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Abstract

Background

The high mobility group box 1 (HMGB1) 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 HMGB1 in experimental
tuberculosis.

Methods

BALB/c mice were infected with Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv. At different time
points, HMGB1 was quantified in bronchial lavage fluid (BALF) and in lungs was determined
its cellular sources by immunohistochemistry. HMGB1 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 epi-
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 HMGB1 during early infection produced significant decrease of bacilli burdens and
high production of pro-inflammatory cytokines, while the opposite was seen when HMGB1
was administered. Blocking HMGB1 activity or administrated it in high amounts during late
infection worsening the disease.
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Conclusions

HMGBH1 is liberated during experimental tuberculosis and promotes or suppress the
immune response and inflammation depending on the redox state.

Introduction

Tuberculosis (TB) is a respiratory chronic infection which produces profound abnormalities in
the immune system [1]. Both innate and acquired immunity are essential participants in the
growth control of Mycobacterium tuberculosis (Mtb). During early 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), being the Toll-like receptors (TLRs) the best studied of these pattern detectors.
Interestingly, besides to recognizing PAMPs, the immune system has evolved to detect endoge-
nous danger signals or by analogy damage-associated molecular patterns (DAMPs), which are
released by dying cells or are actively secreted by stressed cells and contributes to regulate the
inflammatory response [2]. Actually DAMPs act as ‘warning’ signals that alert innate and
adaptive immunity. The nuclear DNA-binding molecule high mobility group box 1 (HMGB1)
is a prototype DAMP protein that may play a role in modulating the inflammatory responses
after the cell damage induced by Mtb [3].

HMGE] is a non-histone nuclear protein that is comprised of 215 amino acids that are
arranged in two box structures (A box and B box) and a C terminal tail with glutamic and
aspartic aminoacids. HMGBI contains three cysteine residues, two in box A, (C23 and C45),
and one in box B (C106) that are redox sensitive, and two nuclear localization sequence (NSL)
located one in the box A and the other one in box B, both contain lysine residues. Hyperacety-
lation of the lysines located in NSLs determines the nuclear translocation to cytoplasm and
subsequent secretion [4]. Thus, acetylation is decisive for intracellular shuttling of HMGBI
from the nucleus to cytoplasm and subsequent release from monocytes, macrophages [5, 6]
and other cell types [4].

In the nucleus, HMGB1 can bind DNA, especially molecules with certain sequences or a
bent structure, contributing to organize chromosome architecture and regulates transcription
[7, 8]. In the cytoplasm, HMGBI is involved in autophagy and PKR/inflammosome activation
[4]. HMGBI is susceptible to extensive post-traslationals modifications: acetylations, methyla-
tions, glycations, phosphorylations, ADP rybosilations, and reversible and terminal cysteine
oxidation [4, 9, 10, 11). HMGRBI can enter endosomal vesicles for eventual secretion after
immune activation or other type of stimulus.When cells die by necrosis or apoptosis, HMGBI
also translocates to the extracellular milieu [2, 12], and its immunological effect is different.
When HMGBI is liberated by necrotic cells induces strong pro-inflammatory stimulus, as
demonstrated in models of sepsis [13], while HMGBI released during apoptosis could dimin-
ish immunological activity, due to the oxidation of key cysteine residues occurring during
redox disturbances in stressed cells [14].

Recent analysis based in mass spectrometry, molecular techniques and immunological read-
outs have allowed the functional characterization of HMGBI1, which depends on the redox
modifications of cysteine residues and lysine acetylation [4].Concerning to the cysteine resi-
dues and depending on the redox state, HMGBI can be in “all thiol” form with all cysteines
reduced; “disulfide HMGB1” with a disulfide bond between €23 and C45, and C106 remaining
in the reduced thiol form; and the “oxidized HMGB1” with the three cysteines oxidized [15, 16,
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17]. The “all thiol” HMGBI acts as a chemotactic mediator [4], after binding to other chemo-
kines (CXCL-12), it stimulates leukocyte recruitment [15, 18]. The “disulfide” HMGB1 is a
cytokine-stimulating factor, it is released by necrotic and pyroptotic cells, and binds to MD 2
in the TLR4/MD-2 complex inducing TNFa release and NF« activation acting as a proinflam
matory factor [4, 17], while oxidized HMGBI is released by apoptotic cells and induces immu-
nosuppressing /antinflammatory effects [15, 16, 17, 4].

Considering that along the course of TB there are necrotic, apoptotic and stressed cells
which should release HMGB in different redox states, the contribution of this alarmin in the
immunopathology of TB could be important. The present study is aimed to evaluate the kinet-
ics, cellular sources and function of HMGBI in a model of pulmonary TB in BALB/c mice.

Materials and Methods
Experimental model of pulmonary TB

The experimental model of progressive pulmonary TB has been described elsewhere [14].
Briefly, the reference Mtb strain H37Rv was growth in 7H9 medium with OADC enrichment.
Mid log-phase cultures were used. Male BALB/c mice, 6-8 weeks old, were anaesthetized in a
gas chamber using sevofluorane and infected through endotracheal instillation with 2-5 x 10°
live bacilli. All the animal work was done according to the guidelines of the Mexican Constitu-
tion law NOM 062-200-1999, and approval of the Ethical Committee for Experimentation in
Animals of the National Institute of Medical Sciences and Nutrition in Mexico, permit number:
224,

Quantification of HMGB1 by ELISA and determination of reduced or
oxidized HMGB1 by western blotting in bronchial lavage fluid (BALF)

Groups of four animal infected as described below were euthanized by ex-sanguination after
anesthetized with intraperitoneal penthotal; BALF was performed with 5x1 ml of PBS on 1. 3,
7,14, 21, 28 and 60 days after infection. Another group of uninfected animals was included as a
control group. After concentrate the BALF, total proteins from mice were determined sepa
rately and HMGB1 concentrations were determined by ELISA using a commercial kit (IBI
International, REF: ST 51011).

The presence of reduced or oxidized HMGBI1 was determined in BALF, because depending
on this is its pro or anti-inflammatory activity [2, 20]. HMGBI1 oxidation produced a shift in
the protein emigration which can be detected in gradient polyacrylamide gels and western-
blotting [20]. Equal amounts of BALF proteins from each time point were separated on a non-
reducing (4 to 20%) Bis-Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, CA), transferred to nitrocellulose mem-
brane and incubated with anti-HMGBI Rabbit anti-Human Monoclonal Antibody (LS-
B11655-LSBio) diluted 1/1000. The blot was developed by chemiluminescence (ECL-plus:
Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ). Control blots were 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 the
trachea and embedded in paraffin, Sections 5p thick were deparaffinized, the endogenous per-
oxidase quenched and incubated with anti-HMGBI Rabbit anti-Human Monoclonal Antibody
diluted 1/250 in PBS (LS-B11655-LSBio), followed by incubation with goat anti-rabbit IgG
labeled with peroxidase. The same antibodies used in the western-blot study were used in the
immunohistochemistry experiment. Bound antibodies were detected with diamino-bencidine.
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For quantification, three different mice lungs per time-point in two different experiments were
evaluated. Ten random microscopy fields were selected. At x200 magnification, at least 1200
negative or positive cells from the airways epithelial cells and alveolar and interstitial macro-
phages were counted using an image analyser (Leica Q-win, Cambridge UK) [19]. Due to the
results obtained with the administration of recombinant HMGB1 during early and late infec-
tion, immunohistochemistry to detect foxP3 and IL-10 were also performed using polyclonal
specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology), following the same described procedure.

The subcellular localization of HMGBI was determined by immunoelectronmicroscopy
using antibodies labeled with colloidal gold. Lungs from three mice from days 1, 7 and 60 days
after infection were perfused with 4% (v/v) paraformaldehyde dissolved in 0-2 M Sirensen
buffer (1 vol NaH2PO4"H20, 2 vol NaHPO4* 7H20) for 4 h at 4°C. Tissue fragments were
dehydrated and embedded in LR-white hydrosoluble resin (London Resin Company, London,
UK). Sections from 70 to 90 nm on nickel grids were incubated overnight with monoclonal
rabbit anti-HMGB1 antibodies diluted 1/20. Then, the grids were incubated with goat anti-rab-
bit antibodies conjugated with 5 nm gold particles (Sigma Co., St Louis, MO), contrasted with
uranium salts (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) and examined with the
electron microscope. As negative controls, the primary antibody was substituted by normal
rabbit serum.

Real-time PCR analysis of cytokines in lung homogenates

One lung lobe, from three different mice per group in two independent experiments, was used
to isolate mRNA using the RN Aeasy minikit (Qizgen). Quality and quantity of RNA were eval-
uated through spectrophotometry (260/280) on agarose gels. Reverse transcription of the
mRNA was performed using 5 pg RNA, oligo (dT), and the Omniscript kit (Qiagen, Inc.).
Real-time PCR was carried out using the 7500 real time PCR system (Applied Biosystems) and
Quantitect SYBR green Mastermix kit (Qiagen). Standard curves of quantified and diluted
PCR product, as well as negative controls, were included in each PCR run. Specific primers for
genes encoding acidic ribosomal protein (RLP0) as house-keeping gene, tumor necrosis factor
alpha (TNFa), gamma interferon (IFNYy), interleukin 17 (IL-17) and interleukin 10 (IL-10}
were designed using the program Primer Express (Applied Biosystems) [21]. Cycling condi-
tions were: initial denaturation at 95°C for 15 min, followed by 40 cycles at 95°C for 20 s, 60°C
for 20 s, and 72°C for 34 5. Data are shown as copies of cytokine-specific mRNA/10° copies of
RLPO mRNA.

Effect of blocking HMGB1 with specific antibodies or administration of
recombinant HMGB during early TB infection

In order to study the contribution of HMGBI to the inflammatory and immune response dur-
ing early TB, infected mice were treated with chicken blocking antibodies against HMGBI
(Chicken Anti-HMGBI Polyclonal Antibody, Cat N° 326052233 Shino Teste Corporation,
Japan), administrating 15 pg/100 ul PBS by intratracheal route, on days 1, 3, 6, 9 and 12 after
infection and groups of three mice in two independent experiments were euthanized at days 1,
7, 14 and 28 post-infection, Control mice received the same amount of isotype chicken anti-
bodies (IgY, Shino TesteC, Kanawaga Japan). The lungs were processed for bacilli loads deter-
mination by colony forming units counting; the measurement of inflammatory infiltrates in
square microns in different lung compartments (around venules, bronchioles and alveolar-cap-
illary interstitium), granuloma size and percentage of lung surface affected by pneumonia were
determined using automated morphometry () Win, Leica, Milton Keynes, UK). Pneumonia
corresponded to lung areas with widening of alveolar capillary interstitium due to abundant
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inflammatory infiltrate and intra-alveolar proteinaceous material intermixed with inflamma-
tory exudates, where numerous macrophages are located. In order to quantifie pneumonia. the
total lung area was measured, then all the areas affected by pneumonia were determined and
the percentage of affected lung surface area was calculated. Cytokines (TNFo, IFNy, IL-17 and
IL-10) gene expression was determined by RT-PCR as previously described [21].

In other group of mice the bacilli burdens and the inflammatory and immunological
responses were evaluated after intratracheal administration of recombinant HMGB1 (Human,
His-tagged, recombinant, Baculovirus. ATGEN Cat N® HMGO0801). Since day one of infection
and each other day during the first month of infection, mice received by intratracheal route
30ng/ml of recombinant HMGB suspended in PBS. Control group received the same amount
of human albumin in the same indicated days. Groups of three mice in two independent exper-
iments were euthanized on days 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days post-infection and their lungs were
processed as described above. The amount of administered HMGB1 was the same than the
maximal detected by ELISA, trying to maintain a constant high concentration of this protein
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
HMGBI, 15 pug/100pl administered intratracheally each other day during three weeks and mice
were euthanized one month later. Other group of mice was treated with 30ng of recombinant
HMGBI suspended in 50p! of PBS, administered each other day by intratracheal route during
two months. Control group.received the same amount of IgY or human albumin instead of
blocking antibodies or recombinant HMGB-1 respectively. Animals were euthanized after two
months of treatment and their lungs were studied as described above.

Statistical Analysis

Data are presented as the mean +/-standard deviation. Differences among groups were evalu-
ated by the Anova test, whereas the Student t test was used for further analysis among group
differences. An associated probability lower than 0.05, was considered significant.

Results

Kinetics of HMGB1 in BALF during the course of progressive pulmonary
B

The quantification of HMGB1 in BALF by ELISA showed the highest concentration on day
one of infection, followed by a sharp decrease on day three. After one week and until two
months of infection there was a constant concentration of HMGBI in BALF, from 10 to
15ng/ml (Fig 1). HMGBI detection by Western-blot in BALF showed a strong band on day one
post-infection, which almost disappear on day 3; from day 7 to 21 the double band corresponding
to the oxidized form of HMGBI1 was clearly detected, while during progressive disease only the
single band corresponding to the reduced form was observed (Fig 1).HMGB-1 was not detected
in BALF from non-infected animals by ELISA or Western-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 cells with scare
cytoplasmic immunostaining. In contrast, during the early phase of the infection the most
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Fig 1. Kinetics of HMGB1 production during the course of experimental pulmonary tuberculosis.
BALB/c mice were infected with a high dose of M. tuberculosis strain H37Rv, groups of four animal per
indicated time point were euthanized and their lungs were processed for 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:10.1371/journal.pone.0133200.g001

common HMGBI1 immunostained cells were the bronchial epithelium with a constant 70-80%
of positive cells determined by automated morphometry (Fig 2A), while at late disease occa-
sional epithelial cells showed scarce immunoreactivity (Fig 2B). Alveolar and interstitial mac-
rophages also showed HMGBI immunostaining during early infection and progressively
increased, being 10 +/- 3% on day one to 30+/-5% on day 60 of infection in the pneumonic
areas (I'ig 2C); occasional positive cells were found in granulomas. HMGBI immunostained
macrophages showed the morphology of activated cells: very large cells with abundant eosino-
philic cytoplasm and big nucleus with prominent nucleoli.

The immunoelectronmicroscopy study showed in the bronchial epithelial cells some nuclear
labeling and cytoplasmic vesicles with specific labeling; some of these vacuoles were connected
to the apical membrane (Fig 2ID). On days 1 and 7 of infection, numerous apoptotic macro-
phages were seen with strong labeling (Fig 2E).

Effect of blocking HMGB1 or recombinant HMGB1 administration during
early infection

In order to study the contribution of HMGBI to immunopathology during early M. tuberculo-
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 animals treated with blocking antibodies (Fig 3A).
In comparison with control mice, animals that received HMGBI blocking antibodies showed
higher inflammation in the alveolar-capillary interstitium during the first week of infection.
Then, on days 14 and 28, higher inflammation in all lung compartments was developed by con-
trol mice, probably as a consequence of the higher bacilli burdens (Fig 3B). The size of granulo-
mas was 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 control animals on day 28 of infection,
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Fig 2. Cellular sources of HMGB1 determined by immunohistochemistry. (A) Lung section from a
mouse after one day of infection, there is strong HMGB1 immunostaining in the cytoplasm of bronchial
epithelial cells. (B) After 60 days of infection, the bronchial epithelium show scarce immunereactivity
(asterisk), while macrophages in the pneumonic areas show strong immunostaining (arrows). (C) The
morphometric study shows a progressive increase of macrophages with HMGB1 immunostaining. (D)
Immunoelectronmicroscopy micrograph from a bronchial epithelial cell after one day of infection, there are
several submembranal vesicles (V) with HMGB 1 detected with antibodies labeled with colloidal gold
(arrows). (E) An apoptotic macrophage from day seven of infection shows many black dots that correspond to
HMGB1 detected with specific antibodies labelled with colloidal gold (arrows).

doi:10.1371/journal. pone.0133200.9002

while treated mice did not show pneumonia, probably as a consequence of the high bacterial
elimination produced by the HMGBI1 blocking antibodies administration (Fig 3C-31).

The determination of cytokines expression showed in animals treated with HMGBI
blocking antibodies lower expression of the pro-inflammatory cytokines IFNy, TNForand 11.-
17 during the first week of infection, while at day 14 the expression of these proinflammatory
cytokines increased and the transcription of IL-10 was significant lower than control mice. At
day 28 similar cytokines expression was seen in both groups (Fig 4).

In comparison with control animals that received human albumin, mice that received
HMGBI by the intratracheal route showed a significant increase of bacilli burdens after one
week of infection (Fig 5A). These treated animals also showed a decrease of inflammation in all
lung compartments, being significant in the alveolar-capillary interstitium during the first
week of infection (Fig 5B). Similar granuloma size was measured in both groups, but animals
that received HMGB1 developed significant more pneumonia on day 28 of infection (113
and 5C). In comparison with the control group, mice treated with recombinant HMGBI
showed significant lower expression of IFNy, TNFo and IL-17 in all time points and significant
higher IL-10 expression at 14, 21 and 28 days of infection (Fig 6), with numerous immunostai-
nedcells with antibodies against foxP3 and IL-10 (I'ig 51 and 5]).

Effect of blocking HMGB1 or recombinant HMGB1 administration during
late disease
During late active disease, numerous macrophages showed HMGB1 immunostaining and

mild concentrations in BALF of this protein in its reduced proinflammatory form were seen
(Figs 1 and 2). In order to study the contribution of HMGBI to the evolution of TB during late
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Fig 3. Effect of blocking HWGB1 during early infecticn on bacilli loads and inflammation. (A) Groups of
infected BALB/c mice with M.tuberculosis strain H37Rv were treated with blocking specific antibodies against
HMGB1 administered each other day since the first day of infection and during three weeks (solid symbols):
control animals received isotype irrelevant chicken antibodies (white 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 treated with HMGB1 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 HMGB1 antibodies after one week of infection, there are
numerous lymphocytes around blood vessels (BV), airways (AW) and alveolar-capillary 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 interstitium (asterisk) but there is not
pneumonia. (F) In comparison, the lung of control mouse show focal patches of pneumonia (asterisk). (Al

doi:10.1371/journal.pene.0133200.g003

progressive phase, specific blocking antibodies were administered after two months of infection
and during one month. In comparison with the control group, animals that received blocking
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Fig 4. Effect of blocking HMGB1 during early infection on cytokines expression. Quantitative
expression of mMRNA for the indicated cytokines was determined by real-time 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 time point. Asterisks represent statistical
significance (P 0.05 Student T test).

doi:10.1371/joumal.pone.0133200.g004
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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.tuberculosis strain H37Rv were treated with
recombinant human HMGB1 administered each other day by intratracheal route since the first day of infection
and during three weeks (solid symbols); control animals received human albumin (white 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 that received by intratracheal route recombinant
human HMGB1(black bars) or human albumin (control group,white bars). Asterisks represent statistical
significance (p<0.05 student T test). Representative micrographs of lungs from mice treated with recombinant
HMGB1 or control animals: (C) After 28 days of infection, treated mouse with recombinant HMGB1 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 toxP3
immunostained cells (arrows) are seen in mice treated with recombinant HMGB1 at 14 days of infection. (G)
Control mouse show some toxP3 immunostained cells in the pneumonic areas after 60 days of infection
{arrows). (H) The same areas show some IL-10 immunostained cells (arrows). (I) The lung of a mouse treated
with recombinant HMGB1 during late infection show more foxP3 immunostained cells around blood vessel
and in the pneumonia areas (J).

doi:10.1371/journal.pone.0133200.g005

HMGB1 antibodies after 60 days of infection showed a significant increase of pulmonary
bacilli burdens (Fig 7A), lower expression of IFNy, TNFo and IL17, high expression of IL- 10
(Fig 7C), and higher but not significant pneumonia (39+/3% vs 32+/3%).

In order to study the course of the infection during late TB with similar high concentrations
of HMGB than those found during early infection, a high concentration of recombinant
HMGBI was administered after 60 days of infection by intratracheal route during one month.
In comparison with control mice, animals that received recombinant HMGRBI showed fivelold
higher bacilli loads (Fig 7B), the double of pneumonia and significant lower expression of
IFNv, TNFa and TL-17, while the expression of 11.-10 was significantly higher (Fig 7). Treated
mice also showed numerous foxP3 and IL-10 immunostained cells than control animals (
and 5]).

Discussion

HMGBI is highly conserved with >99% amino acid identity between murine and human mol-
ecules. HMGBI is extensively modified posttranslationally [¥, 22, 23]. Acetylation and phos-
phorylation induce HMGB1 translocation from the nucleus to the cytoplasm and increase its
secretion by inflammatory cells [5]. HMGBI is passively released from necrotic cells and is

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0133200 July 22, 2015 a/14



©'PLOS |one

HMGB1 in Experimental Tuberculosis

B recombinamt w1IGEL

IFN TNFa L comtrt

2

:Ar_ ‘;—1_ 2 | i ‘:,H— b -__‘a_

3 ] ? ] n n

i-17 iL-10

w
%
20 *
15 4 . ]
1
‘l )
o " — — e
y 1 u n n

n 5

Cytokinescoples / 109 copies RPLPO

Ul

Daysof infection

Fig 6. Effect of the intratracheal administration of recombinant HMGB1 during early infection on
cytokines expression. Quantitative expression of mRNA for the incicated cytokines was determined by real-
time PCR in lungs from mice that received recombinant human HMGiB1 (black bars) or control animals (white
bars). Data are expressed as means and standard deviations for four different animals at each time point.
Asterisks represent statistical significance (P 0.05 Studem T test).

doi:10.1371/journal.pone.0133200.g006

actively secreted by stressed and inflammatory cells, binding with high affinity to several
receptors, such as RAGE, TLR-2, TLR-4, TLR-9, and CD24 as a negative signaling molecule
[24, 25]. In a previous study, was demonstrated that the infection in-vitro of macrophages and
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Fig 7. Effect of the administration of blocking antibodies against HMGB1 or recombinant human
HMGB1 during late disease on pulmonary bacilli loads and cytokines expression. (A) Bacilli burdens in
lungs of mice after 60 days of infection treated during one month with 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 H37Rv treated during one month with recombinant human
HMGB1 (grey bars) or human albumin as a control (white bars) (6 mice per group). (C) Quantitative
expression of mRNA of cytokines determined by real-time PCR in lungs from mice after 80 days of infection
and treated with HMGB 1 blocking antibodies administered each other day during one month and control non-
treated animals. (D) Cytokines transcription during late disease in mice treated with recombinant human
HMGB1 or non-treated control animals. Asterisks represent statisticzl significance between control (white
bars) and treated groups (grey bars) (p<0.05 student T test).

doi:10.1371/journal.pone.0133200.g007
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monocytes with mycobacteria induced HMGB1 release, and some mycobacterial proteins such
as 65kD HSP induced its maximum release. This study also reported HMGBI released in lungs
during infection with Mtb in guinea pigs, and concluded that HMGRB1 may acts as a signal of
cellular injury that enhances immune response [26]. Our study confirms and extends these
results by the demonstration that during progressive pulmonary TB in BALB/c mice, there is
an active and high secretion of HMGBI1 during early infection, followed by a mild and constant
production during late disease, but our results suggest that this protein has different activity
regulating the immune and inflammatory response depending of the infection phase.

Active secretion of HMGB1 has been demonstrated in many cell types, such as monocytes,
macrophages, dendritic cells (DC), hepatocytes, endothelial cells, glial cells and neurons [ .
Our ELISA assay in BALF did not show HMGB-1 in non-infected mice, while a rapid and high
secretion of HMGBI raising its highest level after the first day of infection was seen followed by
a sharply decrease on day three and increased again on day seven; but it was three fold lesscr
than day one and this mild concentration was maintained constantly until late disease. Thus, it
seems that preformed HMGBI is rapidly liberated particularly from the airways epithelium
which showed the strongest HMGB1 immunostaining during early infection; also the immu-
noelectronmicroscopy study indicated active secretion, as suggested by the observation that
some cytoplasmic vesicles with labeled HMGBI1 were fused to the apical membrane liberating
the protein to the extracellular space. Numerous activated and apoptotic macrophages showed
HMGBI1 immunostaining during early infection. Thus, elements of the innate immunity such
as bronchial epithelium and macrophages are the most important source of HMGBI1 during
early TB infection, and airways epithelium should be added to the list of cells that can actively
secrete this protein.

Particularly when HMGBI is liberated from necrotic cells and after binding to RAGE and
Toll-4 receptors, it induces maturation of dendritic cells (DC) and secretion of IL-12 and 1INy
that polarizing toward a Th1 phenotype [27]. Interaction with TLR4 is required for HMGEI
activation of cytokine release from macrophages. Stimulation of neutrophils and monocytes
with HMGBI induces cytokine release and promotes migration into inflamed tissue [25], as
well as endothelium activation [29]. All these activities could be related to an efficient Mtb
elimination. Interestingly, HMGBI is also released by apoptotic cells inducing immune toler-
ance [ 14, 30, 31]. During apoptosis, HMGBI is oxidized on Cys106 in Box B, a process that
requires caspase activity and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) [11]. This oxidized
HMGBI is unable to interact with RAGE and Toll-4 receptors, avoiding its pro-inflammaltory
activity [32]. Oxidized HMGBI can also induce immune-modulation by the recruitment and
activation of T regulatory cells [33].

The oxidation of HMGBI in the cysteine residue 106 produced a shift in the protein emigra
tion, which can be detected in gradient polyacrylamide gels and western-blotting [20]. We
detected oxidized HMGBI in BALF on days 7, 14 and 21 postinfection, when in this model
there are numerous activated and apoptotic macrophages [34].Thus, it seems that during early
Mitb infection, there is an oxidative environment in the lung that favoring the production of
the oxidized HMGB1 with immune-toleragenic activity. This was confirmed by the administra
tion of specific blocking antibodies since the first day of infection. Blocking HMGBI activity
during the first week of infection induced lower expression of TNFo, ITFNy and IL-17, denoting
certain HMGB1 pro-inflammatory activity, but on day 14, when the oxidized form of HMGBI
was produced and its activity was blocked, a significant decrease in pulmonary bacilli loads was
seen in coexistence with higher expression of pro-inflammatory cytokines. As expected, the
opposite response was observed when recombinant human HMGB1 was administrated during
early infection, inducing a significant increase of bacilli loads, in coexistence with low expres-
sion of proinflammatory cytokines and a striking high expression of IL-10 and numerous Treg
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cells in the infected lungs, which confirm the efficiency of HMGBI in the recruitment and acti-
vation of this cell type [35]. We observed numerous IL-10 immunostained macrophages, sug-
gesting that high concentrations of HMGBI 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 of HMGB1 immunos-
taining and macrophages were the most common and intense immunoreactive cells. During
advanced disease, there was mild concentration of HMGBI in BALF and the oxidized form
was not detected. The administration of blocking antibodies at day 60 of infection induced a
significant increase of pulmonary bacilli burdens, in coexistence with lower expression of pro-
inflammatory cytokines. These results suggest that the mild production of reduced HMGB1
during late disease has proinflammatory activity and contributes in the control of bacilli
growth. Interestingly, the administration of recombinant HMGBI in high concentrations, sim-
ilar than found at day one of infection, induced significant higher bacilli loads, more extensive
tissue damage, lower expression of proinflammatory cytokines with high expression of IL-10,
in coexistence with numerous T regulatory cells, suggesting that not only the type of HMGB1,
reduced or oxidized, but also the amount of the protein is important to regulate the immune
response and its interaction with specific subtypes of T cells. Indeed, T regulatory cells express
on their cell membrane more RAGE than T conventional cells, and HMGBI1 induces the migra-
tion and prolonging survival of T-regulatory cells, as well as enhance IL-10 release [35]. In
addition, HMGBI1 can directly suppress IFNy release by effector T cells and inhibits its prolifer-
ation via TLR-4 in the setting of chronic inflammatory states [33, 35, 36], such as produced by
Mtb infection.

In conclusion, HMGB1 is liberated during experimental TB and can modify the fate of the
immune response, promoting or suppressing inflaimmation 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 [37], and apoptotic mac-
rophages that liberate oxidized HMGBI, that temporally suppress excessive inflammation and
decrease protective immunity. During late disease, the oxidative environment decreases as a
consequence of lesser macrophage activation with lower ROS and NO production as well as
lesser macrophage apoptosis [34, 37], HMGBI is produced in lesser amount and it is not oxi-
dized contributing to the control of bacilli growth. Thus, HMGBI is a redox-sensitive protein
that is affected by the oxidative environment which modulates its pathophysiological signals
and contribution to the control of inflammation and immune response against mycobacterial
infection.
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Estudio de la proteina high mobility group B (HMGB) desde las dos vertientes de
la interrelacion patoégeno hospedero.

Descripcion de la propuesta

El sistema inmune innato detecta los “sensores microbianos™ llamados patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) [1], quienes son reconocidos por los
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs), lo cual facilita la identificacion del
microorganismo e induce la respuesta inmune [2]. Ademdas de los PAMPS, también
existen los patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), los cuales son factores
endbgenos normalmente presentes dentro de las células que en situaciones de estrés
celular o dafio se liberan al espacio extracelular y activan eventos inflamatorios [3]. La
necrosis se da habitualmente en circunstancias de lesion extrema cuando la apoptosis no
se puede llevar a cabo y una consecuencia importante es la ruptura de la membrana
plasmaitica y el escape del material intracelular. Los DAMPS prototipicos incluyen
proteinas del estrés térmico [4] y una proteina asociada a la cromatina llamada HMGB1
por su nombre en inglés “High Mobility Group B” [5]. Muchos DAMPS parecen
interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLR9) [6]. lo cual 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
glicosilacién (RAGE). Es un receptor transmembrana expresado por diversos tipos de
c€lulas [7-9] que detectan productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) surgidos
de la glicosilacion no enzimdtica y la oxidacion de proteinas y lipidos. Estos productos
se acumulan en situaciones de gran estrés oxidativo y en la inflamacién intensa. Las
proteinas HMGB revisten gran interés debido a su participacion en importantes
procesos tanto dentro del nicleo como en el medio extracelular, ya que al ser liberada
actiia como proteina pro-inflamatoria. Existen pocos estudios sobre la contribucion de la
HMGB en la inflamaciéon y dafo tisular producido por parasitos o bacterias
intracelulares. Tripanozoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas, es una
parasitosis de gran importancia en Latinoamérica. Es de interés que en los tripanosomas
existan homologos de la HMGB [10-11], el grupo del Dr. Serra y la Dra. Cribb del
Instituto de Biologia de Rosario, en la UNR han purificado la HMGB de T cruzi
(TcHMGB) la cual presenta, al igual que las HMGBs de mamiferos, dos dominios HMG
box con capacidad de unirse al ADN, pero carece del extremo acidico tipico de estas
proteinas y presenta en cambio un dominio amino terminal que parece ser unico en
tripanosomas, de gran interés por su potencialidad como posible blanco terapéutico o
diagnéstico [12], a juzgar por experimentos preliminares donde hemos visto que esta
proteina se expresa y probablemente se secrete en los tejidos del hospedero.

Otra enfermedad infecciosa de gran importancia es la Tuberculosis. Estudios in vitro
han demostrado que el bacilo tuberculoso induce la secrecion de HMGB por
macrofagos por la activacion de receptores TLR2 y ésta induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias [13]. En el mismo estudio se encontrd que cobayos
infectados con M. tuberculosis producen mayor cantidad de HMGB-1, aunque su
contribucién in vivo en la inflamacién y respuesta inmunolégica no fue estudiada.
Resultados preliminares en el modelo experimental de Tuberculosis, del laboratorio del
Dr. Hernédndez Pando, muestran una alta produccion de HMGB durante la fase inicial de
la infeccion, primordialmente por parte de las células epiteliales y macrofagos y
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liberacion por secrecion activa. En el presente proyecto se propone profundizar en el
estudio de la estructura bioquimica de la HMGB de T cruzi y el tipo de respuesta
inmunolégica que induce, asi como la contribucién de la HMGB de mamifero en la
inmunopatologia y control del crecimiento bacilar en la Tuberculosis experimental.

Objetive general:

Estudiar las caracteristicas bioquimicas e inmunoldgicas de la proteina HMGB de
Trypanosoma cruzi y evaluar la contribucion de la HMGB de mamifero en la induccion
de la inflamacion, respuesta inmunolégica y control del crecimiento bacteriano en la
tuberculosis experimental.

Objetivos especificos:

1.- Producir de forma recombinante los diferentes dominios de la Te HMGB, analizar si
la localizacion subcelular y secrecion de estas es afectada por la acetilacion.

2.- Evaluar la capacidad inmunogénica de la HMGB de T cruzi en células en cultivo y
en ratones al administrarla por via intraperitoneal determinando en sangre y bazo
subpoblaciones de células T, linfocitos B y macrofagos asi como su capacidad de
inducir citocinas proinflamatorias TNF, IL-1, IL-6 e IL-12 y anti-inflamatorias IL-10 y
TGE.

3.- Profundizar el estudio de las caracteristicas bioquimicas de la HMGB de T cruzi,
focalizando la atencidn sobre las posibles funciones del domino tnico de las HMGBs de
trpanosomas.

4.- Profundizar el estudio de las caracteristicas bioquimicas de la HMGB de T cruzi,
focalizando la atencion sobre las posibles funciones del domino tnico de las HMGBs de
trpanosomas.

5.- Bloquear con anticuerpos especificos administrados por via intratraqueal la actividad
de la HMGB producida durante la infeccion temprana con M. ruberculosis en ratones
BALB/c.

6.- Cuantificar por morfometria automatizada la inflamacién del intersticio alveolo-
capilar, perivascular, peribronquial, tamafioc de granulomas y porcentaje de drea
afectado por neumonia en los ratones a los que se les bloqueo la actividad de la HMGB
y compararlo con animales control.

7.- Determinar por la cuantificacion de unidades formadoras de colonia la cantidad de
bacterias vivas en los pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis a los que se
les bloqueo la actividad de la HMGB y compararlo con animales control.

8.- Estudiar la expresion de las citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IFN
y las anti-inflamatorias IL-4, IL-10, TGF en los pulmones de ratones infectados con M.
tuberculosis en los que se bloquee la actividad de la proteina HMGB y compararlo con
animales control infectados pero no tratados con el anticuerpo bloqueador.

9.- Estudiar por inmunohistoquimica la expresion cinética del receptor RAGE durante el
curso de la tuberculosis pulmonar progresiva y analizar por inmunoelectronmicroscopia
su posible actividad receptora para M. tuberculosis.

10.- Estudiar in vitro la capacidad de la HMGB de inducir la produccién de radicales
libres de oxigeno y las citocinas TNF, IL-1, IL-12 y TGF en macréfagos y neumocitos
tipo Il incubados con la proteina sola o en coexistencia con M. fuberculosis.



- &/ﬁ/,zpn./ /y

Resultados esperados:

En relacion con la tripanosomiasis, se espera que la proteina HMGB del parasito se
secrete activamente, presumiblemente luego de su acetilacion tal como se ha descrito en
otros organismos, y que tenga un efecto modulador de la respuesta inmunoldgica.

Con respecto a la tuberculosis, debido a que la HMGB de mamifero tiene la capacidad
de inducir inflamacién de forma similar al de citocinas como el TNF, se espera que
contribuya en la inflamacion inicial y formacion de granulomas en los pulmones de
ratones infectados con M. tuberculosis y que al bloquearla la inflamacion disminuya y
la capacidad de eliminar a la bacteria también decremente. Es posible, por lo tanto, que
la administracién exogena de HMGB pueda inducir la reactivacion de la respuesta
inmune protectora durante la fase avanzada de la enfermedad, cuando la produccién de
citocinas proinflamatorias disminuye y la carga bacilar y dafio tisular aumenta.
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high mobility group B (HMGH) desde las dos vertientes de la interrelacion patdgeno

hospedero”, con No. de Registro Clave: PAT-1021-13/ 15-1, CINVA 1021 debido a que el

protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

o Noas

Dr. Rogelio Hernandez Pando |
Investigador en Ciencias Médicas
Departamento de Patologia
Seccién de Patologia Experimentpl ¢omite de widee- —- -7
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Titulo del proyecto: Estudio de la proteina high mebility group B (HMGB) desde las dos vertientes de la interrelacion patogeno hospedero

Tipo de proyecto: Investigacion Experimental

Antecedentes: Con el proposito de controlar la infeccion por un agente patogeno. ¢l sistema inmune detecta estructuras moleculares
conservadas llamadas patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs), producidos exclusivamente por  los
microorganismos (1) Los PAMPs. son “sensores microbianos™ o “alertas” para ¢l hospedador vy son reconocidos por
receptores de reconocimiento de patrones (RRPs). Algunos de estos RRP son los receptores de tipo Toll (Toll-like receptors) 2
vy 4 (TLR2 y TLR4) que se encuentran en la superficie de las células del sistema inmune innato. En contraste. otros RRPs
como ¢l TLR7, se hallan dentro de las células. El reconocimiento de los PAMPs par los RRPs facilita la toma del patogeno por
las células del hospedador o la seiializacion requerida para inducir una respuesta inmune apropiada (2). Como contraparie de
los PAMPS tambien existen patrones moleculares asociados al dafo (DAMP), los cuales son factores endogenos normalmente
presentes dentro de las células y por ende no reconocidos por ¢l sistema inmune en condiciones fisiologicas. Sin embaryo. en
situaciones de estrés celular o dafo, estas moléculas pueden ser hiberadas al espacio extracelular y activan cientos
inflamatorios. Asi los DAMPs pueden ser interpretados como sefiales de dafio potencial al hospedero (2). La necrosis celular sc
da habitualmente en circunstancias de dafio extremo (por ejemplo isquemia o traumatismo) cuando la apoptosis no puede
llevarse a cabo. Una consecuencia importante de la muerte por necrosis es la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, v con ello el escape del material intracelular. Los DAMPS prototipicos que derivan de las células necroticas
incluyen proteinas del estrés calorico (4) v una proteina asociada a la cromatina llamada HMGB1 (por su nombre en ingles
“High Mobility Group B 17) (5), entre los mas conocidos. Muchos DAMPS, en particular los mencionados, parecen
interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLRY. v RAGE) (6). lo cual da pie para pensar en una vanada gama
de efectos sobre el hospedero en funcion de la noxa que desencadena ¢l proceso en cuestion. Ademas de los receptores lipo
Toll, los DAMPs son reconocidos por receptores especificos. El mas sahente de todos ellos es el receptor RAGE. ¢l cual
reconoce productos finales de gheosilacion avanzada (AGEs). Estos AGEs, se acumulan en situaciones de gran estres oxilativo
v en enfermedades con un marcado componente inflamatorio como consecuencia de la glicosilacion no enzimatica v la
oxidacion de proteinas v lipidos. RAGE es un receptor transmembrana expresado por células inmunes. endotchales
cardiomiocitos y neuronas (7-9)Las proteinas HMGB han ganado gran interés debido a su participacion en imporiantes
procesos, tanto dentro del nicleo, 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 contribucion ¢n la
inflamacion y dafo tisular producide por estas proteinas en infecciones por parasitos o baclenas intracelulares. Trypanosoma
cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas. una parasitosis de gran importancia en nuestra region pues exisien ¢n
Latinoamérica mas de 20 millones de personas infectadas Es de interés que existan homologos de la proteina HMUGB en
parasitos En el caso de los tripanosomas esto fue propuesto hace mas de una decada (10. 11), y recientemente csto se

demostréd por primera vez por ¢l grupe de los Dres Serra y Cribb del Instituto de Biologia Molecular v Celular de la



Definicidn del problema:

Universidad de Rosario Argentina. El ertélogo de la proteina HMGB de tripanosomas (TeHMGB) presenta, al igual que las
HMGBs de mamiferos, dos dominios HMG hox con capacidad de unirse a estructuras distorsionadas del ADN. Sin embargo.
carece del extremo acidico tipico de estas profeinas y presenta en cambio, un dominio amino terminal que parece ser unico de
las HMGBs de tripanosomas, ¢l cual resulta particularmente interesante por su poiencialidad como posible blanco terapeutico
(12). Con anticuerpos policlonales especificos para TcHMGB hemos observado por inmunolluorescencia que la proteina se
concentra en el nicleo en los tres estadios del ciclo de vida del pardsito 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 verificd que el parasito alli localizado produce TeHMGB y por inmunoclectronmicroscopia s
verifico que esta proteina se encuentra localizada en vacuolas, lo cual sugiere actividad secretoria. Hasta el momento, no s¢ ha
estudiado cual es la capacidad que tiene esta proteina de inducir inflamacion v que upo de respuesta inmune produce Otra
enfermedad infecciosa de gran importancia clinica y epidemiolégica es la tuberculosis, enfermedad esencialmente pulmonar
producida por Mycobacterium tuberculosis una bacteria intracelular facultativa. Estudios i vitro han demostrado que
Mycobacterium tuberculosis entero o subcomponentes, particularmente la proteina de choque térmico de 65kD, son capaces
de inducir la secrecion de HMGB-1 en macrofagos o monocitos, aparentemenie como consecuencia de la activacion de
receptores Toll-2, v que esta HMGB-1 secretada es capaz de inducir la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF e
IL-1 (13). En el mismo estudio. se encontro que cobayos infectados por aereosol con M. tuberculosis también producian
mayvor cantidad de HMGB-1, aunque la contribucién de esta proteina in vivo no fue estudiada, argumentando que no se
pueden obtener animales knock-out de HMGB-1 debido a que esta proteina es esencial durante el desarrollo embrionario
Como parte del trabajo de Tesis Doctoral de la Lic. 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 cinética de expresion de
HMGB-1 por RT-PCR v su concentracion en lavados bronguiales por ELISA. Se observé una activa e importante produccion
de esta proteina durante la fase micial de la infeccion, particularmente durante la primera semana. Mediante
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra HMGB-1, se vio que las células epiteliales v los macrofagos son las
principales células productoras y por inmunoelectronmicroscopia se detecto que la proteina estaba principalmente localizada
en vesciculas citoplasmaticas, lo cual sugiere una secrecién activa mas que liberacion pasiva por necrosis. El laboratorio de
parasitologia molecular en ¢l Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario en Argentina dirigido por el Dr. Esteban
Serra. del cual forma parte la Dra. Cribb. tiene una vasta experiencia en tecnicas de biologia molecular, y en la expresion y
purificacion de proteinas recombinantes, en donde se puede producir la proteina HMGB para estudiar mas sobre su actividad
biolégica en la regulacién genética del parasito v su contribucion en la inflamacion. Por su parte, el laboratorio del Dr
Hernandez Pando en el Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion en Mexico tiene una larga experiencia en modelos
experimentales en general v en particular de tuberculosis pulmonar, en donde se podra continuar el estudio de la contribucion
de la proteina HMGB en tuberculosis y el papel de la TcHMGB en la activacion de la respuesta inmunologica in vivo. Son por
lo tanto dos laboratorios con experiencia y actividades diferentes pero altamente complementarias para estudiar la contnibucion

de esta proteina en la biologia v respuesta inmunolégica de dos enfermedades infecciosas importantes

El sistema inmune innato detecta los “sensores microbianos” llamados patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs)
[1]. quienes son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (RRPs), lo cual facilita la identificacion del
microorganismo ¢ induce la respuesta mmune [2]. Ademas de los PAMPS, tambi¢n existen los patrones moleculares asociados
al dafio (DAMP). los cuales son factores endogenos normalmente presentes dentro de las células que en situaciones de estrés
celular o dafo se liberan al espacio extracelular y activan eventos inflamatorios [3] La necrosis se da habitualmente en
circunstancias de lesion extrema cuando la apoptosis no se puede llevar a cabo y una consecuencia importante es la ruptura de
la membrana plasmatica v el escape del material intracelular. Los DAMPS prototipices incluyen proteinas del estrés térmico [4]
y una proteina asociada a la cromatina llamada HMGBI por su nombre en inzlés “High Mobility Group B” [5]. Muchos
DAMPS parecen interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLR9) [6], lo cual induce una variada gama de
efectos. Ademas de los receptores Toll, los DAMPs son reconocidos por receptores especificos, el més destacado es el receptor
para productos finales de glicosilacion (RAGE). Es un receptor ransmembrana expresado por diversos tipos de células [7-9]
que detectan productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) surgidos de la glicosilacion no enzimatica v la oxidacion de
proteinas y lipidos Estos productos se acumulan en situaciones de gran estrés oxidativo y en la inflamacion intensa. Las
proteinas HMGB revisten gran interés debido a su participacién en importantes procesos tanto dentro del nicleo como en el
medio extracelular, ya que al ser liberada actia como proteina pro-inflamatoria. Existen pocos estudios sobre la contribucion
de la HMGH en la inflamacion y dafio usular producido por parasitos o bacterias intracelulares. Tripanozoma cruzi, el agente
causal de la enfermedad de Chagas, es una parasitosis de gran importancia ¢n Latinoamerica. Es de interés que en los
tripanosomas existan_homologos de la HMGB [10-11], el grupo del Dr. Serra y la Dra. Cribb del Instituto de Biologia de
Rosario, en la UNR han purificado la HMGB de T cruzi (TeHMGB) la cual presenta, al igual que las HMGBs de mamiferos,
dos dominios HMG box con capacidad de unirse al ADN, pero carece del extremo acidico tipico de estas proteinas v presenta

en cambio un dominio amino terminal que parece ser tnico en tripanosomas. de gran interés por su potencialidad como



Justificacidn:

Hipotesis:

Fecha estimada de inicio:

posible blanco terapéutico o diagnostico [12]. a juzgar por experimentos preliminares donde hemos visto que esta proteina s
expresa y probablemente se secrete en los tejidos del hospedero. Otra enfermedad infecciosa de gran importancia s la
Tuberculosis. Estudios in vitro han demostrado que el bacilo tuberculoso induce la secrecion de HMGB por macrofagos por la
activacion de receptores TLR2 y ésta induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias [13] En el mismo estudio s¢
encontré que cobayos infectados con M. tuberculosis producen mayor cantidad de HMGB-1, aunque su contribucion in vivo
en la inflamacion v respuesta inmunologica no fue estudiada Resultados preliminares en el modelo cxperimental de
Tuberculosis, del laboratorio del Dr. Hernandez Pando, muestran una alta produccion de HMGRB durante la fase imicial de la
infeccion, primordialmente por parte de las células epiteliales v macrofagos v liberacion por secrecion activa. Fn el presente
proyecto se propone profundizar en ¢l estudio de la estructura bioquimica de la HMGB de T cruzi y el tipo de respucsta
inmunologica que induce. asi como la contribucion de la HMGB de mamifero en la inmunopatologia y control del

crecimiento bacilar en la Tuberculosis experimental

Las enfermedades infecciosas parasitarias y bacterianas son una importante causa de mortalidad y morbilidad en los paises en
vias de desarrollo como los latinoamernicanos. Su control depende en gran parte de un conocimiento profundo de la binlogia
de los agentes infecciosos y del tipo de respuesta inmunologica que participa en su control ¥y eliminacion El analivs de
proteinas relacionadas con la regulacion de la expresion genética en parasitos como T cruzi tiene gran importancia porque
pueden ser blancos de nuevos agentes terapéuticos, ademas de que como es ¢l case de la TcHMGB pueden ser proteinis con
un cierto grado de exclusividad v su deteccion en suero de pacientes pueden contribuir en el diagnostico o como marcadores
de la enfermedad, lo cual justifica plenamente su estudio. Por su parte. la produccion y hiberacion de HMGB por ¢l hospedero
como consecuencia de la infeccion por M. tuberculosis, es de interés en la caracterizacion de la respuesta inflamatoria ¢
mmunologica mediada por moléculas hasta ahora no consideradas de primera instancia como clementos de la respuesta
inmunologica. El conocimiento en detalle de estos nuevos actores moleculares contribuira a un mejor entendimiento de
clementos que eventualmente pueden también ser utilizados como agentes inmunoterapéuticos o marcadores de enfermedad
lo cual justifica su estudio en modelos expenimentales para posteriormente trasladar ese conocimiento a la enfermedad

humana.

En relacion con la tnpanosomiasis, se espera que la proteina HMGRB del parasito se secrete activamente, presumiblemente
luego de su acenlacion tal como se ha descrito en otros organismos, v que tenga un efecto r!:mdu]ador de la respuesta
inmunolégica. Con respecto a la tuberculosis, debido a que la HMGB de mamifero tiene la capacidad de inducir inflamacion
de forma similar al de citocinas como ¢l TNF, se espera que contribuya en la inflamacion inicial v formacion de granulomas
en los pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis y que al bloguearla la inflamacion disminuya y la capacidad de
eliminar a la bacteria también decremente. Es posible, por lo tanto, que fa administracion exogena de HMGB pueda inducir la
reactivacion de la respuesta inmune protectora durante la fase avanzada de la enfermedad. cuando la produccion de citocinas

proinflamatorias disminuye v la carga bacilar y daiio usular aumenta.
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Objetivo:

Tipo de objetivo:

Estudiar las caracteristicas bioquimicas e inmunologicas de la proteina HMGB de Trypanosoma cruzi y evaluar la contribucion
de la HMGB de mamifero en la induccion de la inflamacion, respuesta inmunolégica v control del crecimiento bacteriano en la

tuberculosis experimental.

General

Objetivo:

1.- Producir de forma recombinante los diferentes dominios de la TcHMGB, analizar si la localizacion subcelular y secrecion
de estas es afectada por la acetilacion.2 - Evaluar la capacidad inmunogénica de la HMGB de T cruzi en células en cultivo y en
ratones al administrarla por via intraperitoneal determinando en sangre y bazo subpoblaciones de células T, linfocitos B y
macrofagos asi como su capacidad de inducir citocinas proinflamatorias TNF, [L-1, [L-6 e IL-12 v anti-inflamatorias [1-10 ¥
TGF 3.- Profundizar el estudio de las caracteristicas bioquimicas de la HMGB de T cruzi. focalizando la atencion sobre las
posibles funciones del dommo unico de las HMGBs de trpanosomas4 - Profundizar ¢l estudio de las caracteristicas
bioquimicas de la HMGB de T cruzi, focahzando la atencion sobre las posibles funciones del domino unico de las HMGBs de
irpanosomas 5 - Bloquear con anticuerpos especificos administrados por via intratraqueal la actividad de la HMGB producida
durante la infeccion temprana con M. tuberculosis en ratones BALB/c.6 - Cuantificar por morfometria automatizada la
inflamacion del intersticio alveolo-capilar, perivascular, peribronquial, tamafio d2 granulomas y porcentaje de area afectado
por neumenia en los ratones a los que se les blequeo la actividad de la HMGB y compararlo con animales control 7 -
Determinar por la cuantificacion de unidades formadoras de colonia la cantidad de bacterias vivas en los pulmones de ratones
infectados con M. tuberculosis a los que se les blogueo la actividad de la HMGB v compararlo con animales control § -
Estudiar la expresion de las citocinas pro-inflamatorias TNF, 1L-1, [L-6, 1L-12, IFN v las anti-inflamatorias 1L-4, 1L.-10, TGF
en los pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis en los que se bloquee la actividad de la proteina HMGB v
compararlo con animales control infectados pero no tratados con el anticuerpe bloqueador9.- Estudiar por
mmunchistoquimica la expresion cinética del receptor RAGE durante el curso de la tuberculosis pulmonar progresiva v
analizar por inmunoelectronmicroscopia su posible actividad receptora para M. tuberculosis 10 - Estudiar in vitro la capacidad
de la HMGB de inducir la produccion de radicales libres de oxigeno v las ciiocinas TNF, IL-1, IL-12 y TGF ¢n macrofagos y

neumocitos tipe 11 incubados con la proteina sola o en coexistencia con M. tuberculosis



Tipo de objetivo:

Especifico (s)

Metodologia: Disefo general

(0) Comentarios

Metodologia gral:

|.- En Tripanosomiasis: Sintesis v purificacion de proteinas recombinantes Debido a que no estan disponibles comercialmente
las proteinas especificas del parasito requieren de su purificacion a partir de cultivos axénicos. Alternativamente. es posible
obtenerlas recombinantes con buenos rendimientos y purezas. Con ¢l objetivo de estudiar la funcion del dominio especifico de
la TcHMGB, se obtendran versiones truncadas correspondientes a los distintos dominios de la proteina. expresadas como
proteinas recombinantes en F. coh v purificadas mediante cromatogralia de afimidad También se construirdan vectores que
permitan expresar los mismos dominios ¢n epimastigotes de T. cruzi. para poder realizar estudios in vivo. Por ultimo. se
construira un vector que permita expresar en epimastigotes de T. cruzi, proteinas con un fragmento adicional de politistidina
para purificarlas por cromatografia de afimdad a Niquel. de esta forma las proteinas estaran sometidas a las nismas
modificaciones post-traduccionales que las proteinas endogenas del parasito, ademds se evitara la posible contaminacion con
LPS que es un inconveniente para los estudios inmunologicos. Se diseiaron oligonucledtidos para amplificar v clonar las
secuencias para: 1) el extremo amino terminal (aminoacidos 1-110 “N-term™), 2) el primer dominie HMG box (aminoacidos
110-180, Box 1), 2) el segundo dominio HMG box (aminodcidos 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 fusion a disuntas
proteinas fluorescentes usando diversos vectores. En caso de no obtenerse parasitos transfectantes con estos veclores, s
utilizara el vector inducible por tetraciclina pTeINDEX (14).2 -Anahisis de las posibles funciones del dominio adicional que
presentan las HMGBs de tripanosomas Despueés de confirmar que la proteina TcHMGRB y sus versiones truncadas se expresan
correctamente como fusiones a las proteinas fluorescentes por western blot, se analizara mediante microscopia de fluorescencia
la localizacion subcelular de cada uno de sus dominios. El analisis bioinformatico predice la presencia de una sehal de
localizacion nuclear (NLS) en el dominio amino terminal que es anico de tripanosomas, nuestros resultados prelimmnares
sugieren que la eliminacion de este dominio dinge la proteina al citoplasma. resultados que necesitamos corroborar 3 - Estudio
de la acetilacion de la HMGB de T cruzi v su posible influencia sobre su localizacion subceelular v secrecion. Una de nuestras
hipétesis es que la acetilacion de TeHMGB. ya sea en las lisinas correspondientes a la NLS o en otras, esta implicada ¢n la
relocalizacion nicleo-citoplasma v su eventual secrecion al medio extracelular. Para verificar esto se tratara a los cultivos con
inhibidores de desacetilasas ( Trichostatina A v Nicotinamida) y se analizara si existen diferencias en cuanto a la localizacion
subcelular de cada una de las versiones truncadas de TeHMGB, comparado con cultivos control sin tratar. Tambien se estudiara
la secrecion de las proteinas, puesto que ademas de localizarse en vacuolas, resultados preliminares mostraron un aumento ¢n
la cantdad de TcHMGB en el sobrenadante de coltivos tratados con inhibidores de desacetilasas. Para corroborar esto se
realizaran estudios con inhibidores de acetilasas utthzando las cepas transfectantes que sobre-expresen las proteinas como
fusiones a proteinas fluorescentes (15).4.- Estudio de la capacidad inmunogénica de la HMGB de T cruzi Inicialmente s
realizara estimulacion in vitro de macrofagos con TcHMGRB recombinante en diferentes concentraciones (0. 5. 10, 30, 100y

300 pg/ml) y por diferentes periodos de tiempo (05, 1, 3. 6. 12 v 24 horas). Posteriormente se colectaran celulas

-

sobrenadantes para determinar por RT-PCR v ELISA respectivamente las citocinas proinflamatorias TNF. 1L-1.1L-6 ¢ 1112 4
anti-inflamatorias [L-10 v TGF. Ensayos similares se realizaran administrando la proteina HMGB de T. cruzi completa v sus
subdominios en el peritoneo de ratones Balb/c v CS7BI que son sensibles y resistentes respectivamente a la infeccion con I
cruzi; v en diferentes tiempos se obtendra ¢l liguido peritoneal, suero y bazo para determinar la concentracion de las cilocinas
mencionadas anteriormente, ademas de evaluar por citometria de flujo en sangre y bazo las subpoblaciones de celulas T,
linfocitos B y macrofagos determinando en estos moléculas de activacion. 5.- En tuberculosis: Evaluacion de la contribucion
de la proteina HMGB en la nflamacién, respuesta inmunologica v proliferacion bacteriana 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 11371
por via mtratragueal (16). Como se menciond en los antecedentes en este modelo existe una elevada produccion de HIMGE
durante la primera v segunda semana de la infeccion. Con el objetvo de evaluar su contribucion en el proceso inflamatorio

respuesta inmunologica y control del crecimiento bacilar, a grupos de ratones se les administrara anticuerpo blogueador ann-



HMGE por via intratraqueal, desde el primer dia de infeccion y durante 18 dias tres veces por semana Grupos de seis ammales
se sacrificaran los dias 1. 3. 7, 14, 21, 28 v 60 postinfeccion. Para determinar la cantdad de bacterias vivas, cuatro pulmones,
derecho o izquierdo; del mismo numero de animales se congelaran en nitrogeno liquido para posteriormente homogeneizarlos
v sembrarlos en cajas de cultivo con medio de crecimiento solido, las unidades formadoras de colonia se contaran en el dia 21

Otros cuatro pulmones del mismo nimero de animales por tiempo de sacrificio se perfundiran con alcohol etilico absoluto ¢
incluran en parafina para obtener cortes histologicos en los cuales se determinara por morfometria automatizada la
inflamacion intersticial. perivascular y peribronquial, asi como la extension de dafio tisular (neumonia) y tamano de
granulomas. Finalmente, para evaluar la respuesta inmunologica se determinara la expresion de citocinas por RT-PCR cn
tiempo real Cuatro pulmones en cada tiempo de sacrificio se homogenizaran y de cllos se purificara ¢l RNA total Despues de
convertirlo en cDNA. se cuantificara la expresion de las citocinas IFN, TNF. IL-4. IL-10 y la enzima iNOS. Para confirmar los
resultados del bloqueo con anticuerpos anti-HMGB vy evaluar la posible capacidad de esta proteina de tener actividad
inmunoterapéutica. se administrara HMGB recombinante murina por via intratraqueal cada tercer dia durante |8 dias
empezando a partir del primer dia de la infeccion. Los animales se sacrificaran v los pulmones se procesaran de la misma
manera descrita en el parrafo anterior. 6 - Evaluacion de la participacion del receptor RAGE en la inmunopatologia de la
tuberculosis pulmonar experimental’ Como fue mencionado en la seccion de antecedentes, la proteina HMGB uene a RAGE
como uno de sus principales receptores Es de interés notar que este receplor se expresa en forma constitutiva v
abundantemente en ¢l epitelio alveolar. Existen ademas algunas observaciones en pacientes que sugieren que RAGE podria ser
también receptor para la micobacteria. Con el objetivo de estudiar estos aspectos, s¢ determinard la expresion y localizacion de
RAGE durante el curso de la tuberculosis murina, por RT-PCR e mmunohistoquimica. Se realizara también
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 v elimmacion de la bacteria, se realizaran
experimentos hlogueando RAGE con su forma antagénica soluble administrandolo por via intratragueal de la misma forma a
la anteriormente descrita para la HMGB.7 - Experimentos in vitro: Nuestros resultados preliminares muestran abundante
HMGB en el lavado bronquial de animales tuberculosos durante las dos primeras semanas post-infeccion, lo que sugiere que
esta proteina esencialmente participa como un componente de la inmunidad mnata. Siendo los macrofagos y el epitelio
bronquio-alveolar sus dos representantes mas importantes en ¢l pulmon, se realizarin experimentos in vitro con una linea
celular de macrofagos (THP-1) v de neumocitos tipo I1. a los cuales se les incubara con la proteina HMGB en ausencia o
presencia de M, wberculosis v en los sobrenadantes se determinaran citocinas (TNF, 1L-1, IL-12, TGF) y radicales hbres de
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Objetivo general:

Estudiar las caracteristicas bioquimicas e inmunologicas de la proteina HMGB de
Trypanosoma cruzi y evaluar la contribucion de la HMGB de mamifero en la induccion
de la inflamacion, respuesta inmunoldgica y control del crecimiento bacteriano en la
tuberculosis experimental.

Antecedentes

Con el proposito de controlar la infeccion por un agente patogeno, el sistema inmune
detecta estructuras moleculares conservadas llamadas patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs), producidos exclusivamente por los microorganismos (1). Los
PAMPs: son “sensores microbianos™ o “alertas™ para el hospedador y son reconocidos
por receptores de reconocimiento de patrones (RRPs). Algunos de estos RRP son los
receptores de tipo Toll (Toll-like receptors) 2 y 4 (TLR2 y TLR4) que se encuentran en
la superficie de las células del sistema inmune innato. En contraste, otros RRPs, como el
TLR7, se hallan dentro de las células. El reconocimiento de los PAMPs por los RRPs
facilita la toma del patégeno por las células del hospedador o la sefializacion requerida
para inducir una respuesta inmune apropiada (2).

Como contraparte de los PAMPS también existen patrones moleculares asociados al
dafio (DAMP), los cuales son factores endégenos normalmente presentes dentro de las
células y por ende no reconocidos por el sistema inmune en condiciones fisiologicas.
Sin embargo, en situaciones de estrés celular o dafio, estas moléculas pueden ser
liberadas al espacio extracelular y activan eventos inflamatorios. Asi los DAMPs
pueden ser interpretados como sefiales de dafio potencial al hospedero (3). La necrosis
celular s¢ da habitualmente en circunstancias de dafio extremo (por ejemplo isquemia o
traumatismo) cuando la apoptosis no puede llevarse a cabo. Una consecuencia
importante de la muerte por necrosis es la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, y con ello el escape del material intracelular. Los DAMPS prototipicos que
derivan de las células necréticas incluyen proteinas del estrés caldrico (4) y una proteina
asociada a la cromatina llamada HMGBI1 (por su nombre en inglés “High Mobility
Group B 17) (5), entre los mas conocidos. Muchos DAMPS, en particular los
mencionados, parecen interactuar con varios receptores celulares (TLR2, TLR4, TLR9,
y RAGE) (6), lo cual da pie para pensar en una variada gama de efectos sobre el
hospedero en funcion de la noxa que desencadena el proceso en cuestion.

Ademas de los receptores tipo Toll, los DAMPs son reconocidos por receptores
especificos. El mas saliente de todos ellos es el receptor RAGE, el cual reconoce
productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs). Estos AGEs, se acumulan en
situaciones de gran estrés oxidativo y en enfermedades con un marcado componente
inflamatorio como consecuencia de la glicosilacion no enzimética y la oxidacion de
proteinas y lipidos. RAGE es un receptor transmembrana expresado por células
inmunes, endoteliales, cardiomiocitos y neuronas (7-9)
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Las proteinas HMGB han ganado gran interés debido a su participacién en importantes
procesos, tanto dentro del nicleo, 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 contribucién en la inflamacion
y dao tisular producido por estas proteinas en infecciones por parasitos o bacterias
intracelulares. Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, una
parasitosis de gran importancia en nuestra region pues existen en Latinoamérica mas de
20 millones de personas infectadas. Es de interés que existan homdlogos de la proteina
HMGB en parasitos. En el caso de los tripanosomas esto fue propuesto hace mas de
una década (10, 11), y recientemente esto se demostrd por primera vez por el grupo de
los Dres Serra y Cribb del Instituto de Biologia Molecular y Celular de la Universidad
de Rosario Argentina. El ortélogo de la proteina HMGB de tripanosomas (TcHMGB)
presenta, al igual que las HMGBs de mamiferos, dos dominios HMG box con capacidad
de unirse a estructuras distorsionadas del ADN. Sin embargo, carece del extremo
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 terapéutico (12). Con anticuerpos
policlonales especificos para TCHMGB hemos observado por inmunofluorescencia que
la proteina se concentra en el nticleo en los tres estadios del ciclo de vida del parésito 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 verificé que el parésito alli localizado produce TcHMGB
y por inmunoelectronmicroscopia se verifico que esta proteina se encuentra localizada
en vacuolas, lo cual sugiere actividad secretoria. Hasta el momento, no se ha estudiado
cual es la capacidad que tiene esta proteina de inducir inflamacion y que tipo de
respuesta inmune produce.

Otra enfermedad infecciosa de gran importancia clinica y epidemiologica es la
tuberculosis, enfermedad esencialmente pulmonar producida por Mycobacterium
tuberculosis una bacteria intracelular facultativa. Estudios in vitro han demostrado que
Mycobacterium tuberculosis entero o subcomponentes, particularmente la proteina de
choque térmico de 65kD, son capaces de inducir la secrecion de HMGB-1 en
macrofagos o monocitos, aparentemente como consecuencia de la activacion de
receptores Toll-2, y que esta HMGB-1 secretada es capaz de inducir la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-1 (13). En el mismo estudio, se encontro
que cobayos infectados por aereosol con M. tuberculosis también producian mayor
cantidad de HMGB-1, aunque la contribucién de esta proteina in vivo no fue estudiada,
argumentando que no se pueden obtener animales knock-out de HMGB-1 debido a que
esta proteina es esencial durante el desarrollo embrionario. Como parte del trabajo de
Tesis Doctoral de la Lic. 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 cinética de expresion de HMGB-1 por RT-PCR y su concentracién en
lavados bronquiales por ELISA. Se observé una activa e importante produccion de esta
proteina durante la fase inicial de la infeccion, particularmente durante la primera
semana. Mediante inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra HMGB-1, se
vio que las células epiteliales y los macrofagos son las principales células productoras y
por inmunoelectronmicroscopia se detecto que la proteina estaba principalmente
localizada en vesciculas citoplasmaticas, lo cual sugiere una secrecion activa mas que
liberacion 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 Dra.
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Cribb, tiene una vasta experiencia en técnicas de biologia molecular, y en la expresion y
purificacion de proteinas recombinantes, en donde se puede producir la proteina HMGB
para estudiar mas sobre su actividad bioldgica en la regulacion genética del parasito y su
contribucion en la inflamacion. Por su parte, el laboratorio del Dr Hernandez Pando en
el Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién en Mexico tiene una larga
experiencia en modelos experimentales en general y en particular de tuberculosis
pulmonar, en donde se podrd continuar el estudio de la contribucién de la proteina
HMGB en tuberculosis y el papel de la TcHMGB en la activacion de la respuesta
inmunolégica in vivo. Son por lo tanto dos laboratorios con experiencia y actividades
diferentes pero altamente complementarias para estudiar la contribucion de esta proteina
en la biologia y respuesta inmunolégica de dos enfermedades infecciosas importantes.

Justificacion.

Las enfermedades infecciosas parasitarias y bacterianas son una importante causa de
mortalidad 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 infecciosos y del tipo de respuesta inmunolégica que participa en su control y
eliminacion. El andlisis de proteinas relacionadas con la regulacion de la expresion
genética en pardsitos como T cruzi tiene gran importancia porque pueden ser blancos de
nuevos agentes terapéuticos, ademas de que como es el caso de la TCHMGB pueden ser
proteinas con un cierto grado de exclusividad y su deteccién en suero de pacientes
pueden contribuir en el diagnéstico o como marcadores de la enfermedad, lo cual
justifica plenamente su estudio.

Por su parte, la produccién y liberacion de HMGB por el hospedero como consecuencia
de la infeccion por M. tuberculosis, es de interés en la caracterizacion de la respuesta
inflamatoria e inmunologica mediada por moléculas hasta ahora no consideradas de
primera instancia como elementos de la respuesta inmunolégica. El conocimiento en
detalle de estos nuevos actores moleculares contribuird a un mejor entendimiento de
elementos que eventualmente pueden también ser utilizados como agentes
inmunoterapéuticos o marcadores de enfermedad, lo cual justifica su estudio en modelos
experimentales para posteriormente trasladar ese conocimiento a la enfermedad
humana.

Metodologia

1.- En Tripanosomiasis: Sintesis y purificacion de proteinas recombinantes

Debido a que no estan disponibles comercialmente, las proteinas especificas del
parasito requieren de su purificacion a partir de cultivos axénicos. Alternativamente, es
posible obtenerlas recombinantes con buenos rendimientos y purezas. Con el objetivo
de estudiar la funcién del dominio especifico de la TcHMGB, se obtendran versiones
truncadas correspondientes a los distintos dominios de la proteina, expresadas como
proteinas recombinantes en E. coli y purificadas mediante cromatografia de afinidad.
También se construirdn vectores que permitan expresar los mismos dominios en
epimastigotes de T. cruzi, para poder realizar estudios in vivo. Por altimo, se construira
un vector que permita expresar en epimastigotes de T. cruzi, proteinas con un fragmento
adicional de poliHistidina para purificarlas por cromatografia de afinidad a Niquel., de
esta forma las proteinas estardn sometidas a las mismas modificaciones post-
traduccionales que las proteinas endogenas del parasito, ademads se evitara la posible
contaminacion con LPS que es un inconveniente para los estudios inmunolégicos. Se
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disefiaron oligonucleétidos para amplificar y clonar las secuencias para: 1) el extremo
amino terminal (aminodcidos 1-110 “N-term”), 2) el primer dominio HMG box
(aminoécidos 110-190, Box1), 2) el segundo dominio HMG box (aminoécidos 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 fusion a
distintas proteinas fluorescentes usando diversos vectores. En caso de no obtenerse
parasitos transfectantes con estos vectores, se utilizard el vector inducible por
tetraciclina pTcINDEX (14).

2.-Analisis de las posibles funciones del dominio adicional que presentan las
HMGBs de tripanosomas

Después de confirmar que la proteina TCHMGB y sus versiones truncadas se expresan
correctamente como fusiones a las proteinas fluorescentes por western blot, se analizara
mediante microscopia de fluorescencia la localizacion subcelular de cada uno de sus
dominios. El andlisis bioinforméatico predice la presencia de una sefial de localizacion
nuclear (NLS) en el dominio amino terminal que es Gnico de tripanosomas, nuestros
resultados preliminares sugieren que la eliminacion de este dominio dirige la proteina al
citoplasma, resultados que necesitamos corroborar.

3.- Estudio de la acetilacion de la HMGB de T cruzi y su posible influencia sobre su
localizacion subcelular y secrecion.

Una de nuestras hipotesis es que la acetilacion de TcHMGB, ya sea en las lisinas
correspondientes a la NLS o0 en otras, esta implicada en la relocalizaciéon nucleo-
citoplasma y su eventual secrecion al medio extracelular. Para verificar esto se tratard a
los cultivos con inhibidores de desacetilasas (Trichostatina A y Nicotinamida) y se
analizard si existen diferencias en cuanto a la localizacién subcelular de cada una de las
versiones truncadas de TcHMGB, comparado con cultivos control sin tratar. También se
estudiara la secrecion de las proteinas, puesto que ademas de localizarse en vacuolas,
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 cepas transfectantes
que sobre-expresen las proteinas como fusiones a proteinas fluorescentes (15).

4.- Estudio de la capacidad inmunogénica de la HMGB de T cruzi

Inicialmente se realizard estimulacion in vitro de macréfagos con TcHMGB
recombinante en diferentes concentraciones (0, 5, 10, 30, 100 y 300 pg/ml) y por
diferentes periodos de tiempo (0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 horas). Posteriormente se colectaran
células y sobrenadantes para determinar por RT-PCR y ELISA respectivamente las
citocinas proinflamatorias TNF, IL-1, IL-6 e 1L-12 y anti-inflamatorias IL-10 y TGF.
Ensayos similares se realizaran administrando la proteina HMGB de T. cruzi completa
y sus subdominios en el peritoneo de ratones Balb/c y C57BIl que son sensibles y
resistentes respectivamente a la infeccién con T. cruzi; y en diferentes tiempos se
obtendra el liquido peritoneal, suero y bazo para determinar la concentracion de las
citocinas mencionadas anteriormente, ademds de evaluar por citometria de flujo en
sangre y bazo las subpoblaciones de células T, linfocitos B y macréfagos determinando
en estos moléculas de activacion.

5.- En tuberculosis: Evaluacion de la contribucion de la proteina HMGB en la
inflamacion, respuesta inmunologica y proliferacion bacteriana 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 menciono en los antecedentes en este modelo existe una elevada produccion
de HMGB durante la primera y segunda semana de la infeccion. Con el objetivo de
evaluar su contribucién en el proceso inflamatorio, respuesta inmunoldgica y control del
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crecimiento bacilar, a grupos de ratones se les administrara anticuerpo bloqueador anti-
HMGB por via intratraqueal, desde el primer dia de infeccién y durante 18 dias tres
veces por semana. Grupos de seis animales se sacrificaran los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28 y
60 postinfeccion. Para determinar la cantidad de bacterias vivas, cuatro pulmones,
derecho o izquierdo; del mismo nimero de animales se congelaran en nitrégeno liquido
para posteriormente homogeneizarlos y sembrarlos en cajas de cultivo con medio de
crecimiento solido, las unidades formadoras de colonia se contaran en el dia 21. Otros
cuatro pulmones del mismo niimero de animales por tiempo de sacrificio se perfundiran
con alcohol etilico absoluto e incluirdn en parafina para obtener cortes histologicos en
los cuales se determinard por morfometria automatizada la inflamacion intersticial,
perivascular y peribronquial, asi como la extension de dafio tisular (neumonia) y tamafio
de granulomas. Finalmente, para evaluar la respuesta inmunologica se determinara la
expresion de citocinas por RT-PCR en tiempo real. Cuatro pulmones en cada tiempo de
sacrificio se homogenizardn y de ellos se purificard el RNA total. Después de
convertirlo en cDNA, se cuantificara la expresion de las citocinas IFN, TNF, IL-4, IL-
10 y la enzima iNOS.

Para confirmar los resultados del bloqueo con anticuerpos anti-HMGB y evaluar la
posible capacidad de esta proteina de tener actividad inmunoterapéutica, se administrara
HMGB recombinante murina por via intratraqueal cada tercer dia durante 18 dias
empezando a partir del primer dia de la infeccién. Los animales se sacrificaran y los
pulmones se procesaran de la misma manera descrita en el parrafo anterior.

6.- Evaluacion de la participacion del receptor RAGE en la inmunopatologia de la
tuberculosis pulmonar experimental: Como fue mencionado en la seccion de
antecedentes, la proteina HMGB tiene a RAGE como uno de sus principales receptores.
Es de interés notar que este receptor se expresa en forma constitutiva y abundantemente
en el epitelio alveolar. Existen ademads algunas observaciones en pacientes que sugieren
que RAGE podria ser también receptor para la micobacteria. Con el objetivo de estudiar
estos aspectos, se determinara la expresion y localizacion de RAGE durante el curso de
la tuberculosis murina, por RT-PCR e inmunohistoquimica. Se realizara también
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 eliminacion de la bacteria, se realizaran experimentos
bloqueando RAGE con su forma antagénica soluble administrandolo por via
intratraqueal de la misma forma a la anteriormente descrita para la HMGB.

7.- Experimentos in vitro: Nuestros resultados preliminares muestran abundante
HMGB en el lavado bronquial de animales tuberculosos durante las dos primeras
semanas post-infeccion, lo que sugiere que esta proteina esencialmente participa como
un componente de la inmunidad innata. Siendo los macréfagos y el epitelio bronquio-
alveolar sus dos representantes mds importantes en el pulmén, se realizarin
experimentos invitro con una linea celular de macréfagos (THP-1) y de neumocitos tipo
II, a los cuales se les incubara con la proteina HMGB en ausencia o presencia de M.
tuberculosis y en los sobrenadantes se determinaran citocinas (TNF, IL-1, IL-12, TGF)
y radicales libres de oxigeno.
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Cuantificacion de HMGB por ELISA en lavados bronquiales. Ratones Balb/c infectados
con la cepa de M. tuberculosis H37Rv fueron sacrificados en los tiempos indicados e
inmediatamente se le 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.

Deteccion por inmunohistoquimica de la proteina HMGB en el pulmon de un raton con
un dia de infeccion con M tuberculosis, existe intensa inmunotincion del epitelio
bronquial
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Imagen representativa del estudio de inmunoelectronmicroscopia para localizar
subcelularmente HMGB. Célula del epitelio bronquial de un ratéon con 7 dias de
infeccion, los puntos negros (flecha) corresponden 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) lo cual indica que la proteina se esta exportando sin que exista necrosis celular
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