m \Itro la capacidad

ue la 1I:-'1GB de IIlduCH la produccitln de radtcaks hhres d ••.o.\lgcno ~ las cltocinas Tr-:I-, IL-L 11.-12 ~ TGF •..n macrOfagos \

ncumOClills tlPO II IIlcuhauos con la protcma sob 0 en cocxlskncia co, M tuberClloslS
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I. En Trlpanosornlasis: SmkSIS ~ pUTlfi(J~lOn do.:proteinas reu'mbmanks Dehido a que nn estan ,hspnnlbks .::omo.:rua1rn~'nk

las protemas especificas del pani\lIo requu:ren de su puriflcaclOn a parm ,IL- cultl\ns axc-nlcos. Alkrnall\amcnto.:. ~'S 1''''lhl<'

ohlcnerlas n..-.;:ombmantc\ l;on bucnlH rendlrnlcnlos ~ pure/as Con d obJo.:II\ n dc estudlar la funcu'o do.:ldnrnlnlO o.:Spo.;'CI!h.nd"

la TcHM(iB. "C ohtendr:i.n lo.;'rSlOncs trunl;aJas correspondlcntes a los dlstmlos dornlnllls dc la prolo.:ina. e:\pn.s;IJ<I' ,"111('

proteinas rc(ombinantes cn E coli y purlflcadas mcdl;mlc cfI,matogr<lfla de afinidad Tamhl.::n SI..'(l,nSlrUlT:i.n \o.:o.:l(II,'S'1\1,

permitan (\prcsar los mlsml'S dommlns en cpimastlgnles Jc T crU/I. para poder IC<lh/ar cstudlos In \ 110 Por ul1mh' "'.

conslruir.i un vector que pcrmlla c\pres;lr o.:ncplmasligolcs dc T crUll. prolcmas con un fragmentn adlrlonal de pnhlilslidma

para puriflCarlas por uomalngrafia do.: ;trmldad a Nil.Juel. de esla fl'rma las prolcmas cSlaran somclldas a las nlls111as

modificaclones posHraJu,::clonales quc tis prolemas cndogenas del para\lll). adem.is ~ c\l(ara la posihlc COlllamlnaunll ,nn

I.I'S que es un mcomeOlente para 10<;CSludlOS mmunnl('glCos Se dlsdbron olignnuclcotidos para amphfiear ~ d"n.ll la~

s<:cuo.:ncias para. 1).:1 e.\tremo amino lermlnal (amlnoacido~ 1.110 "N-lerm"J. 2) cI prlm<:r domlnlO IIM(; ~O\ \ amlO('a,'ldn'

110.190. I~)\ 1),2) el segundo dominm IIM(; box laminnacldos 1<:I{).270 Box1), 31lns dns domiOlos \I\ll/hox lanllll":lclJns

110.170 ('.lam I. So.:obh:ndr:i.n cpima.stlg(lleS de T crU/1 transfeclanlCs 'luc c\prescn las prOieinas como fIlSI('n a dlsllOt;l~

proteinas l1ulHe<.centcs usando di\erS(l~ \eCItHt:S. En C,ISl,)de no ot.lcnersc parasllos IransfeclanlCs con estos \o.:elt",~ .•..•..

uuli7<lr:i. el \ ector indUCIble por tc:lraei.::llOa pTcll'\DEX (14).1.-Anahsls de las poslhlcs runciones del dOOllnlO adll'lOn:11 4U'"

presenlan las IIM(iBs de trlpanOsoOlas Desptl~s de conflrmar que 101prOleina TcH\1(JB \ SllS \'Crsrnnes trun.::adas sc o.;"pr,'S;lll

cnrreclamenle como fUSIOIIC."a las pmtem;ls Iluore<.cenlo.:~ por \leSlern biOI . ..;canah/ara medlanlc microscnpia de l1ullfe •..•.' nCI;!

la locali/a(lOn subcclular dc cada unn de sus dominms IJ anahsls hHlInformallco predice la pre<;cncla de una scri.t1 d,

localil.,aeit,n nudcar ('lLS) en cI domlnltl amino 1erminal que es unlcn de InpannsoOlas. nues1ws rcsuhados p,dll1ll!1,If,'S

sU~!leren que la diminacu'll de: e ••to.:domlOlo dlfige la proll'lna al cltnplasma. rcsuhadns que ne:ce:Sltamn~ corroborar.'. I sludlll

de la aceu1al;lon de la IHvKiB J..: T uu/i y su posiblc intlul'neta sobre su hlCahtacion suhcelular v se..:r,''':ll'nUna lk nuC"tr<l~

hipot":SIS es 'jue la acctilaCI(in de Tr.:I[~IGB. )3 sea cn las hsinas corrcspllndlCnlCS ala t..;LS 0 cn otra,>. eSla Impllo.:;1l1.10.:11la

rciocall1aCI('n nucleo-cllopiasma ~ su c\enlual secre.::ion al medlO e\lracclular Para \errf1Car e:sto sc IraLara a los culll\'" .::nn

Inhlbldorc,> de desacetilasas (Trlchostatma ,\ y 'Jicotinarnidal Y sc anah/ara si exi~len difcrencias cn cuanln a la localll.lo.:lnn

suhcclular de cada una de las versioncs Iruncadas de TclIMGB. comparado con CUhl\OS cnntrol sin Iratar ramblen sc esludlara

la secrceion de las protcmas. pueslo que adl'mas de Incaillarsc cn \acuolas, resultados prcllminares moslrarnn un aUllh'lll0 ,'11

la canlluad de Tcllt>.'lGB en cl sohrenadanh: de: Cllltl\OS lral<ldos cnn IOhlbldores de dcsace:tllasas "ara '::(lrrooorar ~,l" ..;.:

re:allLanin e~tudins con inhlbluores de acctrlas;ls utili/and,) las cepas lransfcctantes que sohre-c.\prescn las proklna' "Hno

fusiones a prnteinas lluoteSl.:enh.:s (15)4. !-:StudiO de la capaclJad IOlTIunogenica ue 13 IIMGB de T cru/i Ini,::lalnh'1l10.: «:

reahzara esllmulaclon In \'Ilro dc macrofagos con Tcllt>.HiB rl'comblOanle cn dlferentes conccntraclOnes \0.5. Ill, 31) 1)(' \

300 ~g:mh ) por difcrenlc;s periodos de Ilcmpo (05. 3. 6. 12 ~ H horas). Posleflorrnenk sc cokdaran .::clul.ls ~

sobrenadanles para dctermlOar por RT.I'CR ~ ELISA rl'~pc<:ti\'amentc las Olocmas prolOtlamatorras Tf\F. 11.-1 11.-h l' II .1 ~ l

antl-inflamahlrras [L-IO ~ TeH EnsaYI's sllnllares <.c rcall/arlin adminlslrando la pWlcina IIMGB de T (;fu/i comp1o:1.1 \ "liS

subdomini(lS en eI peHtonco de ratones Balo c ~. C57B1 que son scoslh1o:s) reSISlentcs rcspecll\amente a la infeco.;'l\lrl lon [

crUll~ yen dlferentes tlcmpos so.:nblendra d hquldo peTltoneal. suern ~ t.aln para dClermlOar la concentracion de las Clh',lIla~

me:ncionadas anteTlormcnle, adcmas de e\'aluar por '::llornctrra de lluJl.l en sangrc ~ halO las subpobhlcloncs de ••c1ul:!s I

Irnfocllos B) macrofagos dclermillandn en CSIOSmol'::culas de: acti\a.::ion 5. En luberculoslS E\aluao.:lon de la cllnlTlhll~IOn

dc la prolclOa HMGB en la IOllamaclon. r..:spuesla lOmunologlCa \' pmllkraclon hacteTlana e:n un modelo e:xpcrrlTlenl.d d,

luberculosls pulmonar: RaIOI\(;S Balh .::ma<:h(ls de: 8 ~manas sc lOfe<:tarall con una dosis alta dc la cepa de rc(erellu.l 11; 71h

por na Inlratraqueal (161 (-omo <;c rncn'::loml en los ante,,'cdentes en estc mndelo eXlslo.: una e1e\aua producclon dl" '1\I(il~

duranle la pTlmcra y segunda "Cmana de la IOfeceion Con cI obJemo do.: 0.:\ aluar su conlTlbUClon en el proceso 1011atll<ll,nu'

respucsla mmunologica ~ control del creo.;'imienlo baellar. a grupos dl' ralones sc les admlOlSIrara anllcuerpn t.lol-]uead'll ,mll-



1I\1(J1~ por via mtratraqueal. d~'s{k d primer dia de mfCCClOn y Jur,lnle I Ii Jias Ires \eces por semana Grur"~ de SCISanimale~

sc <;;lcnficaran l(l~ dlas I. J. 7. 1-1, 21, 21' Y 60 pnstmfecclon Para Jderminar la canudad de ba":lerias \ I""as. cuatro pulmones.

derccho 0 Ilqulcrdo. dd ml<,mo nllmcro de anlmalcs sc congdani.n en I11trol;eno hquido para poslcriormenle bomogeneiJ.ar!os

y scmbrarlos en caJas de culti\o cnn medln de creclmienh) ~;oliJo, las UTlIdaJes formadoras dc colonia se contaran en d dia 21

(llros cuatro pulmones del mbmo numero de animalcs por tlcmpo de saenflclO se pcrfundlran elln alcohol elil1co ahsolulO e

mdumi.n en parafina para obh:ner Cllrl..::S blSlologlCOS en los cualcs sc J..::termmara por morfom..::tria automalililda la

mllamaclOn mler<;IIC1.l1. pcri\ascular y pcnbronquial. asi enmo la extension de dano tisular (n~'umonial ) taman" de

~ranulomas Fmalm~'nle. para e\'aluar la rco;pues\.l mmunologlt:a sc Jelermmara la e\.pr,'sI0n de Cllllcmas por RT.I'CR en

t1..::mpo real Cuatro pulmllnes en cada tlempo lie "<lcrlflcio se homllger izaran y de .:llos se punficara d Rf\;A lOla I Despue~ J•..

con\ e-rllflo en cD"A. se cuantiflcani. la exprt:sil\n de las citocinas IFN. T~F, IL--I, 11..10 Y la enJ.lma 1~()S Para confirmar Ins

resultados del hloqueo con antlcuerpos antl.IIM(JB ~ e\'aluar la roslhlc capa':ldad dc' e~la protema de lener a,IIYldad

mlTIunoterapeulica, <;c admmlstrara IIMGB recombmanle munna por via IOtratraqu<.:al caJa tercer Jia durante IS dlJ~

empezando a partir del pnmer dia de la infecclon, Los ammales se sacr;ficaran .' los pulmone<; sc proeesaran Je la mlsma

man<.:ra des.:nta en c1 p.irrafo antef10r fl. E\"aluaclon Je la parllcipaclon del U~[<.:ptor RAGE en la mmunopalOlogia de la

luhcrculosls pulmnnar c\pcrimental Como fue menclOnado en la scccion de antecedenh:s. la proteina 1lJ\.lGB Ilene a R,\GE

como uno de sus prmclpaks receptore~ Es de Inleres notar que este reCeJtOT sc e"presa en forma eonstllUll\a ~

ahundantemenle en cI epllclill al\ eolar LXIslcn ademas algunas oh'Cr\aciones en raclelltes que suglercn 'Iue RAGE plldn3 s<:r

tamhlcn rcceptor para la mlCobacteria Con d ohJCll\'() de estudrar estos a~peetos. So~ dctermmant la e'preSII)n ~ loeah/aclI.n Je

RAGE duranle cI CUN) de la tuhen:ulosis mur;na, por Rf.PCR e inrnunohlstoquimica Se reaIr7.ar.i tamblen

mmunoelectronOl;croscopia para e\aluar la pOI,'nclal capacidad dt, cst.: receplOr p;lfa rnteracelonar con la haclcria En caso Je

tener resultados pO~I11\ioS que indiquen que RAUl: \"\lntnhuye en la captura ~' elimlllac;()n d..:: la bal"leria. sc reah7.aran

expenmentos hloqueando RAGE con su forma antagol1lca soluble ad"mlslrandob por \ la mtratraqueal de- 13 mlsma forma a

la anlerlOrmente de<;{;Tlt3 para la IIMGB 7. E\penOlenlns III \"itro: Nucstrns ro:su1tados prdimmares OlUe~(ran ahundante

IIMCiB en el la\ado bronqUlal de al11ma1cs tuhcrculoso<; durante as dos pflOleras semanas post-mfl,'cclon, 10 que suglerc que

esta pmteina escncialmenle partlclpa como un componente de la inOlumdad Illnata Slendo los manofagos ~ el cpneho

brnnqulo-al\eolar "US Jos representantl,'s mas nnportantl:s en cI pulmon. se reali/aran experrmentos 10 \'llrO con una Im,':J

celular de macrofagos (THP.II y de neumocilos tipo 11. a los cua1es se les inCLbara con la protema IIMGR en au\CnCla 0

ph:scnr.;la de J\1 tubercu!o"ls \ en los sobrenadal1les sc determmar;lll Cltocmas (1 NF, 11,-1, 11.-12. '["(,I" ~ radlr.;alcs hbres dc

oxigeno
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Objcti\'o general:

Estudiar las caractcristicas bioquimicas e inmunol6gicas de la proteina HMGB de
TrYP"nomma cruz; y evaluar la contribuci6n de la HMGB de mamffero en la inducci6n
de la infiamaci6n. respuesta inmunol6gica y control del crecimiento bacteriano en la
tuberculosis experimental.

Antecedentes
Con el prop6sito de controlar la infecci6n por un agente pat6geno. el sistema inmune
detecta estructuras moleculares conservadas lIamadas patrones moleculares asociados a
pat6genos (PAMPs), producidos exclusivamente por los microorganismos (I). Los
PAMPs, son '"sensores microbianos" 0 "alertas" para el hospedador y son reconocidos
por receptores de reconocimiento de patrones (RRPs). Algunos de est os RRP son los
receptores de tipo Toll (Toll-like receptors) 2 y 4 (TLR2 YTLR4) que se encuentran en
la superficie de las celulas del sistema inmune innato. En contraste. otros RRPs. como el
TLR7, se hallan dentro de las celulas. EI reconocimiento de los PAMPs por los RRPs
facilita la toma del pat6geno por las celulas del hospedador 0 la sei\alizaci6n requerida
para inducir una respuesta inmune apropiada (2).
Como contraparte de los PAMPS tambicn existen patrones moleculares asociados al
dai\o (DAMP), los cuales son factores end6genos normalmente presentes dentro de las
cclulas y por ende no reconocidos por el sistema inmune en condiciones fisiol6gicas.
Sin embargo. en situaciones de estres celular 0 dai\o, estas moleculas pueden ser
liberadas al espacio extracelular y activan eventos infiamatorios. Asi los DAMPs
pueden ser interpretados como sei\ales de dai\o potencial al hospedero (3). La necrosis
celular se da habitualmente en circunstancias de dai\o extrema (por ejemplo isquemia 0
traumatismo) cuando la apoptosis no puede lIevarse a cabo. Una consecuencia
importante de la muerte por necrosis es la perdida de la integridad de la membrana
plasmatica, y con ello el escape del material intracelular. Los DAMPS prototfpicos que
derivan de las celulas necr6ticas incluyen proteinas del estres cal6rico (4) y una proteina
asociada a la cromatina Hamada HMGB 1 (por su nombre en ingles '"High Mobility
Group B I") (5), entre los mas conocidos. Muchos DAMPS, en particular los
mcncionados, parecen interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLR9,
Y RAGE) (6). 10 cual da pie para pensar en una variada gam a de efectos sobre el
hospedero en funci6n de la noxa que desencadena el proceso en cuesti6n.
Ademas de los receptores tipo Toll, los DAMPs son reconocidos por receptores
especificos. EI mas sa\iente de todos ellos es el receptor RAGE, el cual reconoce
productos finales de glicosilaci6n avanzada (AGEs). Estos AGEs. se acumulan en
situacion,~s de gran estres oxidativo y en enfermedades con un marcado componente
infiamatorio como consecuencia de la glicosilaci6n no enzimatica y la oxidaci6n de
proteinas y \ipidos. RAGE es un receptor transmembrana expresado por celulas
inmunes, endoteliales. cardiomiocitos y neuronas (7-9)
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Las protein as HMGB han ganado gran interes debido a su participaci6n en importantes
procesos, tanto dentro del micleo, por sus efectos sobre la estructura de la cromatina,
como en el medio extracelular debido a su capacidad de actuar como proteina pro-
inflamatoria. Existen pocos estudios relacionados con la contribuci6n en la inflamaci6n
y dano tisular producido por estas proteinas en infecciones por pan\sitos 0 bacterias
intracelulares. Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, una
parasitosis de gran importancia en nuestra regi6n pues existen en Latinoamerica mas de
20 millones de personas infectadas, Es de interes que existan homologos de la protein a
HMGB en parasitos. En el caso de los tripanosomas esto fue propuesto hace mas de
una decada (10, II), Y recientemente esto se demostro por primera vez por el grupo de
los Ores Serra y Cribb del Instituto de Biologia Molecular y Celular de la Universidad
de Rosario Argentina. EI ort610go de la proteina HMGB de tripanosomas (1'cHMGB)
presenta, al igual que las HMGBs de mamiferos, dos dominios HMG box con capacidad
de unirsc a estructuras distorsionadas del ADN. Sin embargo, carece del extrema
acidico tipico de estas proteinas y presenta en cambio, un dominio amino terminal que
parece ser unico de las HMGBs de tripanosomas, el cual resulta particularmente
interesante por su potencialidad como posible blanco terapeutico (12). Con anticuerpos
policlonales especificos para 1'cHMGB hemos observado por inmunofluoresceneia que
la proteina se eoneentra en el nucleo en los tres estadros del ciclo de vida del paras ito en
cultivos in vitro, consistente con sus funciones como componente de la cromatina. Por
otra parte, mediante inmunohistoquimica en tejido muscular estriado de un modelo
murino de tripanosomiasis, se veri fico que el paras ito allf localizado produce 1'cHMGB
y por inmunoelectronmicroscopia se veri fico que esta proterna se encuentra localizada
en vacuo las, 10 cual sugiere actividad secretoria. Hasta el momento, no se ha estudiado
cual es la capacidad que tiene esta proterna de inducir inflamaci6n y que tipo de
respuesta inmune produce.
Otra enfermedad infecciosa de gran importancia clrnica y epidemiologica es la
tuberculosis, enfermedad esencialmente pulmonar producida por Mycobacterium
/lIberculosis una bacteria intracelular facultativa. Estudios in vitro han demostrado que
AIycobaclerium tuberculosis entero 0 subcomponentes, particularmente la proteina de
choque termico de 65kD, son capaces de inducir la secrecion de HMGB-I en
macr6fagos 0 monocitos, aparentemente como consecuencia de la activaci6n de
receptores 1'011-2, y que esta HMGB-I secretada es capaz de inducir la producci6n de
citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-I (13). En el mismo estudio, se encontro
que cobayos infectados por aereosol con M. tuberculosis tambien producian mayor
cantidad de HMGB-I, aunque la contribuci6n de esta proteina in vivo no fue estudiada,
argumentando que no se pueden obtener animales knock-out de HMGB-I debido a que
esta protdna es esencial durante el desarrollo embrionario. Como parte del trabajo de
1'esis Do,;toral de la Lie. Estela Bini de la Universidad de Rosario en el laboratorio del
Dr. Hernandez Pando se estudio, en un modelo experimental de tuberculosis pulmonar
progresiva la cinetica de expresi6n de HMGB-I por R1'-PCR y su concentraci6n en
lavados bronquiales por ELISA. Se observ6 una activa e importante producci6n de esta
proteina durante la fase inicial de la infecci6n, particularmente durante la primera
semana. Mediante inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra HMGB-l, se
vio que las celulas epiteliales y los macr6fagos son las principales celulas productoras y
por inmunoelectronmicroscopia se detecto que la proterna estaba principalmente
localizada en vesciculas citoplasmaticas, 10 cual sugiere una secreci6n activa mas que
liberaci6n pasiva por necrosis.
El laboratorio de parasitologia molecular en el Instituto de Biologia Molecular y Celular
de Rosario en Argentina dirigido por el Dr. Esteban Serra, del cual forma parte la Ora.



Cribb, tkne una vasta experiencia en tecnicas de biologia molecular, y en la expresi6n y
purificaci6n de proteinas recombinantes, en donde se puede producir la proteina HMGB
para estudiar mas sobre su actividad biol6gica en la regulaci6n genetica del parasito y su
contribuci6n en la inflamaci6n. POI'su parte, el laboratorio del Dr Hernandez Pando en
el Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutrici6n en Mexico tiene una larga
experiencia en modelos experimentales en general y en particular de tuberculosis
pulmonar, en donde se podra continual' el estudio de la contribuci6n de la proteina
IIMGB en tuberculosis y el papel de la TcHMGB en la activaci6n de la respuesta
inmunol6gica in vivo. Son pOl' 10 tanto dos laboratorios con experiencia y actividades
diferentes pero alta mente complementarias para estudiar la contribuci6n de esta proteina
en la biologia y respuesta inmunol6gica de dos enfermedades infecciosas importantes.

,Justifieacion.

Las enfermedades infecciosas parasitarias y bacterianas son una importante causa de
mortalid d y morbilidad en los paises en vias de desarrollo como los latinoamericanos.
Su control depende en gran parte de un conocimiento profundo de la biologia de los
agentes i fecciosos y del tipo de respuesta inmunol6gica que participa en su control y
eliminaci6n. EI analisis de protein as relacionadas con la regulaci6n de la expresi6n
genctica en parasitos como Tcnd tiene gran importancia porque pueden ser blancos de
nuevos agentes terapeuticos, ademas de que como es el caso de la TcHlvlGB pueden ser
proteinas con un cierto grado de exclusividad y su detecci6n en suero de pacientes
pueden contribuir en el diagn6stico 0 como marcadorcs de la enfermedad, 10 cual
justifica plenamente su estudio.
POI'su parte, la producci6n y Iiberaci6n de IIMGB pOl'el hospedero como consecuencia
de la inft:cci6n pOl' ,H. tuberculosis, es de interes en la caracterizaci6n de la respuesta
inflamatoria e inmunol6gica mediada pOl' moJeculas hasta ahora no consideradas de
primera instancia como elementos de la respuesta inmunol6gica. EI conocimiento en
detalle de estos nuevos actores moleculares contribuira a un mejor entendimiento de
elementos que eventualmente pueden tambien ser utilizados como agentes
inmunoterapeuticos 0 marc adores de enfermedad, 10 cual justifica su estudio en modelos
experimentales para posteriormente trasladar ese conocimiento a la enfermedad
humana.

Metodolng;a

1.- En Tripanosom;asis: Sintes;s y purifieaci6n de proteinas reeombinantes
Debido a que no estan disponibles eomercialmente, las proteinas especificas del
paras ito requieren de su purifieaci6n a partir de cultivos axcnicos. Alternativamente, es
posible obtenerlas recombinantes con buenos rendimientos y purezas. Con el objetivo
de estudiar la funci6n del dominio especifico de la TcIlMGB, se obtendran versiones
truncadas eorrespondientes a los distintos dominios de la proteina, expresadas como
proteinas recombinantes en E. coli y purifieadas mediante cromatografia de afinidad.
Tambicn se construiran vectores que permitan expresar los mismos dominios en
epimastigotes de T. cruzi, para poder realizar estudios in vivo. POI'ultimo, se construira
un vector que permita expresar en epimastigotes de T. cruzi, proteinas con un fragmento
adicional de poliHistidina para purificarlas pOl' eromatografia de afinidad a Niquel., de
esta forma las proteinas estaran sometidas a las mismas modificaciones post-
traduccionales que las proteinas end6genas del parasito, adem as se evitara la posible
eontaminaci6n con LPS que es un inconveniente para los estudios inmunol6gicos. Se
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disenaron 0ligonucle6tidos para amplificar y c10nar las secuencias para: I) el extrema
amino terminal (aminmicidos 1-110 "N-term"), 2) el primer dominio HMG box
(aminoacidos 110-190, Boxl), 2) el segundo dominio HMG box (aminoacidos 190-270
Box2), 3) los dos dominios HMGbox (aminoacidos 110-270 C-term). Se obtendran
epimastigotes de T. cruzi transfectantes que expresen las proteinas como fusi6n a
distintas proteinas nuorescentes usando diversos vectores. En caso de no obtenerse
parasitos transfectantes con estos vectores, se utilizara el vector inducible por
tetraciclina pTciNDEX (14).
2.-Analisis de las posibles funciones del dominio adicional que presentan las
HMGBs de tripanosomas
Despues de confirmar que la proteina TcllMGB y sus versiones truncadas se expresan
correctamente como fusiones a las proteinas nuorescentes por western blot, se analizara
mediante microscopia de nuorescencia la localizaci6n subcelular de cad a uno de sus
dominios. EI anal isis bioinforrnatico predice la presencia de una senal de localizaci6n
nuclear (NLS) en el dominio amino terminal que es unico de tripanosomas, nuestros
resultados preliminares sugieren que la eliminaci6n de este dominio dirige la protefna al
citoplasma, resultados que necesitamos corroborar.
3.- Estudio de la aeetilaci6n de la H;\IGB de T cruzi y su posible influencia sobre su
localizaci6n subcelular)' secreci6n.
Una de nuestras hip6tesis es que la acetilaci6n de TcHMGB, ya sea en las lisinas
correspondientes a la NLS 0 en otras, esta implfcada en la rclocalizaci6n nucleo-
citoplasma y su eventual secreci6n al medio extracelular. Para verificar esto se tratara a
los cultivos con inhibidores de desacetilasas (Trfchostatina A y Nicotinamida) y se
analizara si existen diferencias en cuanto a la localizaci6n subcelular de cad a una de las
versiones truncadas de TcHMGB, comparado con cultivos control sin tratar. Tambien se
estudiara la secreci6n de las proteinas. puesto que ademas de localizarse en vacuo las,
resultados preliminares mostraron un aumento en la cantidad de TcHMGB en el
sobrenadante de cultivos tratados con inhibidores de desacetilasas. Para corroborar esto
se realizaran estudios con inhibidores de acetilasas utilizando las ccpas transfectantes
que sobre-expresen las protefnas como fusiones a protefnas nuorescentes (15).
4.- Estudio de la capacidad inmunogenica de la HMGB de T cruzi
Inicialmentc se realizara estimulaci6n in vitro de macr6fagos con TcHMGB
recombinante cn diferentes concentraciones (0, 5, 10, 30, 100 y 300 lIg/ml) y por
diferentes periodos de tiempo (0.5, I, 3, 6, 12 Y24 horas). Posteriorrnente se colectaran
celulas y sobrenadantes para determinar por RT-PCR y ELISA respectivamente las
citocinas proinnamatorias TNF, IL-I, IL-6 e IL-12 y anti-innamatorias IL-IO y TGF.
Ensayos similares se realizaran administrando la protefna HMGB de T. cruzi completa
y sus subdominios en el peritonea dc ratones ~yS57B1 que son sensibles y
resistentes respectivamente a la infecci6n con T. cruzi; y en diferentes tiempos se
obtendra el Iiquido peritoneal, suero y bazo para deterrninar la concentraci6n de las
citocinas mcncionadas anteriormente, adcmas de evaluar por citomctria de flujo en
sangre y bazo las subpoblaciones de celulas T, linfocitos B y macr6fagos determinando
en estos 1Il0iccuias de activaci6n.
5.- En tuberculosis: Evaluaci6n de la contribuci6n de la proteina II;\1GB en la
inflamaci6n, reslluesta inmunol6gica y proliferaci6n baeteriaml en un modelo
experimental de tuberculosis pulmonar: Ratones Balb/c machos de 8 semanas se
infectaran con una dosis alta de la cepa de referencia H37Rv por via intratraqueal (16).
Como se menci6n6 en los antecedentes en este modelo existe una elevada producci6n
de HMGB durante la primera y segunda semana de la infecci6n. Con el objetivo de
evaluar s contribuci6n en el proceso intlamatorio, respuesta inmunol6gica y control del



crecimiento bacilar, a grupos de ratones se les administran\ anticuerpo bloqueador anti-
HMGB par via intratraqueal, desdc el primer dia de infecci6n y durante 18 dias tres
veces par semana. Grupos de seis animales se sacrificaran los dias 1,3,7, 14,21,28 Y
60 postinfecci6n. Para determinar la cantidad de bacterias vivas, cuatro pulmones.
derecho a Izquierdo; del mismo numero de animales se congelaran en nitr6geno Iiquido
para posteriormente homogeneizarlos y sembrarlos en cajas de cultivo can media de
crecimiento s6lido, las unidades formadoras de colonia se contaran en el dia 21. Otros
cuatro pulmones del mismo numero de animales par tiempo de sacrificio se perfundiran
can alcohol etilico absoluto e incluiran en parafina para obtener cortes histol6gicos en
los cuales se determinara par morfometria automatizada la inflamaci6n intersticial,
perivascular y peribronquial, asi como la extensi6n de dana tisular (neumonia) y tamano
de granulomas. Finalmente. para evaluar la respuesta inmunol6gica se determinara la
expresi6n de citocinas par RT-PCR en tiempo real. Cuatro pulmones en cad a tiempo de
sacrificio se homogenizaran y de elias se purificara el RNA total. Despues de
convertirlo en cDNA, se cuantificara la expresi6n de las citocinas IFN, TNF, IL-4, IL-
lOy la enzima iNOS.
Para confirmar los resultados del bloqueo can anticuerpos anti.HMGB y evaluar la
posible capacidad de esta proteina de tener actividad inmunoterapeutica. se administrara
HMGB recombinante murina par via intratraqueal cad a tercer dia durante 18 dias
empezando a partir del primer dia de la infecci6n. Los animales se sacrificaran y los
pulmones se procesaran de la misma manera descrita en el parrafo anterior.

6.- Evaluaci6n de la participaci6n del receptor RAGE en la inmunopatologia de la
tuberculosis pulmonar experimental: Como fue mencionado en la secci6n de
antecedentes, la proteina HMGB tiene a RAGE como uno de sus principales receptores.
Es dc intercs notar que este receptor se expresa en forma constitutiva y abundantemente
en el epilelio alveolar. Existen adem as algunas observaciones en pacientes que sugieren
que RAGE pod ria ser tam bien receptor para la micobaeteria. Con el objetivo de estudiar
estos aspectos, se determinara la expresi6n y localizaci6n de RAGE durante el curso de
la tuberculosis murina, par RT-PCR e inmunohistoquimica. Se realizara tambien
inmunoelectronmicroscopia para evaluar la potencial capacidad de este receptor para
interaccionar con la bacteria. En caso de tener resultados positivos que indiquen que
RAGE contribuye en la captura y eliminaci6n de la bacteria, se realizaran experimentos
bloqueando RAGE can su forma antag6nica soluble administrandolo por via
intratraqueal de la misma forma a la anteriormente descrita para la HMGB.

7.- Expt"imentos ill vilro: Nuestros resultados preliminares muestran abundante
HMGB en el lava do bronquial de animales tuberculosos durante las dos primeras
semanas post-infeccion, 10 que sugiere que esta proteina esencialmente participa como
un componente de la inmunidad innata. Siendo los macr6fagos y el epitelio bronquio-
alveolar sus dos representantes mas importantes en el pulm6n. se realizaran
experimentos invitro con una linea celular de macr6fagos (THP-I) Yde neumocitos tipo
II, a los cuales se les incubara con la proteina HMGB en ausencia 0 presencia de AI.
tuberculosis y en los sobrenadantcs se determinaran citocinas (TNF, IL-I, IL-12, TGF)
Y radicales libres de oxigeno.



Referenc ias
-)-Medzhitov R, Janeway CA, Jr. Decoding the patterns of self and nonsclfby the innate immune system.
Science 296:298-300, (2002)
2-Andrcl,.\'s T, Sullivan KE. Infections in patients \\"ith inherited defects in phagoc}tic function. Clio
Microbiological Reviews 16,597-621, (2003).
3-Matzinger, 1'. Tolerance, danger, and the extended family. Anno. Rev.lmmunol. 12,991-1045 (1994).
4-Quintana, F. J. & Cohen. I. R. Heat shock proteins as endogenous adjuvants in sterile and septic
inflammation. J. Immunol. 175,2777-2782 (2005).
5- Scaffidi, P., Mistcli, T. & Bianchi, M. E. Release of chromatin protein HMGB 1 by nccrotic cells
triggers
inflammation. Nature 418,191-195 (2002).
6-Tian, J. tt al. Toll-like receptor 9-depcndt.:nt activation by DNA-containing immune complexes is
mediated by IIMGBI and RAGE. Nature Immunol. 8,487-496 (2007).
7- Sims, G. 1'., Rowe, D. c., Rietdijk, S. T., Herbst, R. & Coyle, A. J. HMGIlI and RAGE in
inflammation and cancer. Annu. Rev. Immuno!. 28, 367-388 (2010).
8- Shang, L. ct al. RAGE modulates hypoxialreoxygcnation injury in adult murine cardiomYOC)1eS
via Jl'K ar.d GSK-3p signaling pathways.I'LoS O:-lE 5, e10092 (2010).
9- Andersson U, Tracey KJ. H~1GBI Is a Therapeutic Target for Sterile Inl1ammation and Infection.
Annu. Rev.lmmunoJ. 29:139-62 (2011)
10- Morales, M., Onate, E., Imschenetzky, M., Galanti, N. IlMG-like
chromosomal proteins in Trypanosoma cruzi, J.Cell Biochcm., 50(3), pp.
279-284, (1992).
11- Erondu. N. E., Donelson, J. E. Differential expression of t\\'o mRNAs
from a single gene encoding an H:vtGl-likc D~t\binding protein of African
trypanosomes, MoJ.Biochem.l'arasitol., 51(1), pp. 111-118. (1992)
12- Cribb,P., Perozzi, M., Villanova.G.V., Trochine, A., Serra, E.
Characterization ofTdlMGB, a high mobility group B family member protein
from Trypnnosoma cruzi. Int J l'arasitoJ. 41(11):1149-56. (2011)
13- ('irO\i..'r.,6.,1<-"lor .I, rrnudl J, Kc\scr A, Sommcr<.,h.'dK. SchcnJ...d ", 1//0 ..\.\. Mycobacterial
infection irduccs the secretion of high-mobility group box I protein. Cdl Microhiol.l 0 (6). 2008
14.- Taylor MC, Kelly JM (2006) pTcINDEX: a stable tetracycline-regulated
expression vector for Trypanosoma cruzi. BMC Biotechnol. 6;6:32.
15.- Batisla M, Marchini FK, Celedon PA, Fragoso SP, Probst CM, Preti H, Ozaki LS, Buck
GA, Gold"nberg S, Krieger MA. (2010). A high-throughput cloning system for reverse genetics
in Trypanosomacruzi. BMC Microbiol. 13;10:259.
16- Rivas.Santiago C, Rivas-Santiago B, Aguilar Le6n D, Castafleda-Dclgado J, Hernandez Pando R.
Induction of ~-Defensins by L-isoleucine as novel immunotherapy in experimental murine tuberculosis.
Clinical and Experimental Immunology 2011,164: 80-89.



C%HMGB

• Prom H total

70.00

60,00

50,00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00
1 3 7 14 21 28 60

Cuantifieaeion de HMGB por ELISA en lavados bronquiales. Ratones Balb/e infectados
con la ccpa de M. tuberculosis H37Rv fueron sacrificados en los tiempos indicados e
inmediatamente se Ie realizaron lavados bronquiales, en los cuales se determino la
concentracion total de proteinas por la tecnica de Bradford y por ELISA la cantidad de
HMGB, se muestra el porcentaje de HMGB en comparacion con la proteina total, existe
una alta concentracion de HMGB durante la primera semana post-infeccion.

Detecci6n por inmunohistoquimica de la proteina IIMGB en el pulmon de un raton con
un dfa de infecci6n con M tuberculosis, existe intensa inmunotincion del epitelio
bronquial
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Imagen representativa del estudio de inmunoeleetronmicroscopia para localizar
subcelularmente HMGB. Celula del epitelio bronquial de un rat6n con 7 dias dc
infecci6n, los puntos negros (flecha) correspond en a la HMGB identificada con
anticuerpos especificos rebelados con anticuerpos secundarios marcados con particulas
de oro coloidal (puntos negros). Existe HMGB en el nucleo celular (N) y en vesciculas
(V) 10cual indica que la proteina se esta exportando sin que exista necrosis celular
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INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
"SALVADOR ZUBIRAN"

Mexico, D.F. a 09 de agosto de 2013

DECLARACION DE LOS INVESTIGADORES

TiTULO DEL PROI'ECTO: ESTUDIO DE LA PROTEiNA HIGH MOBILITY GROUP B (HMGB)
DESDE LAS DOS VERTIENTES DE LAS INTERRELACION PATOGENO HOSPEDERO
Clave de Registra: PAT-102l-13llS-l

Los investigodores que porticipomos en el proyecto orribo mencionodo sometemos voluntoriomente a
evaluaci6n dicho proyecto ante 10Comisi6n de Investigaci6n en Animoles y dec/aramos libremente:

• Que conocemos todos los ospectos del estudio y contamos con 10 capacidad de lIevarlo 0 buen
termino.

• Que 10revisi6n minuciosa de los antecedentes cientificos del proyecto justificon su realizaci6n y nos
comprometemos a mantener un est6ndor cientifico elevado que permita obtener informaci6n uti!
para la saciedad.

• Que conacemos los riesgas potenciales a los que exponemos al persanal teenico, investigadores y las
animales mismas invalucrados en el proceso experimental, que se encuentran tanto en contacta
directa camo indirecto en ellugar dande se realiza 10investigaci6n. Por 10anterior, se establecen en
el protocolo las medidas precautorias necesarias.

• Que pandremos el bienestar de los animales sujetos de investigaci6n y 10seguridad del personal en
contacto con ellos por encima de cualquier atro objetiva.

• Que nos conduciremos de acuerda can ELPRINCIPIOGENERALDE LASTRESR's descrito en el Manual
del Usuaria del SISTEMA ELECTRONICODE REGISTRODE PROTOCOLOSDE INVEST/GACION:Camisi6n
de Investigaci6n en Animales, numeral 13 (http://132.247.8.50/latis invp/archivos/Manual.pdf).
Asimismo, nos someteremos a los estandares de comportamiento etico y cientilico aceptados
nacional e internacionalmente segun 10 establecido par 10Ley General de Salud y el Reglamento en
Materia de Investigaci6n para 10Salud de Mexico, La NOM 062-200-1999: "Especificociones tecnicos
para 10 producci6n, cuidado y usa de los animales de labaratoria" (publicada por SAGARPA en el
Diario Oficial, 22 de agosto de12001), y los lineamientos para el buen uso de los animales recopilados
par el Cansejo Internacional paro La Ciencia de los Animales de Laboratorio en colaboraci6n can 10
Organizaci6n Mundial de 10Salud {lCLAS-WHO, http://www.ic/as.org/harmonization.htm}.

Nombre del in'lestigador Firma •.....•. ( ~
DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO K(\A..~V~ \,,, /
DR. JORGEALBERTO BARRIOS PAYAN
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