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PARTE I



RESUMO

HMGBI1¢ a proteina nao-histona mais abundante no ntcleo celular e foi inicialmente
descrita como reguladora da transcri¢do génica por ligar-se ao DNA promovendo
alteracdes conformacionais na fita dupla e assim permitindo a acdo de outros fatores
nucleares. Em 1999, a HMGBI1 foi detectada no soro de pacientes com sepse em
estagios tardios, e sua concentracdo plasmdtica foi inversamente proporcional a
sobrevivéncia. Desde entdo a busca para elucidar o papel sinalizador da proteina nuclear
HMGBI, tem gerado resultados paradoxais. HMGB1 ¢ secretada por macréfagos,
células dendriticas, tumores, células endoteliais e também ¢ liberada com o processo de
necrose. Duas classes de receptores ja foram descritos estarem relacionados com a
sinalizagdo da HMGB1: RAGE e TLRs. As vias de transducao do sinal interno ativado
por HMGBI1 envolvem quinases da familia das MAPK que convergem para a
translocagdo nuclear de NF-«B. Suas primeiras a¢des caracterizadas relacionam-se ao
processo pro-inflamatdrio, mas recentes pesquisas mostram a participacdo da HMGBI
na promogado da recuperagdo celular. Supde-se que o fator limitante no direcionamento
do sinal da proteina nuclear sejam suas concentracdes e a especificidade celular. Com o
intuito de relacionar a sinalizagdo de HMGBI e sua possivel agdo sobre agentes redox-
sensiveis, utilizamos culturas de macrofagos peritoneais de ratos submetidas a 2 doses
de HMGBI e analisamos os niveis de nitritos no meio de cultivo celular; dosamos a
atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase; e avaliamos a
translocagdo de fatores de transcrigdo para o nticleo. As duas concentracdes de HMGB1
ativaram NF-kB, mas apenas a menor dose foi capaz de induzir um aumento na
atividade enzimatica da catalase. Ambas as doses ndo alteraram a atividade da
superoxido dismutase e também ndo promoveram um acumulo de nitritos. Nossos
resultados comprovam que os efeitos da HMGB1 sdo dose-dependentes. Mais
investigacoes ajudarao a elucidar se a HMGB1 em leves doses pode agir como um fator

pré-condicionador.



SUMMARY

HMGBI is the non-histone protein most abundant in the cell nucleus. This protein was
initially described as a DNA-binding agent that promotes transcription regulation by
bending the double-helix, thus allowing the action of nuclear factors. In 1999, serum
HMGBI1 was detected in sepsis patients with time delay. HMGB1 concentrations and
survival were inversely proportional. Then, the search for HMGBI actions has
generated inverse results. HMGBI1 is secreted by macrophages, dendritic cells,
endothelial cells and tumors cells; however, during the process of necrosis, HMGBI1 is
released to extracellular environment. Two receptor families were described: RAGE and
TLRs. The HMGBI1 transduction signals involve MAPK kinases that converge to NF-
kB translocation. HMGBI1 actions were related with pro-inflammatory process, but
recent research showed HMGBI beneficial effects. Protein concentrations could cause
different tissue-specific responses. Our purpose was to analyze macrophages responses
to low doses of HMGBI. Rat peritoneal macrophage cultures were treated with two
HMGBI concentrations. Supernatant nitrites, superoxide dismutase activity and catalase
activity were determined. Plus, transcriptional factor translocation was evaluated. Both
HMGBI concentrations activated NF-kB, but only the low HMGBI concentration
induced an increase in the catalase enzymatic activity. Both HMGB1 concentrations did
not alter the superoxide dismutase activity and also they did not change nitrite amount.
Our results showed biological HMGBI1 effect. More studies will help elucidate the
HMGBI role primed-like agent.



Lista de abreviaturas

AP-1 (activator protein 1): fator de transcricdo proteina ativadora 1

CAT: catalase

COj5" : anion radical carbonato

DNA (deoxyribonucleic acid): acido deoxirribonucleico

Ec-SOD: SOD extracelular

EMSA (Electrophoretic mobility shift assay): ensaio de mobilidade eletroforética
FADH; (flavin adenine dinucleotide): flavina adenina dinucleotideo

GM-CSF (granulocyte macrophage — colony stimulatory factor): fator estimulador de
coldnia de macrofagos-granuldcitos

GPx (gluthathione peroxidase): glutationa peroxidase

GSSG: glutationa oxidada

GSH: glutationa reduzida

HMGBI1 (high mobility group box I protein): proteina de alta mobilidade box 1
H,0,: perdxido de hidrogénio

LPS (lipopolysaccharide): lipopolissacarideo

MAPK (mitogen-activated protein kinases): quinases de proteinas ativadas por
mitdgenos

MyD88 (myeloid differentiaion factor): fator de diferenciagdo mieldide

IL-1 B (interleukin-1f): interleucina 1P

IL-3 (interleukin-3): interleucina 3

IL-6 (interleukin-6): interleucina 6



iINOS (inducible nitric oxide synthase): 6xido nitrico sintase induzivel

M-CSF (macrophage-colony stimulatory factor): fator estimulador de colonia de
macréfagos

NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate): nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido

NF-«B (nuclear factor kappa b): fator nuclear kB

NO': 6xido nitrico

O, : radical superoxido

'0,: oxigénio singleto

OH’: radical hidroxil

ONOO : peroxinitrito

RAGE (receptor advanced glycation end-products): receptor de produtos avangados de
glicagdo

Rho-GTPases (Rho family of guanine nucleotide (GTP)-binding proteins): familia de
proteinas ligantes de guanina trifosfato

RO": radical livre alcoxil

ROOQO": radical livre peroxil

ROS (reactive oxygen species): espécies reativas de oxigénio

RNA (ribonucleic acid): 4cido ribonucléico

S": radical livre de enxofre

SOD (superoxide dismutase): superoxido dismutase

TLR (toll-like receptors): receptores tipo Toll

TNF (tumour necrosis factor): fator de necrose tumoral



O paradoxo da vida aerobia

A elevagdo dos niveis de oxigénio na atmosfera terrestre proporcionou a
aceleragdo do processo evolutivo da vida na Terra. Estudos sugerem que a
aproximadamente 2.500 milhdes de anos atras, cianobactérias, popularmente conhecidas
como algas azuis, adquiriram a capacidade de quebrar agua liberando oxigénio
[Halliwell e Gutteridge, 1999]. O surgimento de O, na atmosfera teve como
conseqiiéncia a formagdo da camada de ozonio (O;) que juntamente com o oxigénio
permitiram uma melhor filtragdo de grande parte da radiacao ultravioleta solar. Assim a
colonizacdo do ambiente terrestre pelos organismos marinhos foi possibilitada.
Organismos que podiam tolerar oxigénio, provavelmente pelo surgimento de sistemas
protetores contra os efeitos toxicos do O,, se adaptaram para utilizar oxigénio em
reacdes bioldgicas. Com a evolucdo dos sistemas energéticos e sistemas de transportes
ocorreu o desenvolvimento de seres multicelulares, ¢ com o passar do tempo a
diversidade bioldgica aumentou [Halliwell e Gutteridge, 1999].

Apesar da diversidade biologica gerada pelo aumento nos niveis de oxigénio
atmosférico, os niveis de 21% de O, causam danos aos organismos [Halliwell e
Gutteridge, 1999]. Uma das primeiras hipoteses para explicar a toxicidade do oxigénio
nasceu com a descoberta de sua fungdo como inibidor de enzimas celulares. Em 1954,
Rebecca Gershman e Daniel L. Gilbert propuseram que os efeitos toxicos do O;
poderiam ser devidos a formacao de radicais livres de oxigénio. A partir deste estudo a
pesquisa sobre radicais livres e sua interagdo com moléculas bioldgicas tem crescido

aceleradamente gerando grande interesse mundial.



Durante a respiragao celular o oxigénio é reduzido a agua na tultima etapa da
cadeia transportadora de elétrons [Nelson e Cox, 2000]. Entretanto, por ter como
caracteristica um par de elétrons desemparelhados na sua ultima camada eletronica, o
O, sofre reducao de um elétron por vez, consecutivamente, estando reduzido totalmente
apos receber quatro elétrons e quatro ions H', formando duas moléculas de dgua. Esta
seqiiéncia de reagdes ¢ conduzida pela cadeia transportadora de elétrons sendo a etapa
final catalisada pela enzima citocromo oxidase, mas acredita-se que de 1 a 3% do
oxigénio utilizado na respiragdo celular sofre reducdo incompleta gerando O, , o
radical livre superdxido [Halliwell e Gutteridge, 1999].

Radical livre ¢ um termo frequentemente definido como qualquer espécie —
atomo ou molécula — que contém um ou mais elétrons desemparelhados e que ¢ capaz
de existir independentemente. Radicais livres sdo formados quando atomos ganham ou
perdem um elétron [Matsuo e Kaneko, 2000]. Graficamente, radicais livres sdo
representados com um ponto na por¢do superior apos a formula (equagdo 1).

equacao 1

A — le + A"

Também podem ser formados através da quebra de uma ligagdo covalente, onde
cada 4tomo permanece com um elétron do par compartilhado na ligagdo, esse processo €
denominado fiss@o homolitica (equagao 2).

equagao 2

A:B —- A+ B

Os principais intermedidrios da redugdo do oxigénio sdo relacionados na tabela

abaixo.



Superoxido

Perdxido de

hidrogénio

Hidroxil

Oxigénio singleto

0,

H202

OH’

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

« radical livre formado pela cadeia transportadora de elétrons
* produto da reacdo catalisada por xantina oxidase

* produto da reagdo catalisada por NADPH oxidase, presente
em macrofagos, células endoteliais entre outras

* produto de reagdes de autoxidacdo, como exemplos

FADH,, adrenalina e dopamina

* espécie reativa de O,

* produto da dismutagdo do radical superoxido

* radical livre mais reativo

* possui meia-vida curta

* reage com qualquer biomolécula em sua vizinhanca
* produto da reacdo de Fenton

* reagente e produto da reacdo de Haber-Weiss

* produto de radiagdo ionizante

* espécie reativa de O,

» formado pelo aumento de energia excitatoria no oxigénio
molecular

 produto de reagdes dependentes de luz, por exemplo nos

bastonetes da retina

O perdxido de hidrogénio ndo possui elétrons desemparelhados, logo ndo ¢

caracterizado como radical livre, mas ¢ classificado como espécie reativa de

oxigénio[Halliwell e Gutteridge, 1999]. Por ser um composto relativamente estavel, ndo



possui alto grau de reatividade. Por possuir meia-vida longa, pode percorrer grandes
distdncias nos sistemas bioldgicos. Soma-se também a capacidade de atravessar
membranas bioldgicas. Mesmo ndo tendo grande reatividade, quando convertido ao
radical hidroxil torna-se um potente gerador de danos. H,O, pode reagir com ions de
ferro II ou possivelmente ions de cobre I resultando em radical hidroxil (equagdo 3),
este processo ¢ conhecido como reagdo de Fenton [Matsuo e Kaneko, 2000]. Hidroxil
OH’ também pode ser produto da reagdo de Haber-Weiss [Matsuo e Kaneko, 2000]
quando o radical superoxido reage com peroxido de hidrogénio tendo ions metalicos

como catalisadores (equagao 4).

equagdo 3

Fe? + H,0, — Fe? + OH + OH

equagao 4

0, + H,0, - O, + OH + OH

As espécies reativas de oxigénio sdo capazes de reagir com diversos tipo de
moléculas organicas ,entre elas, lipidios, proteinas e acidos nucléicos, extraindo elétrons
e originando novos radicais livres em cascata [Halliwell e Gutteridge, 1999]. A reagao
com lipidios causa a peroxidagdo dos mesmos, tendo como conseqiiéncia a alteracao de
suas estruturas moleculares acarretando em modificacOes na estrutura de bicamadas e
inativando lipidios sinalizadores. Em proteinas a acdo de espécies reativas de oxigénio
gera oxidacao de aminodcidos, resultando muitas vezes em perda de fun¢do. O ataque
pode ser direto ou por acao de perdxidos de lipidios. O dano a acidos nucléicos pode

gerar mutagoes e evidéncias sugerem a participacdo de espécies reativas de oxigénio no



10

desenvolvimento de canceres. Danos podem ocorrer tanto nas bases puricas e
pirimidicas como na cadeia de desoxirribose ou ribose [Matsuo ¢ Kaneko, 2000].

Como adaptacdo aos possiveis danos das espécies reativas de oxigénio, os
organismos desenvolveram mecanismos para combater estes agentes oxidantes,
conhecidos como defesas antioxidantes.

Antioxidantes englobam diversos compostos:

- enzimas que removem radicais livres e espécies reativas.

- compostos com baixo peso molecular, oriundos do organismo ou
obtidos da dieta, que possuem a propriedade de seqliestrar oxidantes.

- proteinas que diminuem a disponibilidade de agentes pré-oxidantes.

Entre os principais agentes antioxidantes ndo enzimaticos estdo: o tripeptidio
glutationa, o tocoferol, acido ascorbico, acido urico, bilirrubina, transferrinas,
metalotioneina [Halliwell e Gutteridge, 1999]. Recentemente o termo redox-ativo esta
sendo incorporado para designar os antioxidantes ndo-enzimaticos, pois pesquisas
mostram que o efeito antioxidante dos mesmos depende das condi¢des do meio e de
suas concentracdes moleculares [Augusto, 2006].

Trés enzimas antioxidantes tém papel fundamental no combate as espécies
reativas de oxigénio: superoxido dismutase (SOD superoxide dismutase), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx gluthathione peroxidase).

A enzima SOD converte o radical superoxido em peroxido de hidrogénio e O,
(equagdo 5). Varios tipos de SOD ja foram descritos em sistemas biologicos, sendo
caracterizadas pelo metal presente no sitio ativo [Halliwell e Gutteridge, 1999]:

Cu, Zn-SOD: SOD presente no citoplasma
Mn-SOD: presente na mitocondria

Ec-SOD: Cu, Zn-SOD presente no fluido extracelular
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Fe-SOD: presente em bactérias (citoplasma) e em plantas (cloroplastos)

Glutationa peroxidase, ¢ uma enzima dependente de selénio e da disponibilidade
de glutationa reduzida. Esta enzima remove peréxidos organicos (ROOH) ou perdxido
de hidrogénio usando esse peroxido para oxidar glutationa reduzida [Halliwell e
Gutteridge, 1999] (equagao 6).

A enzima catalase possui um grupo prostético heme e decompde o peréxido de

hidrogénio a dgua e O; (equacdo 7 ) [Halliwell e Gutteridge, 1999].

equacao 5
0,y + 07 - HO, + O
equagao 6
ROOH +2GSH — GSSG + H,O0 + ROH
equacao 7

H,O, + H,0, — 2H,O + O,

Vale lembrar que existem também espécies reativas de nitrogénio, como o radical livre
Oxido nitrico (NO), e a espécie reativa peroxinitrito (ONOO ). NO" é um gés e
desempenha importantes fun¢des como sinalizador em plantas — como hormdnio — € em
animais — como neurotransmissor. Peroxinitrito pode causar oxidagdo e nitracao de
biomoléculas, como o produto nitrotirosina. Também existem radicais livres de enxofre
(S"), radicais livres lipidicos, como os radicais alcoxil (RO") e peroxil (ROO"). Espécies
reativas de carbono estdo sendo citadas com freqiiéncia na literatura, um exemplo € o
radical anion radical carbonato (CO;™ ), sendo suas existéncias e fungdes biologicas
ainda discutidas [Augusto, 2006].

Normalmente encontra-se nos organismos uma relagdo estavel entre oxidantes e

antioxidantes, quando falham os mecanismos de defesa sdo ativados mecanismos de
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reparos e a relacdo tende a ser mantida. Entretanto, se hd um desequilibrio favorecido
por aumento acentuado de espécies reativas, uma situacdo de estresse oxidativo esta
caracterizada. Segundo Sies [Halliwell e Gutteridge, 1999], criador do termo, o estresse
oxidativo ¢ um disturbio no balango entre pré oxidantes e antioxidantes, favorecendo o
gerador de espécies reativas resultando em um dano potencial. Quando ocorre estresse
oxidativo ou por diminui¢cdo de antioxidantes ou por aumento de espécies reativas os
organismos podem sofrem dano oxidativo e as alternativas sdo: adaptacdo ao estresse,
reparo ao dano ou morte [Halliwell e Gutteridge, 1999].

Nos tultimos anos, o papel de vildo do estresse oxidativo vem diminuindo. A
idéia de que as espécies reativas de oxigénio sdo moléculas toxicas vem sendo
modificada, sugere-se que tais oxidantes desempenham também diversas fungdes
fisiologicas fundamentais: (i) a molécula de H,O, atuando como segundo mensageiro
em resposta a estimulos extracelulares, fazendo parte de uma via que pode regular a
expressdo génica|[Bowie e O'Neil, 2000; Chang e Alvarez-Gonzalez, 2001; Augusto,
2006]; (ii) duplas redox como GSSG/2GSH, por serem sensiveis ao ambiente redox,
funcionam como indicadores citoplasmaticos direcionando o estagio celular para
proliferacdo, diferencia¢do, apoptose ou necrose [Schafer e Buettner,2001]; (iii) a
explosdo respiratdria - oxidative burst - que € caracterizada por um aumento no
consumo de oxigénio para a formagao de espécies reativas por células fagociticas do
sistema imune, neutrofilos e macrofagos, tal processo potencializa o poder citotoxico

dessas cé¢lulas [Abbas e Lichtman, 2003].
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Macrdéfago e inflamagao

Macroéfagos sdo células fagociticas do sistema imune inato, sendo importantes
tanto na imunidade inata como na adquirida. Células similares a macréfagos ja foram
identificadas em invertebrados e plantas. Suas fungdes no sistema imune inato incluem
fagocitar micrdbios, restos celulares e particulas estranhas, secretar citocinas que
recrutardo outras células inflamatorias. Durante a fase efetora da resposta imune
adquirida o macrofago ¢ ativado por linfocitos T a destruir micrébios fagocitados e pode
reconhecer corpos opsonizados por anticorpos e fagocita-los [Abbas e Lichtman, 2003].

O macrofago ¢ originado na medula 6ssea a partir de células progenitoras
mieldides. Quando o macréfago ainda estd em fases iniciais de desenvolvimento e
presente na corrente sangiiinea ele ¢ denominado mondcito, possuindo propriedade
proliferativa e capacidade de penetrar todos os tecidos. A diferenciagdio e o
desenvolvimento de mondcitos em macrofagos dependem de diversos fatores entre eles
estdo as interagdes com o estroma de Orgdos hematopoiéticos, e sinalizagdo por
citocinas como: fator estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF macrophage-
colony stimulatory factor), fator estimulador de colonia de macréfagos-granulocitos
(GM-CSF granulocyte macrophage — colony stimulatory factor), interleucina 3 (IL-3
interleukin-3) e proteinas da familia do fator de necrose tumoral (TNF tumour necrosis
factor) [Theze, 1999]. Moléculas de adesdao, como selectinas e integrinas, controlam a
migracdo dos monocitos do sangue para os tecidos. Uma vez que o monocito recebe
sinais para diferenciar-se passa a ser chamado de macrofago e perde seu potencial
proliferativo [Gordon, 2003].

Trés classes sdo diferenciaveis: macrofagos endoteliais, macrofagos residentes e

macrofagos recrutados. Macrofagos endoteliais permanecem na corrente sangiiinea
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aderidos as células endoteliais. Os macrofagos residentes diferenciam-se como resultado
da adaptagdo ao micro ambiente local, varios tipos celulares ja sdo conhecidos: células
de Kupfer (macréfagos do figado), macréfagos alveolares (presentes nos pulmdes),
microglia, macréfagos (presentes no Sistema Nervoso Central), células de Langerhans
(macréfagos da pele) e osteoclastos (macrofagos multinucleados nos ossos). Fatores
responsaveis pelo fenotipo especifico dos macréfagos para cada tecido incluem a matriz
extracelular e moléculas secretadas e de superficie das células vizinhas. Macrofagos
recrutados migram do sangue para os tecidos principalmente devido aos sinais de
macrofagos residentes, sofrendo ativacdo no local da inflamagdo. Normalmente o
macrofago morre in situ por apoptose, mas pode ser induzido a migrar para os
linfonodos ou ainda retornar a corrente sangiiinea e se diferenciar em célula dendritica
[Gordon 2003] — célula apresentadora de antigeno. Pequenas alteracdes no ambiente do
macrofago residente permitem-lhe reconhecer estagios iniciais de inflamacdo, tais
estimulos causam sua ativacdo, e mesmo sem poder de proliferacdo, esses fagocitos de
vida longa possuem sintese protéica e RNAs mensageiros ativos [Gordon 2003].

Um processo inflamatorio tem como principais mediadores as citocinas, que sao
polipeptideos ou glicoproteinas de baixo peso molecular — mondmeros < 8-30 kDa —
que promovem diferenciagdo e proliferacdo de células hematopoieticas e, determinam e
regulam os tipos de resposta imune. Suas principais caracteristicas sdo: pleiotropia,
redundancia e expressdo transiente. Cada citocina promove diversos efeitos em
diferentes tipos celulares, podendo, tais efeitos, serem modulados por outras citocinas
inibitoriamente ou sinergisticamente. A complexacdo citocina/receptor multimérico
interage com diversas quinases ¢ acabam regulando a expressao génica. Essas moléculas

sdo as efetoras na ativagdo dos macréfagos [Dy et al. 1999].
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Na etapa inicial da inflamagao, macrofagos residentes secretam as citocinas pro-
inflamatorias: interleucina-1p (IL-1 B interleukin-15) e fator de necrose tumoral-a
(TNF- o) acompanhadas de quimiocinas — sinalizadores de quimiotaxia. TNF-a e IL-1
atuam sobre as células endoteliais dos vasos mais proximos e induzem a expressao de
moléculas de adesdo, assim mondcitos sdo ativados e migram através do gradiente de
quimiocinas para o sitio inflamatorio. Outras citocinas, como a interleucina 6 (IL-6
interleukin-6) sinalizam para o aumento de consumo de oxigénio ¢ a conversdo de
oxigénio molecular em espécies reativas. A principal enzima envolvida ¢ a NADPH
oxidase que utiliza NADPH como cofator, produzindo O," . Também h4 a participagio
da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS inducible nitric oxide synthase), que
catalisa a conversdo de arginina a citrulina liberando 6xido nitrico. As espécies reativas
de oxigénio e o Oxido nitrico acabam tendo fung¢des redundantes, mas estudos
demonstraram que camundongos knockout para ambas as enzimas iNOS e NADPH
oxidase foram mais suscetiveis a infec¢des quando comparados a animais knockouts
para apenas uma das enzimas [Halliwell e Gutteridge, 1999]. Os mecanismos efetores
do oxidative burst nos macréfagos encontram-se em vesiculas intracelulares para
proteger os proprios fagocitos de danos [Abbas e Lichtman, 2003]. Apds o pico pro-
inflamatorio, citocinas antiinflamatorias sinalizam a manutencdo dos macrofagos
viaveis e remodelamento tecidual do local afetado.

A inflamag¢do ¢ um processo complexo que necessita ser finamente controlado
para haver a eliminac¢do do estimulo agressor e ainda favorecer o restabelecimento da
homeostase sem grandes danos. Por isso a rede de citocinas deve estar regulada para

ndo comprometer o organismo [Dy et al. 1999].
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HMGB1

HMGBI1 (high mobility group box 1 protein) pertence a familia das proteinas
nucleares HMG (high mobility group). As HMGs foram descobertas em 1973 por
Goodwin e assim chamadas devido a sua rapida migracdo em géis de poliacrilamida,
caracterizando assim uma marcante mobilidade eletroforética. Muito abundante nas
células, cerca de 1 milhdo de copias/célula, é altamente conservada entre os mamiferos:
entre ratos e camundongos ha 100% de similaridade, entre humanos e roedores ha 98%
[Yang et al. 2005]. Proteinas tipo HMGBI1 também sdo encontradas em leveduras,
bactérias e plantas [Yang et al. 2005].

HMGBI foi inicialmente caracterizada como uma proteina nuclear ndo-histona,
com peso molecular de 25kDa, seus 215 residuos de aminoacidos estdo organizados em
tré€s porgdes distintas: dois dominios homoélogos de ligagdo ao DNA e a porgdo C-
terminal carregada negativamente [Weir et al. 1993]. HMGBI se liga a fenda menor do
DNA fita dupla sem especificidade de seqiiéncia. Diversas proteinas reguladoras que se
ligam ao DNA utilizam os dobramentos na estrutura do DNA gerado pela ligagdo com
HMGBI para a formacdo de complexos DNA-proteinas [Bustin, 1999]. Além disso,
HMGBI1 tem como fun¢des nucleares estabilizar a formag¢do do nucleossomo,
facilitar/regular a transcri¢do génica e modular a atividade de receptores esteroidais
[Yang et al. 2005]. Quando nao esta ligada ao DNA, a HMGBI possui interagdes entre
seus trés dominios impedindo qualquer ligacdo com outros fatores além do DNA
[Dumitriu et al. 2005]. Tem como localizag@o o nucleo, com excegdes: figado e cérebro,
onde a HMGBI foi encontrada em grande quantidade no citoplasma [Yang et al. 2005].

Em 1991 Rauvala e colaboradores encontraram uma proteina ancorada a

membrana plasmdtica de neuritos em crescimento e chamaram de anfoterina, termo
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relacionado as suas extremidades carregadas antagonicamente. A anfoterina foi
relacionada com desenvolvimento neuronal e provavelmente suas acdes seriam através
do receptor de produtos avancados de glicacdo (RAGE receptor advanced glycation
end-products) [Taguchi et al. 2000]. Apods mais analises, descobriu-se tratar da
HMGBI.

Em 1999, a atengdo a HMGBI1 foi alavancada quando Tracey e colaboradores
[Wang et al. 1999] detectaram essa proteina nuclear em soro de pacientes com sepse
onde o aumento nos niveis de HMGBI1 foi relacionado com a diminui¢do da
sobrevivéncia. Este foi o trabalho inicial que disparou a pesquisa para conectar HMGBI1
e resposta inflamatoria.

HMGBI ¢ considerada uma citocina de atividade tardia quando comparada com
o tempo e liberagdo de citocinas cldssicas como IL-1p e TNF-o [Wang et al. 1999]. Ela
pode ser encontrada no espago extracelular a partir de dois processos. Pode ser
ativamente secretada por células que participam do processo inflamatorio, como
macrofagos [Andersson et al. 2000], células dendriticas [Dumitriu et al. 2005] e até
células endoteliais [Fiuza et al. 2003, Mullins et al. 2004] e tumorais [Kuniyasu et al.
2005]. Opostamente pode ser liberada por necrose celular, onde hd perda de todo
conteudo celular para o meio [Scaffidi, Misteli e Bianchi, 2002]. Para que a HMGBI
seja secretada ela precisa sair do ntcleo, para tanto deve sofrer acetilagdes nos residuos
de lisina, no entanto a proteina pode permanecer no citoplasma. A hiperacetilagdo
impede o transporte de volta o nucleo [ Bonaldi et al. 2003]. A secre¢do de HMGB1 nao
ocorre através da via classica: reticulo endoplasmatico — Aparelho de Golgi [Gardella et
al. 2002].

Quando no espaco extracelular, seu sinal ¢ transduzido a partir de sua ligagao

com receptores plasmaticos. Até hoje trés tipos ja foram encontrados e, em alguns



18

modelos experimentais, cascatas de sinalizacdo ja foram descritas. O primeiro descrito
foi o RAGE, que foi primeiro relacionado como receptor para anfoterina (HMGB1 em
neuritos). Sabe-se que a agdo de HMGBI1 via RAGE ativa o fator nuclear kB (NF-kB
nuclear factor kappa b) através das quinases de proteinas ativadas por mitdégenos
(MAPK mitogen-activated protein kinases) tendo como resultados producdo de
citocinas e a sobrevivéncia celular [Yang et al. 2005]. Também pode ocorrer a ligagao
de HMGBI com receptores tipo Toll 2 e 4 (TLR2, TLR4 toll-like receptors). Esta
cascata também culmina com ativagdo de NF-kB, mas por uma rota dependente de
MyD8S, resultando em transcricdo de genes pro-inflamatorios [Yu et al. 2006],
respostas similares ao efeito de lipopolissacarideo (LPS lipopolysaccharide). Entretanto
muitos resultados encontrados ndo podem ser relacionados a nenhum desses trés
receptores, sugerindo que ha outros receptores para HMGB1 ou que hé sinergismos na
sinalizacdo [Lotzel e Tracey, 2005].

Alguns resultados com diferentes tipos celulares tornam ainda mais dificil o
entendimento das acdes da HMGBI1. Uma extensa revisdo bibliografica [Lotzel e
Tracey, 2005] encontrou diversos resultados: células endoteliais sofrem ativacdo via
HMGBI, aumentando a expressdao de moléculas de adesdo como as selectinas; elevacdo
no recrutamento de leucdcitos indica um papel pro-inflamatério da HMGBI1, porém
também foram descritos a capacidade de HMGBI1 induzir a angiogénese; em modelos
animais de artrite reumatoide ela eleva o recrutamento de leucocitos para as
articulagdes; em um modelo animal de queimaduras foi observado uma maior
concentragdo de hmgbl RNA mensageiro nos pulmdes e figado, HMGBI esta
envolvida na perda das barreiras formadas por células endoteliais e por enterdcitos; foi
observado também que ela participa de processos inflamatorios no pulmao, no figado e

no intestino; mas em modelo de dano tecidual, HMGBI1 recruta células-tronco
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hematopoieticas e células-tronco mesenquimais para os locais afetados; no Sistema
Nervoso Central, HMGB1 ¢ essencial para o crescimento de neuritos corticais e
cerebelares, mas também ja foi relacionada a progressdo de doenca de Alzheimer; a
participagdo na inflamacao sist€émica aguda esta relacionada apenas com sepse severa,
nao com choque séptico; ¢ a expressdo de HMGBI1 esta aumentada em diversos tipos de
canceres.

Especula-se que niveis séricos baixos de HMGBI1 poderiam mediar efeitos
benéficos ao organismo [Lotzel e Tracey, 2005; Limana et al. 2005]. A HMGBI1 possui
atividade tecido-especifica como outras citocinas ¢ a elucidagdo dos processos pelos
quais esta proteina controla as respostas inflamatdrias podera trazer novas perspectivas

para o tratamento de doengas.
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Objetivos

Visando aprimorar o entendimento da atuagdo da HMGBI1 nos processos

inflamatorios, esta dissertacao teve como objetivos:

eavaliar a possivel ativagdo de macréfagos peritoneais de ratos pela citocina
HMGBI1 em duas concentragdes diferentes S0ng/mL e 1ug/mL de HMGBI, estipuladas

a partir de niveis plasmaticos detectados durante processo inflamatorio agudo

eanalisar a modulacdo da atividade de duas enzimas antioxidantes - SOD e CAT

- em macrofagos peritoneais de ratos tratados com 50ng/mL e 1pg/mL de HMGBI

detectar a translocagdo de fatores de transcri¢do para o nucleo de macrofagos

peritoneais de ratos apos tratamento com as duas doses de HMGBI1 ja determinadas
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Abstract

HMGBI has been increasingly shown to mediate cell-signaling events in inflammation,
since pro-inflammatory or beneficial signals depend on concentration and cell type.
Activation of macrophages leads to the secretion of cytokines and enzymes that control
the inflammatory response and increase metabolic processes. This, in turn, results in
increased production of reactive oxygen species. HMGBI1 could activate the nuclear
factor kappa B (NF-kappa B), which regulates ROS, inflammatory cytokines and
antioxidant levels. Therefore, we studied the HMGBI1 low dose effects on antioxidant
enzymes and redox-sensitive transcriptional factors. HMGBI1 low concentration
increased catalase activity, but the two HMGBI1 doses activated NF-kappa B at the
same rate. Our present results provide evidence that HMGBI1 could play a role in a
cellular redox environment. Otherwise, more experiments are necessary to demonstrate

HMGBI's ability to prime macrophages against subsequent insult.
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Introduction

In the last six years, immunology researchers have been surprised with the new
roles of nuclear protein HMGBI. In the early 1970s, a group of proteins was found to
be nuclear DNA-binding protein; they were called High Mobility Group proteins
because of their electrophoretic fast migration characteristic [1]. Highly conserved
among species, ubiquitous and often abundant in mammalian tissues, HMGBI
(formerly amphoterin) is composed of 216 amino acid residues organized into two
DNA-binding domains followed by an acid tail [2]. Previously, HMGBI1 has been
widely studied as a non-histone DNA-binding nuclear protein with indirect functions in
the regulation of genetic expression. The non-specific binding with the minor groove of
DNA allows HMGB1-DNA bend that facilitates transcription, replication and repair [2].
In 1999, the Tracey group reported the inflammatory cytokine property of HMGB1 [3].

Timely findings in the inflammation field match up HMGBI as a putative cell
signaling involved in several inflammatory diseases, from sepsis and hemorrhage to
rheumatoid arthritis and cancers [4]. HMGBI is actively released by many cell types in
a non-classical transport, like interleukin-1, in an endoplasmatic reticulum and Golgi
apparatus-independent way, although HMGBI has to be acetylated to leave the nucleus
[4]. Until now, the accurate signal mechanisms are unclear and signaling pathways
downstream extracellular HMGBI1 have been proposed to be tissue-specific resulting in
different responses. However, three different receptors have been involved in HMGBI
cell signaling RAGE (receptor for advanced glycation end-products) and Toll-like
receptors 2 and 4. Despite such receptors being involved in MAP kinase pathway and
NF-«kB (nuclear factor-kB) activation, the routes by which they reach the nucleus are

quite different [4].
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The NF-kB family is among the most pleiotropic transcriptional factors and its
nuclear translocation is activated by several molecules including tumor necrosis factor-w
(TNF-z), interleukin-1 (IL-1), lipopolysaccharide (LPS) and H,O; [5]. Activated NF-«xB
orchestrates varied responses involving apoptosis, cell differentiation, proliferation,
tumorogenesis [6]. AP-1 (activator protein 1) transcription factors are involved in cell
survival, proliferation or differentiation and transformation like NF-xB. However the
main focus in AP-1 function is tumorogenesis [7]. Both nuclear factors have been
considered redox-sensitive proteins responding to reactive oxygen species (ROS) [8].

Phagocytes are especially related to ROS, and mainly with the respiratory burst
and the possible oxidative damage due to their accelerated O, metabolism. Macrophages
can be primed by prior exposure to factors. Priming agents are able to prepare cells to
react more vigorously in the future [9]

Notably, some emerging data have demonstrated that HMGB1 has advantageous
effects; this opposite action was observed in response to low HMGBI1 levels [4, 10].
Thus, the purpose of this study was to analyze macrophages responses to low dose of
HMGBI.

Methods

Isolation and culture of peritoneal macrophages: Male Wistar rats (2-4 months)
treated according institutional guidelines, were sacrificed by decapitation. The
peritoneal cavity was washed with 15 ml warm sterile Hanks' balanced salt solution, pH
7.4. After a gentle massage of the abdominal wall, the peritoneal fluid was collected and
centrifuged at 200 x g for 10 minutes. Peritoneal cells were resuspended with sterile ice-
cold red blood cell lysis buffer. After centrifugation, the resident macrophages pellet
was resuspended and incubated with RPMI 1640 media, containing 2% fetal bovine

serum, for three hours at 37°C in 5% CO,. Then, cultured cells were washed in order to
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remove non-adherent and non-viable cells enriching peritoneal macrophage culture. The
cells were incubated with serum-free RPMI 1640 media and specific treatments for one
hour or 24 hours, as indicated in the text and legends.

Griess assay: Nitrite, a stable end product of NO™ metabolism, was determined in
the supernatant of peritoneal macrophages after 24 hours incubation. Culture media
were mixed 1:1 (v/v) with Griess Reagent. After 15 minutes of incubation at room
temperature, the nitrite amount was determined at 540 nm [11].

To detect antioxidant enzymes activities macrophages were harvested and
washed three times with PBS. SOD activity was determined by measuring the kinetics
of the inhibition of adrenaline auto-oxidation at 480 nm [12] and CAT activity was
assayed by measuring the rate of decrease in H,O, absorbance at 240 nm [12].

EMSA for NF-kB and AP-1 activation: Nuclear extracts were prepared as
described previously [5]. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was performed
by using biotin-labeled oligonucleotides to measure NF-kB or AP-1 content according
to the kit manufacturer's protocol (Pierce).

Results were normalized to protein concentration [12]. Results are presented as
means = S.E.M. Differences among groups in procedures evaluating oxidative
parameters were determined by one-way ANOVA, using Duncan post hoc test to
compare means values between control group and test group. In all experiments p
values lower than 0.05 were considered to indicate statistical significance.

Results

Rat peritoneal macrophages were stimulated with 50ng/mL or 1pg/mL. HMGB1
for 24 hours at 37°C in 5% CO; humidified atmosphere. Doses of HMGBI1 were
stipulated according to literature [3, 13] that measured serum levels in a murine model

of sepsis. As a positive control, LPS-treated cells (1pg/mL) were cultured in the same
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conditions mentioned above. LPS-exposed macrophages showed an elevation in
supernatant nitrite levels. Nitrite concentrations (figure 1) did not differ when compared
to with HMGB 1 -treated cells.

The superoxide dismutase activity (figure 2A) appeared increased only in LPS
treatment. The macrophages treated with HMGB1 did not show difference in SOD
activity. The peroxidase activity of catalase (figure 2B) increased with 50ng/mL
HMGBI1 treatment although the HMGBI1 highest concentration did not induce any
change. Lipopolysaccharide also induced an increase in this H,O, detoxification
enzyme activity.

Detections of AP-1 DNA-binding activity (figure 3A) did not show difference in
HMGBI treatments. In contrast, electrophoretic mobility shift assay using NF-«kB
consensus oligonucleotides (figure 3B) showed an increment in NF-xB DNA-binding in
HMGBI-treated cells. Surprisingly, both concentrations of HMGB1 had similar effects.
It is valuable to note that LPS-treated macrophages presented an increase in AP-1 and
NF-«B after one hour treatment.

Discussion

In the present study we showed evidences of the action of nuclear protein
HMGBI in immune/inflammation system. The recent involvement of HMGB1 with
tumorogenesis and chronic or acute inflammatory diseases promotes the establishment
of this protein as an inflammatory cytokine. Its potent action includes — when actively
secreted by macrophages, dendritic cells, natural killer cells or endothelial cells in
response to immune stimulus, or released by necrotic cells — promotion of cytokines and
adherent molecules expression as well as chemokines and cytokines secretion [4, 14].

Notwithstanding above mentioned property of HMGBI1 eliciting

proinflammatory processes, a new hypothesis suggests fruitful effects of this cytokine
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[4, 10]. However the potential for HMGBI to positively regulate the anti-inflammatory
systems has not been explored in details. Our purpose was to test the hypothesis that
macrophages could be affected by low HMGBI1 concentration and consequently suffer
alterations on reactive oxygen species-sensitive agents like antioxidants enzymes and
nuclear factors.

The nitrite concentration in the cultured media indirectly showed NO
production, one hallmark of macrophage activation. Our observations showed that the
low levels did not active the cells like the positive control LPS. Unusually, we did not
find the expected elevation in nitrite levels by the highest HMGBI1 concentration.
Previous works [14, 15], which detected TNF secretion, supernatant nitrite and other
proinflammatory marks, used an initial dose 5-fold higher than our highest HMGB1
concentration. Perhaps a higher dose will show NO' products.

The antioxidant enzymes balance exerts a fine control over the production of
reactive oxygen species, and once a disturbance in this balance sets in, oxidative stress
could occur [9]. Concerning macrophage oxidative burst potential, the regulation in the
antioxidant system is crucial to an effective response [9]. Thus, our findings - low-level
HMGBI1 concentration elevated catalase activity - suggest that macrophages could be
primed for oxidative stress. Despite this, the present results cannot affirm that the
regulation of macrophage catalase may contribute to a beneficial response of HMGBI1's
signal virtue.

NF-kB activates genes related with immune responses such as inducible nitric-
oxide synthase, IL-1B, IL-6, and NF-kB activation is accompanied by generation of
reactive oxygen species [5]. The LPS-activated NF-kB, AP-1 signals, like elevation in
nitrite content and antioxidants enzymes, confirmed macrophage activation. Despite

oxidant-antioxidant homeostasis being implicated in NF-xB and AP-1 function, the
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regulation and the upstream cascade are quite different. In this work we found NF-kB
nuclear translocation but not the AP-1 factor as a consequence of HMGBI treatments.
Some data have demonstrated that cells overexpressing catalase were unable to activate
NF-«B in response to TNF-w [9]. Taking this result into account, more studies are
needed, like HMGBI pretreatment, in order to establish a link between antioxidant
protection and beneficial action of HMGBI.

The relation between amplification and downregulation of cytokine network
results is inflammatory process. Considering that tight control in the immune response
now involves HMGBI1 cytokine activity, investigation of signal pathways and possible

interventions must be evaluated.
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Figure 1: Nitrite concentration in cultured media of rat peritoneal macrophages treated
for 24 hours with 50ng/mL HMGBI, 1pg/mL HMGBI1 or 1ug/mL LPS at 37°C in 5%
CO,. Data are expressed as percentage of control group. Data are means + S.E.M.,

where n=6. * different from control group, p< 0.05.

Figure 2: SOD (A) and CAT (B) activities of rat peritoneal macrophages treated for
24 h with 50ng/mL HMGBI, 1pg/mL HMGBI1 or lpg/mL LPS at 37°C in 5% CO,.
Data are expressed as percentage of control. Data are means + S.E.M., where n=5 for

catalase assay and n=4 for SOD assay. * different from control group, p< 0.05.

Figure 3: Electrophoretic mobility shift analyses: AP-1 (A) and NF-xB (B) activities in
nuclear extracts from rat peritoneal macrophages exposed for one hour to 50ng/mL or
lpg/mL HMGBI at 37°C in 5% CO,. (C) shows the specificity of binding of the AP-1
oligonucleotide (NF-kB data not shown). Results are representative of three separate
experiments; densitometric measures can be seen below the images. EMSAs were

performed using equivalent amounts of nuclear proteins.
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Discussao

Os resultados apresentados nesta dissertagdo mostram que uma baixa
concentragdo de HMGBI altera parametros oxidativos.

As duas doses de tratamento foram estabelecidas usando como referéncia o
trabalho de Wang e colaboradores, que quantificou niveis séricos de pacientes com
sepse - inflamac¢do sistémica disseminada - sobreviventes e ndo sobreviventes. Assim
estipulamos como dose leve 50ng/mL HMGBI, que correspondia a uma concentragao
intermediaria entre pacientes sobreviventes ou ndo. A maior dose foi determinada apos
revisdo de trabalhos [Andersson et al. 2000, Fiuza et al. 2003, Mullins et al. 2004]
mostrando ativa¢ao em tipo celulares diferentes com 1pg/mL HMGBI.

O tratamento de macréfagos peritoneais com 50ng/mL HMGBI1 gerou um
aumento na atividade da enzima antioxidante catalase apos 24 horas e translocagdo
nuclear de NF-kB com 1 hora de incubagao.

A quantificagdo de nitritos em meios de cultivo cellular ¢ amplamente usada
como forma indireta de mensurar a produgdo de NO’. A molécula de lipopolissacarideo
¢ classicamente usada como controle positivo para ativa¢do inflamatoria em diversos
tipos celulares incluindo macréfagos [Abbas e Lichtman, 2003]. E digno de nota que em
todos os nossos experimentos, o seu papel foi evidenciado com a dose de 1ug/mL LPS.
Todavia também era esperado que a maior dose de HMGBI elevasse os niveis de
nitritos, no entanto isto ndo ocorreu.

Surgem dois pontos questiondveis que podem estar facilitando a geracdo de um

resultado de falso-negativo: (i) sabemos por experiéncia pratica e por comparagdo com
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nimeros absolutos de diversos trabalhos, que o modelo de cultura primaria reflete
diferencas menores entre controle e tratamento quando comparada a linhagens celulares;
(i1) a dose de 1pg/mL HMGBI1 usada em nossos tratamentos ¢ no minimo cinco vezes
inferior quando comparada a intimeros os trabalhos [Kuniyasu et al. 2005, Yu et al.
2006]. Ainda ndo podemos descartar tais hipoteses, e para confirmar nossos resultados,
onde HMGBI1 nao induz ativagdo da iNOS, devemos dosar a atividade enzimatica da
enzima e ainda a quantificar a proteina presente nas células.

A enzima 6xido nitrico sintase induzivel ¢ modulada pelo fator de transcri¢ao
NF-«B [ Sen e Packer, 1996], logo, o aumento de sua expressao génica esta relacionado
com a ativagdo do processo inflamatorio. A HMGBI liga-se ao RAGE, ligacao esta que
possui sete vezes mais afinidade do que a ligagdo do receptor e seus primeiros ligantes
descritos RAGE-AGE [Yang et al. 2005]. Enzimas da familia Rho-GTPases sao
ativadas e acabam ativando rotas de MAPK, estas por fim promovem a translocagdo do
dimero NF-kB para o nucleo celular [Chen e Greene, 2004]. Também a ligacdo
HMGBI1-TLRs desencadeia a ativacdo de transcricdo NF-kB via MAPK e outras
quinases [Yang et al. 2005]. Assim, com a utilizacdo de técnicas mais apuradas
poderemos confirmar ou nao nossos resultados.

Quando os macrofagos foram tratados com LPS ambas as enzimas sofreram ativagdo. A
dose de 50ng/mL HMGBI elevou apenas a atividade enzimatica da CAT. Tal dado
sugere que houve um aumento nos niveis de H,O, e provavelmente de O,” , mas néo
detectamos nenhuma alteragdo na atividade da SOD. Se levarmos em conta que a
enzima SOD possui em sua regido promotora uma regido de reconhecimento para NF-
kB promovendo assim sua transcricdo génica [Visner et al. 1990], devemos realizar
outros testes para confirmar os niveis de SOD e descartar o aumento de O, , que

poderia estar mascarado com o aumento da expressdao de SOD.
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Ja esta descrita a funcdo de sinalizador celular do H,O, [Augusto, 2006], e
através de experimentos induzindo a superexpressdo tanto de SOD como de CAT
consegui-se descobrir uma relagdo direta com NF-kB [Sen e Packer, 1996]: células com
superexpressdo de SOD possuem mais H,O, e, quando estimulado, a agdo de NF-kB ¢
potencializada e células que superexpressam CAT, quando tratadas com TNF-o ndo
apresentam resposta pro-inflamatoria via NF-«xB.

Esse dado tornou-se importante quando somado aos nossos proprios resultados.
Uma nova hipdtese pode ser testada: sera que o aumento de catalase protegeria o
macrofago para um possivel sinal pro-inflamatério no futuro? Entdo, além do
tratamento inicial com HMGBI, um segundo tratamento nas células e posterior
avaliacdo de parametros inflamatorios, oxidativos e fatores nucleares podera elucidar
nossos primeiros achados.

A auséncia de ativacdo do fator nuclear AP-1 sugere que, mesmo ele podendo
ser ativado pela cascata Rho-GTPases-MAPKs [Eferl e Wagner, 2003] e ser também
um fator redox-sensivel como NF-kB [Sen e Packer, 1996], ndo estdo envolvidas as
mesmas quinases que promoveram sinal positivo para NF-kB. Corroborando com
nossos resultados, alguns dados indicam que a regulacdo de AP-1 ¢ diferente de NF-xB
como ¢ o exemplo da acdo da tiorredoxina nos fatores [Sen e Packer, 1996].

A ativacdo de NF-kB nas duas doses ndo diferiu, talvez a baixa dosagem ja seria
suficiente para translocar grande quantidade do fator nuclear. Surge a hipotese de
regulacdo diferente pelas doses da proteina, por exemplo, poderiam ser dimeros
diferentes para cada concentragdo e talvez por isso ndo apresentarem respostas iguais. O
tipo de dimero formado ¢ uma forma de regulagdo tanto para NF-kB quanto para AP-1
[Eferl e Wagner, 2003]. Outras regulagdes: acetilagdes, fosforilagdes e interagdes com

histonas [Sen e Packer, 1996] sdo propriedades do NF-«xB e interagdes com tidis [Sen e
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Packer, 1996] no caso de AP-1, ndo podem ser esquecidas. Desde sua descoberta na
década de 70, mais fungdes tem sido atribuidas, inclusive a HMGBI1 tem sido citada
como proteina ancestral em modelos evolutivos de sinaliza¢ao celular [Bianchi, 2004].
A liberagdo no meio extracelular de uma proteina nuclear, teria sido uma forma de
proto-comunicacdo célula-célula indicando que algo de anormal estaria ocorrendo
[Bianchi, 2004].

Os resultados aqui apresentados mostram que HMGBI1 possui efeito biologico
em células do sistema imune, mas mais testes sao necessarios para podermos relacionar
concentragdes diferentes de HMGB1 com ativagdo de rotas inflamatorias também
diferentes. Nossos resultados impulsionam novas abordagens para um maior

entendimento das fungdes da HMGBI.
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Lista de figuras e tabelas

Parte [

Tabela - Espécies reativas de oxigénio

Parte 11
Figura 1 “Figure 1: Nitrite concentration in cultured media of rat peritoneal

macrophages treated with HMGB1 or LPS”

Figura 2 “Figure 2: SOD (A) and CAT (B) activities of rat peritoneal macrophages

treated with HMGB1 or LPS «

Figura 3 “Figure 3: Electrophoretic mobility shift analyses: AP-1 (A) and NF-xB (B)
activities in nuclear extracts from rat peritoneal macrophages exposed for 1h with

HMGBI or LPS”



Trabalhos extras realizados durante a duragdo do mestrado

49



	capa2.doc
	O_paradoxo_da_vida_aer_bia_jesus_salva_1_.doc

