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RESUMO 
 

MACHADO, T. C. Novo papel da galectina-1 como molécula efetora de células 
citotóxicas. 2014. 122 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 

A exocitose de grânulos secretórios é o principal mecanismo efetor de células T 
CD8+ (também conhecidas como linfócitos T citotóxicos - CTLs) e constitui uma 
importante arma contra o câncer e as células infectadas por patógenos. Apesar da 
intensa pesquisa sobre o desenvolvimento, ativação e função efetora destas células, 
o entendimento sobre mecanismos moleculares envolvidos na degranulação 
direcionada à célula alvo, morte desta e sobrevivência da célula efetora durante o 
ataque citotóxico continua limitado. Em particular, pouco se sabe sobre a 
composição/estrutura dos grânulos líticos das CTLs. A literatura mostra que 
perforina e certas granzimas são fundamentais para a indução da morte nas células 
alvo in vitro e que in vivo ainda há controversa quanto as principais indutoras desse 
processo. Resultados prévios do nosso grupo identificaram, através de uma análise 
proteômica, algumas dezenas de novas proteínas desses grânulos, além de alguns 
constituintes já conhecidos. Dentre elas foi identificada a galectina-1, uma lectina 
que reconhece beta-galactosídeos e participa de vários processos biológicos, 
incluindo a resposta imune adaptativa. Galectinas podem interagir com glicanas nas 
superfícies celulares das células do sistema imune e, dessa forma, promover a 
modulação da produção de citocinas e mediadores, a adesão celular, apoptose, 
quimiotaxia e endocitose. A literatura atual relata a ação de Gal-1 por via exógena 
apenas através de sua secreção por uma via não convencional que depende da 
manutenção da sua região de ligação a carboidratos. Dados iniciais do nosso grupo 
apontam um novo cenário para esta proteína, no contexto da resposta efetora das 
células citotóxicas, no qual Gal-1 está presente em grânulos citotóxicos. Através das 
técnicas de microscopia eletrônica de transmissão e microscopia confocal de 
varredura a laser e dos ensaios de citotoxicidade in vitro e in vivo, nossos resultados 
sugerem que a Gal-1 participa do papel citotóxico das CTLs modulando a via dos 
receptores de morte FAS-FASL. Nós também mostramos que Gal-1 interfere com o 
tempo de contato entre APCs e linfócitos TCD8+, com a ativação dessas células e 
com o controle da proliferação dos linfócitos. Em conjunto, nossos resultados 
apontam um novo cenário para esta proteína, no qual Gal-1 está presente nos 
grânulos citotóxicos das CTLs e está relacionada a resposta efetora de células 
citotóxicas. 
 
Palavras-chave: Células citotóxicas. Galectina-1. Citotoxicidade Celular.  
Lisossomos secretórios. Linfócito TCD8+. Célula NK. FAS-FASL. Proliferação celular.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
ABSTRACT 

 

MACHADO, T. C. New role for galectin-1 as effector molecule of cytotoxic cells. 
2014. 122 p. Ph. D thesis (Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 
Exocytosis of secretory granules is the main effector mechanism of CD8+ T cells 
(also known as cytotoxic T lymphocytes - CTLs) and is an important weapon against 
cancer and pathogen-infected cells. Despite intense research on the development, 
activation and effector function of these cells, the understanding of the molecular 
mechanisms involved in the cytotoxic cell degranulation, death of target cells and 
survival of effector cells from the cytotoxic attack, remains limited. In particular, little 
is known about CTL’s lytic granules composition and structure. Literature shows that 
perforin and certain granzymes are essential to induce death in target cells in vitro 
and in vivo but the major inducers of this process are still controversial. Previous 
results from our group identified, by proteomic analysis, most of the known 
components as well as a few dozens of new proteins associated with these granules. 
Among them, we identified galectin-1, a lectin that recognizes beta-galactosides and 
participates in many biological processes, including the adaptive immune response. 
Galectins can interact with cell surfaces glucans of the immune system, thereby 
modulating cytokine production, cell adhesion, apoptosis, chemotaxis and 
endocytosis. Literature reports the extracellular action of Gal-1 by means of its 
secretion via an unconventional pathway that depends on their carbohydrate binding 
region. Initial data from our group suggested a new scenario for this protein in the 
context of cytotoxic cell response, since Gal-1 was found inside cytotoxic granules. 
Here, we show by transmission electron and confocal laser scanning microscopy and 
in vitro and in vivo cytotoxicity assays that Gal-1 has a role on CTL killing probably 
mediating the FAS-FASL pathway. We also show that Gal-1 is regulates the time of 
contact between APCs and TCD8+ lymphocytes, the activation of APCs and the 
proliferation of CD8 T cells. Taken together, our findings suggest a new scenario, in 
which Gal-1 is present in CTL granules and participates in cytotoxic effector 
response. 
 
Keywords: Cytotoxic cells. Galectin-1. Cellular cytotoxicity.  Secretory lysosomes. 
CD8+ T lymphocytes. NK cell. FAS-FASL. Cell proliferation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Células citotóxicas 

 

O sistema imunológico é constituído por moléculas, células, tecidos e órgãos 

que trabalham em conjunto, em uma rede dinâmica de interações, para manter a 

homeostase do organismo. Linfócitos T citotóxicos (CTLs; linfócitos TCD8+) e células 

natural killer (NK) são células do sistema imune adaptativo e inato, respectivamente, 

que apresentam papel crucial na resposta imune antitumoral, antiviral e contra 

outros patógenos intracelulares, em um processo conhecido como vigilância 

imunológica (1).  

Células NK são as primeiras células na defesa do hospedeiro contra 

infecções virais e outros patógenos. Estas não requerem pré-ativação por células 

apresentadoras de antígeno (APC) e, dessa forma, são importantes nos estágios 

iniciais da infecção, antes que a resposta por células T esteja formada.  Seus 

grânulos citotóxicos são formados durante o desenvolvimento, o que torna as células 

NK equipadas para responder rapidamente a ameaça de tumorigenicidade e 

infecção (2). Além do ataque citotóxico, células NK podem rapidamente produzir 

citocinas e quimiocinas, as quais têm efeito imunoestimulatório e quimiotático (3). 

Células NK expressam uma série de receptores de ativação e inibição, os 

quais agem permitindo a elas discriminar entre células alvo e não-alvo (4). O 

repertório de receptores das células NK é complementado por outros sensores 

inatos, tais como receptores scavenger, receptores do tipo Toll (TOLL-like receptors, 

TLRs) ou receptores do tipo NOD ((nucleotide-binding oligimerization domain)-like 

receptors, NLR) (5). Dessa forma, as estratégias de reconhecimento das células NK 

ampliam a detecção de situações patológicas nas quais sinais de perigo de 

micróbios patogênicos estão ausentes in vivo, tais como no caso de tumores com 

baixa  imunogenicidade. 

Para formar uma interface entre uma célula NK e a célula alvo susceptível, 

há a interação entre receptores de superfície celular, os quais iniciam a formação de 

uma estrutura chamada de sinapse imunológica de célula NK (NKIS; NK 

immunological synapse). Um número de moléculas tem sido encontradas 

acumuladas nas NKIS ativadas (6) e, embora a maioria seja estritamente 

intracelular, elas incluem CD2 (7) e CD11a (8) na superfície das células (9). 
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Consistente com seu papel na vigilância imune, células NK são largamente 

distribuídas no corpo. Não está claro, no entanto, se esta ampla distribuição é devido 

a sua recirculação, devido a existência de subconjuntos de NK com diferentes 

capacidades de homing, ou devido ao seu desenvolvimento em múltiplos locais (5). 

Entretanto, células NK são preferencialmente encontradas dentro dos vasos ou 

sinusóides do sangue ou linfa (5). 

Células NK compartilham muitos caminhos de transdução de sinais e 

mecanismos citolíticos com CTLs. A interação de células NK com células alvo, como 

também em CTLs, é acompanhada pelo remodelamento do citoesqueleto das 

células NK, marcadas pela polarização de talina (8), actina (8), balsas lipídicas 

(membrane rafts) (10), do centro organizador de microtúbulo (MTOC) (11) e de 

lisossomos para o ponto de contato intercelular. Além disto, a distribuição espacial 

de moléculas dentro da sinapse de células NK ativadas, comparada à sinapse de 

CTL (com LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) e talina localizados no 

anel periférico), é ao redor de um núcleo central de moléculas de sinalização tais 

como PKC-Ө, PLCγ1, lck e SLP-76 (8). Uma diferença importante entre CTLs e 

células NK é que a função efetora das NKs é negativamente regulada pela presença 

de proteínas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I nas 

células alvo. Receptores KIRs (Killer cell immunoglobulin-like receptors) nas células 

NK se ligam a estas moléculas e transduzem um sinal negativo que desativa a 

maquinaria lítica destas células (12). 

Em células NK, a polimerização de actina e microtúbulos são exigidas para 

função citotóxica (13) e filamentos de actina (F-actina) (14), assim como MTOC (15), 

acumulam-se nas NKIS ativadas. Importantes moléculas associadas a actina são 

também encontradas no centro de ativação supramolecular (SMAC), incluindo a 

proteína da síndrome de Wiskott-Aldrich (WASp) e talina (8, 16). A função de WASp 

em células NK, em particular, é um importante fator contribuidor para polarização de 

F-actina, e ambas as funções de polimerização de actina e função de WASp são 

solicitadas para efetiva localização dos grânulos citotóxicos em NKIS ativada (16).  

Há uma variedade de receptores de adesão com potencial participação na 

adesão célula alvo/célula NK, incluindo as 2-integrinas, CD11a e CD11b, assim 

como os membros da superfamília das Igs e CD2, todos acumulados na pSMAC das 

NKIS ativadas. Este agrupamento exige ambos polimerização de actina e função de 

WASp. Dessa forma, o papel destes receptores na sinalização celular e formação de 
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NKIS deve ser precedida por eventos de sinalização promovendo a ativação de 

WASp e rearranjo de citoesqueleto (9).  

Diferente das células NKs que fomentam seu papel como constituintes das 

respostas imunes inata, os linfócitos TCD8+ são constituinte da resposta mais 

específica no sistema imunológico, que não se encontra montada no primeiro 

contato com o agente patogênico estranho ao organismo, e participam também em 

infecções por patógenos intracelulares e tumores. No entanto, essas células 

necessitam ser inicialmente ativadas nos órgãos linfóides periféricos pelo 

reconhecimento dos peptídeos de antígenos estranhos, presentes na superfície de 

uma APC, usualmente uma célula dendrítica. Este reconhecimento depende da 

presença, em uma APC, de MHC classe I, nos quais se ligam peptídeos antigênicos 

intracelulares que são então carreados para a superfície celular e apresentados 

junto a moléculas estimulatórias, para o CTL. 

A população de células T naïve (células T ainda ativadas) expressa uma 

vasta gama de TCR com especificidade única e afinidade por um complexo formado 

entre o antígeno (peptídeo – p) e o complexo principal de histocompatibilidade 

(pMHC). Essas células constantemente recirculam entre sangue, linfa e baço e 

examinam APCs nos tecidos linfóides secundários a procura do raro complexo 

pMHC para o qual tem afinidade (17). Devido à diversidade de repertório de TCR, 

uma em um milhão de células expressam um TCR com uma afinidade para dado 

antígeno capaz de transmitir um estímulo de ativação (18, 19). 

Estudos recentes têm mostrado que a ativação das células T ocorre em três 

fases distintas. A fase inicial dura cerca de 8 horas e é caracterizada por curtas 

interações entre as DCs pulsadas com antígeno e as células T. A dose total de 

antígeno determina a duração desta fase, o que sugere a existência de mecanismos 

integrados que estabelecem um limite para a ativação com base na dose de 

antígeno encontrado por uma célula T. Esta fase é imunologicamente produtiva 

porque as células T começam a aumentar a expressão de marcadores de ativação. 

Células T que encontram uma dose de antígeno abaixo do limiar não fazem contatos 

prolongados e continuam a migrar até saírem do linfonodo sem serem ativadas (20).  

No início da segunda fase, o tempo de interação célula T-DC torna-se muito 

maior, e pode ser de aproximadamente 12 horas, sendo acompanhado por aumento 

adicional na expressão de marcadores de ativação e início da produção de IL-2 e 

IFN-ϒ. Finalmente, a fase três, que começa cerca de 24 horas após a entrada das 
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células T no linfonodo é caracterizada por curtas interações entre DC e células T e é 

induzida a proliferação das células (21-23). 

 Uma vez ativados, os linfócitos TCD8+ podem reconhecer o mesmo 

complexo peptídeo-MHC classe I na superfície de uma célula infectada por vírus, por 

exemplo. A  literatura relata que não há necessidade de abundância de complexos 

peptídeo/MHC para que a CTL induza apoptose de seu alvo. Estudos in vitro com 

células T efetoras mostraram que o simples contato TCR-MHC desencadeia o 

influxo de cálcio, e que cerca de 10 complexos MHC são necessários para a 

formação da sinapse imunológica (24, 25). Além disso, a presença de três complexo 

MHC para o qual  os linfócitos T citotóxicos são específicos já é suficientes para 

induzir a lise das células alvo (26). No encontro de antígenos específicos pela 

primeira vez, células T são induzidas a expansão clonal em comando para combater 

a infecção, sendo que esta demora de 5 a 7 dias. Este primeiro encontro também 

leva a produção de células T de memória as quais, quando o antígeno for 

encontrado pela segunda vez, garantirão uma resposta mais rápida e efetiva.  

CTLs podem matar seus alvos por duas vias. A primeira é através da 

expressão de ligantes da superfamília do Fator de Necrose Tumoral (TNF, tumor 

necrosis factor), tais como o próprio TNF-α, TRAIL e FASL, desde que células alvos 

possuam receptores correspondentes em sua superfície. A segunda via de morte 

celular envolve a transferência de lisossomos secretórios, também chamados 

grânulos citotóxicos, dentro da sinapse imunológica estabelecida entre a célula 

efetora e a célula alvo, e prevalece como o maior mecanismo de morte mediada por 

CTL e por células NK (27). A morte da célula alvo é decorrente da indução de 

apoptose pela ação de proteínas pertencentes a uma família especial de proteases e 

da presença de uma proteína formadora de poros.  

Os linfócitos TCD8+ se tornam competentes matadores (células efetoras) 

somente após ativação pelas APCs (12), que estimulam o receptor de célula T 

(TCR) induzindo a expressão gênica (expressam RNAm, por exemplo, para as 

proteínas perforina e granzima), formação de lisossomos secretórios - o 

aparecimento de lisossomos secretórios maduros é correlacionado com a habilidade 

citotóxica de uma CTL (28) - e proliferação celular (CTL antígeno-específico passa 

por uma série de duplicações celulares) (28). A literatura mostra que CTLs possuem 

um período de ausência de responsividade induzida por ativação (AINR; activation-

induced non-responsiveness) nos dias 2-4 após a ligação inicial do TCR em que as 
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células T CD8+ se tornam incapazes de produzir IL-2 – citocina que atua como fator 

de crescimento autócrino - ou proliferar em resposta a uma ligação secundária do 

TCR (29, 30). 

A interação entre linfócitos T citotóxicos e células alvo começa com a ligação 

de forma aleatória entre moléculas de adesão localizadas na superfície de ambas as 

células. O subseqüente reconhecimento de antígenos específicos resulta na 

ativação de sinais bioquímicos que integram vias iniciadas pelos receptores de 

antígenos das células T e pelas moléculas acessórias (31). É importante destacar 

que a especificidade do reconhecimento depende justamente da detecção de 

peptídeos associados ao MHC classe I nas células alvo pelo TCR, sendo que o 

engajamento do TCR é necessário para que a célula efetora passe a expressar 

granzimas, perforina e FASL (12).  

Quando CTLs encontram um alvo específico, o complexo TCR transfere uma 

rápida cascata de sinais ativadores através de tirosina-quinases e um rápido influxo 

de cálcio. Essa cascata causa uma rápida segregação dos receptores de superfície 

celular dentro de três compartimentos concêntricos, chamados de SMAC central 

(cSMAC), periférico (pSMAC) e distal (dSMAC) (32). Desta forma, sinalização e 

adesão celular se redistribuem na área de contato. A cSMAC é rica em proteínas de 

sinalização associadas ao TCR incluindo o TCRζ, Lck e ZAP-70, assumindo o local 

da sinalização do TCR e é cercada pela outra área, composta pelo anel de proteínas 

de adesão como o LFA-1 (p-SMAC).  Grânulos líticos são secretados em uma zona 

definida dentro da p-SMAC e próxima ao c-SMAC conhecida como domínio 

secretório (33). Demosntrou-se em células T que a formação da SMAC depende em 

parte da polimerização do citoesqueleto de actina (34, 35). Esta zona intercelular 

altamente organizada assemelha-se a uma sinapse neuronal razão pela qual ela tem 

sido chamada de “sinapse imunológica”.  

Em relação à diferenciação de CTLs em células efetoras e de memória, o T-

box dos fatores de transcrição Eomesodermina (Eomes) e T-bet parecem ser 

essenciais (36). T-bet é induzido rapidamente mediante estimulação do complexo 

TCR e é requerido no programa inicial de produção de citocinas (37), enquanto 

Eomes é induzido mais tarde durante a diferenciação e manutenção da expressão 

de IFN-.  Camundongos deficientes para ambos T-bet e Eomes, em células T, têm 

expressão debilitada de mediadores citolíticos.  
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Proteínas Runx, uma família de 3 fatores de transcrição que se ligam ao 

DNA, controlam a diferenciação de timócitos e a diferenciação de linhagem 

CD4/CD8 (38, 39). Todas as três proteínas Runx são expressas em células CTL 

maduras (38), e CTLs deficientes em Runx3 apresentam redução de atividade 

citolítica (40).  

 

1.2 Lisossomos secretórios – degranulação 

 

CTLs e as células NK apresentam a citotoxicidade como mecanismo 

principal da sua função efetora no sistema imune. A principal organela dessa função 

é justamente o lisossomo secretório. Exocitose de lisossomos secretórios, como 

outros eventos de secreção regulados, envolvem vias distintas. A ligação estável ao 

receptor de superfície celular de um linfócito citotóxico com uma célula alvo resulta 

em mobilização de Ca2+ dentro da célula, os quais atuam como um sinal para o 

grânulo se mobilizar para degranulação (41). Esta mobilização ocorre ao longo dos 

microtúbulos em direção ao centro organizador de microtúbulos 

(MTOC/centrossomo) e é dirigido por uma proteína motora da família Kinesina (42). 

Uma vez que a sinalização tenha ocorrido, o citoesqueleto de actina e os 

microtúbulos polarizam rapidamente para a sinapse, uma via crucial na 

citotoxicidade (revisado na referência (43)). Microtúbulos que tem uma polaridade 

definida, se irradiam da MTOC (final negativo) para a periferia da célula (final 

positivo) e os grânulos migram na direção negativa para a MTOC através da ação 

das proteínas motoras dineína-dinactina. Os grânulos secretórios são transportados 

junto aos microtúbulos e agrupados ao redor do MTOC. Uma vez próximo à periferia 

da célula, o lisossomo utiliza-se de filamentos de actina para viajar a curta distância 

final para o atracamento local à membrana plasmática (42). Depois dos grânulos 

citotóxicos terem sido polarizados na membrana plasmática, eles são secretados 

dentro da sinapse imunológica em uma seqüência de eventos ordenados (44). Isto 

permite a liberação polarizada de seus conteúdos: perforina, granzimas e outros 

agentes de rompimento de membrana (45).  

A fusão de lisossomos secretórios com a membrana plasmática é mediada 

por um conjunto de proteínas específicas (42). A fusão ocorre quando uma proteína 

R-SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) na 

membrana da célula efetora interage fortemente com duas ou três Q-SNARE 
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levando à formação de um complexo trans-SNARE que cataliza a fusão das duas 

membranas (46). Contudo, a identidade das SNAREs associadas com os 

lisossomos secretórios em células NK e CTLs é desconhecida.  

Muitas proteínas SNARE têm sido encontradas associadas com lisossomos 

secretórios em vários tipos de células, tais como a proteína 23 associada à 

sinaptossomo (SNAP-23), proteína 2 de membrana associada a vesículas (VAMP2) 

e VAMP7 em mastócitos (47-49) em neutrófilos (50). Contudo, a significância 

funcional destas associações não é ainda plenamente entendida.  

O processo de fusão entre a vesícula e a membrana é adicionalmente 

regulado pela GTPases da família Rab (51), as quais fornecem um segundo nível de 

especificidade para o evento de fusão. Cada Rab associa-se a uma diferente 

membrana celular (52). Rab27a é necessária para o movimento nos microtúbulos 

dos grânulos do MTOC para a sinapse através da região rica em actina (12, 42). 

Rabs, tais como, Rab7 e/ou Rab34, podem ter um papel chave na ligação e 

transporte dos grânulos ao longo dos microtúbulos. Rab7 atua controlando a 

proteína efetora RILP (Rab7-Interacting Lysosomal Protein), a qual recruta o motor 

dineína-dinactina para Rab7 contida nos endossomos finais e lisossomos. 

Conseqüentemente, o motor transporta endossomos e lisossomos em direção ao 

final negativo dos microtúbulos (53). Rab34 parece ter um papel similar a Rab7 (54). 

Outra proteína que é requerida para uma adequada morte mediada por CTL é a 

proteína efetora Rab geranylgeranyltransferase (RGGT) – uma enzima que prenila 

certos Rabs, isto é, realiza modificação pós-traducional pela adição enzimática de 

motivos prenyl, os quais permitem ligação das Rabs às membrana e, desse modo, 

regula a associação entre elas (55). RGGT é exigida, por exemplo, para modificação 

lipídica de Rab27a (12).  

O camundongo gunmetal – modelo murino da Síndrome de Hermansky-

Pudlak (HPS) - tem mutações que inativam RGGT. Neles, há redução da secreção 

direcionada de vesículas, como das CTLs para células alvo e também secreção de 

grânulos de plaquetas (56) e a maioria dos lisossomos está espalhada em volta da 

periferia das células. A HPS é uma doença caracterizada por albinismo parcial, 

resultantes de defeitos na secreção de melanócitos, e distúrbios hemorrágicos 

resultantes da disfunção das plaquetas (57). Dessa forma, sabendo que tráfico 

vesicular é um processo crítico para a fisiologia normal de eucariotos e que as Rab 

GTPases são os maiores reguladores deste processo, defeitos nessas moléculas ou 
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na sua ativação estão cada vez mais implicados com doenças hereditárias e 

adquiridas. Já se sabe também que na Síndrome de Griscelli 2, existe um defeito na 

função de Rab27a que compromete a exocitose de grânulos líticos em linfócitos T 

citotóxicos. Essa doença apresenta como fenótipo episódios de ativação e infiltração 

descontrolada de linfócitos T e macrófagos para dentro de vários órgãos, incluindo o 

cérebro, o que causa convulsões e comprometimento neurológico com sérios riscos 

para a vida do paciente (58, 59).  

Além da Rab27a, outra proteína identificada com papel na secreção de 

vesículas é a Lyst – também nomeada de proteína da Síndrome de Chediak-Higashi 

-, que tem papel único na regulação da fusão de membranas. Esta proteína 

citoplasmática é expressa em baixos níveis em todos os tipos de células e sua 

ausência leva a grandes anormalidades. Pacientes e camundongos com o gene 

defeituoso para a proteína Lyst desenvolvem a Síndrome de Chediak-Higashi, a qual 

apresenta uma marcada hipopigmentação e presença de lisossomos gigantes em 

todos os tipos de células (60).  

Recentemente, uma quinase associada com a exocitose de grânulos líticos 

que contém granzima B foi identificada, a PKCδ. Ela se torna ativada após ligação 

ao TCR e está envolvida no seletivo movimento de grânulos citotóxicos para a 

sinapse imunológica (61, 62). 

 

1.3 Constituintes dos grânulos  

 

Lisossomos secretórios contêm a maquinaria – tal como as formas maduras 

das hidrolases ácidas lisossomais – que é requerida para sua função degradativa, e 

receptores – tais como Lgp96, um membro da família de proteína de membrana 

associada a lisossomo (LAMP) (63) e membros da família ‘heat shock 70’ (Hsc70) 

(64) – que são usados para reconhecimento e transferência de material (ambos 

citosólicos e ligados a membrana) para o lisossomo.  As funções de outras proteínas 

residentes de membrana, tal como LAMP-1(CD107a), LAMP-2, LAMP-3 (CD63), são 

desconhecidas.   

As proteínas de membrana são direcionadas por sinais em suas caudas 

citoplasmáticas que são reconhecidas por componentes específicos. Algumas 

proteínas de membrana lisossomal tais como LAMP-1, LAMP-2 e LAMP-3 tem um 

motivo contendo tirosinas, o qual pode ser reconhecido pelo complexo adaptador  
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AP1, AP2 e AP3, os quais são encontrados no TGN (trans-Golgi network), 

membrana plasmática e o sistema TGN-endossomal, respectivamente (42). Cada 

molécula AP liga um motivo específico (um sinal de tirosina ou um sinal de di-

leucina) na cauda citoplasmática e transfere proteínas para o endossomo primário e, 

então, para o lisossomo no caso de AP-1 e AP-2 ou diretamente para o lisossomo 

no caso de AP-3. LAMP-3 se liga a AP-3 e é especificado diretamente para 

lisossomos enquanto LAMP-1 e 2 são os primeiros transferidos para endossomo 

pela AP-1 e AP-2 (65, 66). Quando a molécula adaptadora AP-3 é defeituosa, os 

lisossomos secretórios de CTL são incapazes de mover-se junto aos microtúbulos 

na direção final negativa. A mutação afeta somente lisossomos secretórios, uma vez 

que os MTOC ou o Golgi são transportados normalmente para a área de contato. 

Assim, outras proteínas de membrana ainda não identificadas devem ser 

erroneamente arranjadas afetando o complexo motor dineína-dinactina para um 

transporte efetivo de grânulos para o MTOC durante a estimulação (28). 

As proteínas lisossomais solúveis, tais como as hidrolases lisossomais, não 

têm sinais específicos em sua seqüência peptídica. Em vez disso, elas são 

modificadas durante a biossíntese pela adição de uma porção de manose 6- fosfato 

(M6P), a qual é reconhecida pelo receptor de manose 6-fosfato (MPR) (42). As 

serino-proteases granzimas A e B também são direcionadas pela manose-6-fosfato 

(67, 68). Estudos in vitro mostraram que a morte da célula alvo é decorrente da 

indução de apoptose pela ação dessas proteínas pertencentes a uma família 

especial de proteases (granzimas) e da presença de uma proteína formadora de 

poros (perforina) (69). Enquanto granzima B cliva caspase 3 e a molécula pró-

apoptótica BID e ativa o processo de apoptose, a granzima A induz quebras em fita 

simples de DNA e impede o reparo celular forçando as células a entrarem neste 

programa de morte celular (70, 71). Estudos in vivo tem colocado em questão o 

papel das granzimas A e B na eliminação de células alvo e aberto o campo para 

identificação de novas moléculas que contribuiriam nesse cenário. Trabalho elegante 

de Regner e colaboradores mostrou que células T de animais deficientes em 

granzimas A e B são capazes de eliminar células alvo tão rápido e de maneira 

similar aos indivíduos selvagens, sem o uso de mecanismos compensatórios como 

aumento da expressão de granzimas órfãs ou interações FasL-Fas (72).  

Perforina, uma das proteínas do grânulo conhecida por lisar membranas, é 

crucial para a função de constituintes do grânulo que estão envolvidos na morte da 
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célula-alvo (73). Quando perforina é secretada, ela polimeriza formando um poro de 

16 nm na membrana através do qual granzimas e outras moléculas dos grânulos 

entram no citosol (74). Granulisina também requer perforina na sua transferência 

para dentro da célula-alvo, na qual atua diretamente em patógenos microbianos pela 

alteração da integridade de membrana (75). 

Enquanto granzimas induzem morte celular pela entrada no citosol através 

de perforinas, a proteína de membrana FAS ligante (CD95L ou FasL) atua se 

ligando a FAS na superfície da célula alvo (28). FASL é um dos principais 

mediadores de apoptose que pode ser usado pela célula natural killer e a célula T 

ativada para matar células alvo e, portanto, são cuidadosamente controlados (76). A 

expressão de FASL é fortemente regulada pela CTL e estocada em grânulos líticos 

(77) e embora esteja armazenada em grânulos líticos, ainda está em debate se esta 

proteína está armazenada ou não junto com perforina e granzima B (78)  

Apesar do papel central da exocitose de lisossomos secretórios na resposta 

imune a vírus, tumores e patógenos intracelulares e de haver intensa pesquisa nos 

eventos de morte por CTLs e NKs, pouco se sabe sobre a composição/estrutura dos 

grânulos líticos destas células e há contradição em quais são seus principais 

agentes citotóxicos. Não está claro a real composição de tais organelas bem como a 

identidade dos potenciais componentes de sua maquinaria exocítica.  

Uma metodologia comumente utilizada na identificação de novas proteínas é 

o estudo do proteoma (proteômica). Em 2007, Casey e colaboradores publicaram 

um estudo no qual utilizou proteômica da membrana de lisossomos secretórios de 

células NK para definir sua composição (79). Foram identificados proteínas como as 

GTPases Rab27a, Rab11a e Rab11b; de trafégo e vesiculares, entre elas Sintaxina 

7 e VAMP7; estrutura de membrana e membrane rafts, tais como, CD63, LAMP1, 

LAMP2; identificou diversas outras proteínas como a hidrolase granzima B e 

receptores scavenger e também algumas que ainda não foram caracterizadas e que 

se apresentaram com 12% de abrangência do total de proteínas caracterizadas. 

Nesse mesmo contexto, a análise das proteínas dos grânulos de CTLs (resultado 

prévio do nosso grupo - Amarante-Mendes et al., dados não publicados e Figura 1, 

Tabela 1, Tabela 2) identificou dezenas de novas proteínas, além de alguns 

constituintes já conhecidos. Entre os já conhecidos estavam granzima A e B, LAMP-

1 e perforina. No entanto, dentre os novos candidatos, a molécula que se destacou e 

será alvo deste trabalho foi uma lectina, denominada galectina-1 (Gal-1), que tem 
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ganhado destaque por seu papel como um dos importantes reguladores das 

respostas imunes. 

 

Figura 1. Marcação com SDS-PAGE seguido de ‘Coomassie Blue’ de grânulos purificados de células 
citotóxicas. A marcação revelou a banda mais proeminente presente em níveis similares em duas 
amostras representativas. Essas frações foram enriquecidas por atividade da esterase BLT. Análise 
por western-blot revelou que as frações dos grânulos purificados estavam fortemente enriquecidas 
com perforina, granzima A e granzima B.  

 

1.4 Galectina-1 

 

Galectinas são uma família de lectinas animais que reconhecem β-

galactosídeos que contêm preferencialmente sequências de N-acetilactosaminas, 

sendo os resíduos terminais β-galactose e o tamanho da cadeia de polilactosamina 

requerimentos críticos para a capacidade de reconhecimento de carboidratos dessas 

lectinas (80).  

Essas proteínas são importantes reguladoras da tolerância imune e 

homeostasia, podem desempenhar um papel relevante no desenvolvimento da 

resposta inflamatória, doenças autoimunes, aterosclerose, processos infecciosos e 

câncer (81). Isso faz delas alvos terapêuticos atraentes para limitar tais inflamações 

e doenças, além de prevenir rejeição de aloenxertos e potencializar a resposta 

antitumoral. 
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Até o momento, quinze galectinas foram identificadas em mamíferos, a 

maioria com grande distribuição tecidual e essa família de proteínas é subdividida 

em 3 categorias com base na homologia de suas sequencias de aminoácidos: I) 

prototípicas, são aquelas que contem um único CRD (carbohydrate-recognition-

binding domain) e formam homodímeros não-covalentes (na qual se encontra a 

galectina-1); II) quiméricas, apresentam um CRD e um domínio aminoterminal rico 

em resíduos de prolina, glicina e tirosina, o qual é sensível a metaloproteinases e 

contribui para a oligomerização dessas lectinas; III) do tipo repetições em sequência 

(tandem-repeat), polipeptídeos únicos compostos por dois CRDs distintos 

conectados por um peptídeo ligador de 5 a 50 resíduos de aminoácidos (Cummings 

& Liu, 2009). 

A primeira proteína descoberta na família das galectinas foi Gal-1. A 

galectina-1 é uma proteína ácida, possui a porção N-terminal acetilada, não possui 

peptídeo sinal e apresenta resíduos de cisteína livres. Gal-1 ocorre tanto como 

monômero quanto homodímero (82, 83). Os monômeros de galectina-1 possuem 

massa molecular aparente de aproximadamente 15 kDa sendo que esta pode 

também existir em uma forma oxidada, isto é, uma forma que não possui atividade 

de lectina (84). 

A galectina-1 humana é codificada pelo gene LSGALS1, de 4397 pares de 

bases, localizado no cromossomo 22q12.  O transcrito de 0,6 kb resulta do splicing 

de 4 éxons e codifica uma proteína de 135 aminoácidos (85). A galectina-1 de 

camundongo é codificada pelo gene lsgals1, de 3451 pares de base localizados no 

cromossomo 15 na região 44.9cM na citobanda E, dando origem a um transcrito de 

817 pares de base, traduzido a uma proteína de 135 aminoácidos (86). 

Essa lectina está presente tanto no meio extracelular como no intracelular. 

Gal-1 tem característica de proteínas citoplasmáticas típicas com uma região N-

terminal acetilada e ausência de glicosilação (87). Ela tem sido descrita no núcleo 

celular e citosol. Contudo, embora Gal-1 não apresente a sequência sinal de 

secreção e não passe pela via padrão retículo endoplasmático/complexo de golgi 

(88), é bem sabido que ela é secretada e pode ser encontrada no lado extracelular 

de todas as membranas extracelulares tanto quanto em matriz extracelular de vários 

tecidos normais e neoplásicos (89, 90). Há evidências que esta proteína é secretada 

de uma maneira similar ao fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), numa via 

de transporte de dentro para fora que envolve a translocação direta na membrana de 
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células de mamíferos e requer proteínas de membrana integras e fatores citosólicos 

que ainda não foram identificados (91).  

Embora galectinas em geral, e em particular Gal-1, foram inicialmente 

descritas como lectinas que se ligam a β-galactosídeos, está claro na literatura que 

Gal-1também é capaz de interagir através de ligações proteína-proteína. Na maioria 

dos casos a atividade de lectina de Gal-1 é observada quando ela está no meio 

extracelular, enquanto as interações proteína-proteína afetam suas funções 

intracelulares. 

As proteínas já identificadas que interagem de maneira independente de 

carboidratos com Gal-1 não estão estruturalmente relacionadas umas com as outras 

e não parecem compartilhar motivos ou domínios comuns. Além disso, a porção da 

molécula da Gal-1 que está envolvida nestas interações ainda permanece 

desconhecida.  

A atividade de lectina de Gal-1 está relacionada ao seu CRD. Embora Gal-1 

dimérica (dGal-1) se ligue preferencialmente a glicoconjugados que contenham 

dissacarídeos ubíquos de N-acetilactosamina (Gal-β1-3/4 GlcNAc também 

conhecido como LacNAcII ou sacarídeo tipo 2), sua ligação a unidades individuais 

de lactosamina é caracterizada por níveis de afinidade relativamente baixos (92, 93). 

É o arranjo dos dissacarídeos de lactosamina em cadeias de repetição 

multirramificadas (até três ramificações) que aumenta a avidez de ligação (92, 93). 

Em contraste, não há aumento na avidez quando as unidades de reconhecimento 

estão repetidas em corda (poli-N-lactosamina) (92).  

Gal-1 é expressa diferentemente por diversos tecidos, tanto normais quanto 

patológicos, e participa de vários processos biológicos. Dentre estes processos 

podemos citar controle de sinalização celular, proliferação e ciclos celulares, 

apoptose, gênese de tumores, interações patógeno-hospedeiro e homeostase de 

célula T (81, 94-98).  

Rubinstein e colaboradores mostraram que o bloqueio da atividade biológica 

de Gal-1 em tecido de melanoma resulta em uma massa tumoral reduzida e estimula 

a geração de resposta de célula T específica para o tumor in vivo (99). 

Diversos trabalhos também têm mostrado a participação de galectina-1 na 

resposta imune inata e no processo inflamatório. Nesse contexto, foi visto que essa 

lectina inibe o edema, o extravasamento de neutrófilos e a degranulação de 

mastócitos (100). Mostrou-se também que a galectina-1 inibe a liberação de ácido 
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araquidônico (100), a produção de NO e a expressão de NO sintase induzida (iNOS) 

em macrófagos estimulados com LPS (101). Gal-1 é também capaz de induzir o 

burst oxidativo em neutrófilos que extravasaram para o tecido, mas não no caso de 

neutrófilos do sangue periférico (102). 

Ainda nessa linha, mostrou-se que galectina-1 reduz a produção de IFN-γ, 

do TNF-α e aumenta os níveis de IL-10 tanto nas células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) como em linfócitos TCD4+ e TCD8+, ambas estimuladas com anti-

CD3 ou na ausência deste estímulo. Portanto, essa lectina tem um papel 

imunorregulador (103, 104) e isto, provavelmente estaria correlacionado com o efeito 

benéfico do tratamento com galectina-1 em modelos de doenças autoimunes 

experimentais (105). Estudos in vivo em modelo de autoimunidade experimental têm 

revelado a habilidade de Gal-1 em polarizar a resposta de citocinas para o tipo 

Thelper2 (Th2), por reduzir os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e IL-12 e aumentar os 

níveis da secreção de IL-5 (106, 107). A administração in vivo de Gal-1 previne o 

desenvolvimento de inflamação crônica e prejudica o andamento da doença em 

modelos de encefalomielite experimental autoimune (EAE) (108), artrite (98), colite 

(106), hepatite (107), e pancreatite crônica (109). 

Dentro desse contexto de resposta imunológica, já se sabe que galectina-1 

modula as etapas iniciais de ativação de célula T por limitar a coalescência de 

membrane rafts e por promover fosforilação incompleta da cadeia ζ do TCR, então 

permitindo somente a resposta de células T que requerem sinais parciais do TCR 

(110).  

A ligação de galectina-1 a células T inicia uma variedade de eventos de 

transdução de sinal, tais como ERK-2, fosforilação, influxo de cálcio, ativação de 

fatores de transcrição como AP-1 e redução da proteína anti-apoptótica BCL-2, 

importante para a fisiologia e sobrevivência de célula T (111, 112). 

Embora Gal-1 tenha uma especificidade mínima para N-acetilactosamina 

(113), ela se liga preferencialmente a O- e N- glicanos que trazem unidades 

repetidas de N-acetilactosamina (113, 114). Apesar da abundância de tais 

estruturas, galectina-1 se liga a uma discreta subclasse de glicoproteínas da 

superfície das células T, presumivelmente porque elas decoram suas principais 

proteínas de suporte com unidades repetidas de lactosamina espaçadas, o que 

favorece o empacotamento e a ligação de alta avidade de Gal-1 multivalente e 

bivalente.  
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Como dímero bivalente, Gal-1 se liga a glicoproteínas na superfície das 

células T de uma maneira dependente de carboidratos (115). Um número de 

glicoproteínas encontradas nas linhagens de células T humanas Jurkat e MOLT-4 

são canditados a receptores específicos para a ligação de Gal-1 de mamíferos e 

estão envolvidas na morte de célula T mediada por Gal-1: CD45, CD43, CD7 (115, 

116). A expressão regulada de glicosiltransferases, levando à criação de ligantes de 

N-acetilactosamina, durante diferentes estágios de desenvolvimento e ativação nas 

células T, pode determinar a susceptibilidade para a morte celular induzida por Gal-1 

(117, 118).  

As cadeias α e β do TCR e GM1 tem sido propostas como receptores 

adicionais (119, 120). Gal-1 é um dos maiores receptores para a porção de 

carboidrato do gangliosídio GM-1 exposto na superfície de células de neuroblastoma 

humano (121). A confluência das células aumenta a apresentação de dGal-1 na 

superfície. Sobre essas condições Gal-1 atua como um regulador negativo de 

crescimento das células de neuroblastoma, sem ser pró-apoptótico (122). 

Trabalhos mostraram que rGal-1 (Gal-1 recombinante) dirige a montagem de 

glicolattices que segregam seletivamente ligantes de Gal-1 dentro de microdomínios 

distintos de CD45/CD3 e CD43/CD7 na superfície de algumas células T (115).  

Clustering e segregação de CD45 com CD3 e CD43 (também conhecida 

como leucosialina) com CD7 parecem ser cruciais para a sinalização e subsequente 

morte celular por galectina-1. Contudo, aquelas glicoproteínas podem regular 

positivamente ou negativamente a susceptibilidade celular para a apoptose induzida 

por galectina-1, dependendo do seu estado de glicosilação, o que deixa o possível 

envolvimento destas na indução de apoptose por galectina-1 ainda controverso. 

Dados da literatura mostram ainda que galectina-1 pode induzir apoptose em 

leucócitos (96), dentre os quais estão os timócitos imaturos (123) e células T 

ativadas in vitro (96). Entretanto, existem relatos na literatura contrários ao potencial 

apoptótico da galectina-1. Nessa linha, foi mostrado que apesar de galectina-1 

induzir a exposição de fosfatidilserina na superfície de células MOLT-4, estas não 

entram em apoptose, pois não foi detectada a fragmentação do DNA e a perda da 

capacidade proliferativa dessas células após tratamento com galectina-1 (124). 

Dessa forma, apesar do papel de galectina-1 na indução de apoptose não estar 

claro, demonstrou-se que essa lectina está envolvida na homeostase leucocitária por 

induzir a fagocitose dessas células (95, 124). Além disso, a galectina-1 pode 
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promover a apoptose de células T produtoras de citocina pró-inflamatória IL-17 

(Th17) e não de células Th2 produtoras de IL-10 e TGF-β (citocinas de caráter anti-

inflamatório), por meio de reconhecimento diferencial de glicanas na superfície 

dessas células. Ou seja, essa susceptibilidade está associada ao padrão de 

glicosilação (125). Camundongos deficientes de galectina-1 (Lgals1-/-) têm aumento 

na freqüência de células Th1 e Th17 e aumentam a susceptibilidade a 

neuroinflamação autoimune. 

Sabe-se, também, que Gal-1 é secretada por células TCD8+ efetoras 

ativadas. M. Carrie Miceli e colaboradores sugerem que Gal-1 regula a resposta 

primária de linfócitos TCD8+ in vivo por limitar o burst size promovendo apoptose. 

Seu grupo mostrou que na deficiência de Gal-1 as células hiperproliferaram em 

resposta à ligação do TCR, possivelmente pelo aumento da produção de IL-2 

induzida pelo TCR e prevenção da AINR das células TCD8+ nos dias 2-4 após a 

ligação inicial do TCR (29, 30, 126, 127). 

M. Carrie Miceli e colaboradores também mostraram, através de ensaios in 

vitro e in vivo de citometria de fluxo verificando a intensidade de fluorescência média 

da marcação com tetrâmero específico, que Gal-1 antagoniza a ligação persistente 

de agonistas do TCR em células TCD8+ periféricas ativadas (127). Além disso, 

demonstraram que a expressão induzida de Gal-1 por células TCD8+ ativadas regula 

a proliferação via apoptose da célula T por oposição da ligação contínua de 

agonistas do TCR e transdução do sinal.  

Contudo, acreditava-se até o momento que as galectinas tinham ação 

exógena apenas através de sua secreção por uma via não-convencional que 

depende da manutenção da sua região de ligação a carboidratos.  No entanto, como 

destacamos acima, resultados prévios do nosso grupo (Amarante-Mendes, dados 

não publicados) sugerem que a galectina 1 está presente nos lisossomos secretórios 

de células citotóxicas. Estes achados apontam um novo cenário dessa molécula no 

contexto de resposta efetora das células T CD8+, no qual ela seria secretada junto 

às outras proteínas dos grânulos citotóxicos.  

Baseado neste fato, em dados da literatura que correlacionam Gal-1 e 

células TCD8+ e nas evidências de ação desta lectina sobre receptores de 

superfície celular regulando a fisiologia das células e homeostasia do sistema 

imunológico, a hipótese deste trabalho é que Gal-1 está localizada no 

compartimento lisossomal de células citotóxicas e possa ser secretada junto 
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às outras proteínas dos grânulos citotóxicos, contribuindo, desta forma, com a 

resposta efetora de células NK e CTL.  
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6 CONCLUSÃO 

 

- Galectina-1 é um dos constituintes dos lisossomos das células citotóxicas. 

 

- Galectina-1 contribui para a total eficácia da função efetora de células TCD8+ no 

modelo de citotoxidade in vitro utlizando o clone de células L1210 e no modelo de 

imunização com adenovírus 5 humano adenoβgal. 

 

- Galectina-1 regula a via de FASL nas células TCD8+  no modelo de imunização 

com adenovírus 5 humano adenoβgal mas não no modelo de citotoxidade in vitro 

utlizando o clone de células L1210 e L1210Fas como células alvo. 

 

- A expressão de galectina-1 nos linfócitos T CD8+ é importante para o 

estabelecimento de contato duradouro entre essas células e células dendríticas 

durante o processo de apresentação de antígenos.  
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