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RESUMO

Rodrigues, L. C. Avaliacdo do impacto biolégico da Galectina-1, enddgena e
exdgena, sobre fungdes de neutrofilos. 2012. 99f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2012.

A galectina-1 (Gal-1) é uma lectina que reconhece B-galactosideos e participa de
varios processos biologicos, incluindo a modulacdo da resposta inflamatéria. Dados
da literatura mostram a participagdo desta lectina na inducdo da exposicao de
fosfatidilserina (FS - um marcador de apoptose), na geracao de espécies reativas do
oxigénio (EROs) e na modulagédo quimiotatica de neutrdfilos. Entretanto, ainda sédo
escassos 0s dados relacionados ao impacto biolégico da Gal-1, exdgena e
enddgena, sobre a biologia destas células. Neste trabalho foram avaliados, in vitro,
alguns aspectos funcionais da interacdo Gal-1/neutréfilo. Determinou-se o nivel de
expressdo da Gal-1 (Western Blotting) e de seu mRNA (PCR real time), em
leucdcitos humanos obtidos do sangue periférico de doadores sadios e em células
da linhagem promielocitica humana (HL-60). Leucécitos do sangue periférico e
células HL-60 ndo expressam niveis detectaveis da proteina e também do mRNA
para Gal-1. Por meio de ensaios de quimiluminescéncia (QL) foi possivel analisar a
capacidade da Gal-1 recombinante humana de induzir e modular a producédo de
EROs em neutréfilos humanos nado ativados e ativados com fMLP (n-Formil-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanine). A Gal-1 induz a produgéo de EROs de modo dose-
dependente em neutréfilos ativados com fMLP. Entretanto, em neutrofilos néo
ativados esta lectina ndo induz o metabolismo oxidativo e, além disso, € capaz de
modular negativamente a producdo de EROs em resposta ao fMLP. Tanto nas
células néo ativadas quanto ativadas com fMLP, os efeitos da Gal-1 na producéo de
EROs estéo parcialmente associados a sua propriedade lectinica. Na literatura ainda
ndo ha relatos sobre a interferéncia da Gal-1 no metabolismo oxidativo em
neutréfilos ativados com repetidas doses de fMLP. Sabe-se que o tratamento
sucessivo com fMLP reduz os niveis de producdo de EROs por neutréfilos, no
entanto, a presenca de Gal-1 ndo interferiu neste processo. Interessantemente,
neutréfilos recuperados do periténio de camundongos Gal-17" liberam mais EROs
em resposta ao fMLP e a Gal-1 exdgena quando comparado aos neutréfilos de
animais selvagens. Com base nos achados in vitro e sabendo que na sepse
polimicrobiana o neutréfilo desempenha um papel importante, o proximo passo foi
utilizar o modelo de M-CLP (sepse moderada) em camundongos destituidos (Gal-1""
) ou ndo (Gal-1"") do gene da Gal-1. Animais Gal-1", apresentam menor taxa de
sobrevivéncia. O influxo de neutrofilos e a carga bacteriana no peritbnio sdo maiores
nos animais Gal-1” apesar da menor quantidade de bactérias detectadas no
sangue, em relacdo aos animais selvagens. No pulméo, o influxo de neutrdéfilos é
semelhante para ambos os grupos. No entanto, apds a injecdo intraperitoneal de 10’
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de bactérias, camundongos Gal-1"
apresentam maior atividade bactericida no lavado peritoneal e sangue, em relacéo
aos selvagens. A participagdo da Gal-1 na homeostase de neutréfilos foi
demonstrada in vitro, por citometria de fluxo (anexina-V-FITC), onde a inducéo de
FS nos neutréfilos tratados com Gal-1 favoreceu a fagocitose destas células por
macrofagos. Portanto, este conjunto de resultados sugere que a Gal-1, exdgena ou
endogena, pode modular fungdes imunolégicas de neutrofilos e participar da
regulacdo do processo inflamatorio/infeccioso sistémico. Palavras-chave: 1.
Galectina-1. 2. Neutréfilos. 3. Metabolismo oxidativo. 4. Sepse Polimicrobiana.



ABSTRACT

Rodrigues, L. C. Evaluation of the biological impact of Galectin-1, endogenous
and exogenous, on neutrophil functions. 2012. 99f. Thesis (Ph.D.). Faculty of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto - University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2012.

Galectin-1 (Gal-1) is a lectin that recognizes B-galactosides and participates in
biological processes, including modulation of the inflammatory response. Literature
data show the involvement of this lectin to induce exposure of phosphatidylserine
(PS - a marker of apoptosis), in the generation of reactive oxygen species (ROS) and
in modulation of neutrophil chemotaxis. However, there are few data related to the
biological impact of exogenous and endogenous Gal-1 on the biology of these cells.
This study evaluated, in vitro, some functional aspects of the interaction of Gal-1 and
neutrophil. It was determined the expression level of Gal-1 (Western blotting) and its
MRNA (real time PCR) on human leukocytes obtained from peripheral blood of
healthy donors and human promyelocytic cell line (HL-60). Peripheral blood
leukocytes and HL-60 cells do not express detectable levels of this protein as well as
the Gal-1 mRNA. Through chemiluminescence testing (CL) it was possible to analyze
the ability of recombinant human Gal-1 to induce and modulate the production of
ROS in naive and activated (n-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine-fMLP) human
neutrophils. Gal-1 induces ROS production in a dose-dependent way in fMLP
activated neutrophils. However, in naive neutrophils this lectin does not induce
oxidative stress and can negatively modulate ROS production in response to fMLP.
The effects of Gal-1 on ROS production in both non-activated cells and activated
cells are partially associated with their lectin property. In the literature there are no
data about the interference of Gal-1 on ROS production in activated neutrophils with
repeated doses of fMLP. It is known that the subsequent treatment with fMLP
reduced levels of ROS production by neutrophils; however, the presence of Gal-1 did
not affect this process. Interestingly, peritoneum neutrophils from Gal-1" mice
release more ROS in response to fMLP and exogenous Gal-1 when compared to
neutrophils from wild type animals. Based on the in vitro findings and considering that
in polymicrobial sepsis, neutrophils play an important role, the next step was to use
the M-CLP model (moderate sepsis) in mice lacking (Gal-1") or not (Gal-1*"*) Gal-1
gene. Gal-17 animals present lower survival rate and fewer bacteria in the blood
despite having higher bacterial load in infectious focus in relation to wild type mice.
The rates of neutrophils influx into the peritoneum and lungs are similar for both
groups. The participation of Gal-1 in the homeostasis of neutrophils was
demonstrated in vitro by flow cytometry (annexin V-FITC), where induced PS by Gal-
1 in the neutrophils enhanced the phagocytosis of these cells by macrophages.
Therefore, this set of results suggests that Gal-1, exogenous or endogenous, can
modulate immune functions of neutrophils and participate in the regulation of
inflammatory/infectious disorders.

Keywords: 1. Galectin-1. 2. Neutrophils. 3. Oxidative metabolism. 4. Polymicrobial
sepsis.



RESUMEN

Rodrigues, L. C. Evaluacion del impacto bioldgico de la Galectina-1, endégenos
y exdégenos, en funciones de los neutréfilos. 2012. 99 septies. Tesis (Doctorado).
Facultad de Ciencias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidad de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, de 2012.

La galectina-1 (Gal-1) es una lectina que reconoce [B-galactésido y participa en
varios procesos bioldgicos, incluyendo la modulacion de la respuesta inflamatoria.
Los datos publicados muestran la participacion de esta lectina para inducir a la
exposicion de la fosfatidilserina (FS - un marcador de la apoptosis), en la generacion
de especies reactivas del oxigeno (EROs) y la modulacién de la quimiotaxis de
neutrofilos. Sin embargo, hay pocos datos aun relacionados con el impacto biolégico
de la Gal-1, exégenos y enddgenos, sobre la biologia de estas células. Este estudio
evaluo, in vitro, algunos de los aspectos funcionales de la Gal-1 y neutrdfilo
interaccion. Se determiné el nivel de expresion de Gal-1 (Western blotting) y su
MRNA (PCR real time) en los leucocitos humanos obtenidos de sangre periférica de
donantes sanos y la linea celular humana promielocitica (HL-60). Leucocitos de
sangre periférica y células HL-60 no expresan niveles detectables de la proteina, asi
como el Gal-1 RNAm. A través de pruebas de guimioluminiscencia (CL) fue posible
analizar la capacidad humana recombinante de Gal-1 para inducir y modular la
produccién de EROs en neutréfilos humanos no estan activadas y activados con n-
Formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP). La Gal-1 induce la produccién de EROs
en forma dosis-dependiente de los neutréfilos activados con fMLP. Sin embargo, en
esta lectina no induce el estrés oxidativo en neutréfilos no activados y, ademas,
puede modular negativamente la produccion de EROs en respuesta a fMLP. Ambos
no activadas y las células activados con fMLP, los efectos de Gal-1 sobre la
producciéon de EROs estan parcialmente asociados con su propiedad lectinica. En la
literatura no existen datos acerca de la interferencia de Gal-1 en la produccion de
EROs en neutréfilos activados con dosis repetidas de fMLP. Se sabe que el
tratamiento posterior con fMLP produce niveles reducidos de EROs por neutrdfilos,
sin embargo, la presencia de Gal-1 no afecta a este proceso. Interesantemente, los
neutréfilos se recuperé del peritoneo de ratones Gal-17 liberados mas EROs en
respuesta a fMLP y exdgenos Gal-1 en comparacion con los neutréfilos de animales
salvajes. Basandose en los resultados in vitro y sabiendo que en la sepsis
polimicrobiana, los neutréfilos juegan un papel importante en el paso siguiente
consistié en utilizar el modelo M-CLP (sepsis moderada) en ratones que carecen
(Gal-1™) o no (Gal 1*"*) Gal-1 gen. Animales Gal-1"" muestran una menor tasa de
supervivencia y un menor niamero de bacterias en la sangre a pesar de tener una
mayor carga bacteriana en el foco infeccioso en relacion con la fauna silvestre. Los
indices de afluencia de neutrdéfilos en el peritoneo y pulmdn son similares en ambos
grupos. La participacion de Gal-1 en la homeostasis de los neutrofilos se demostré in
vitro por citometria de flujo (anexina V-FITC), donde FS en la induccion de los
neutrofilos tratados con Gal-1 mejorada la fagocitosis de estas células por los
macrofagos. Por lo tanto, este conjunto de resultados sugiere que la Gal-1, exdgeno
o enddégeno, son capaces de modular la funcion inmune de los neutrdfilos y
participar en la regulacién de procesos inflamatorios / infecciosos trastornos.
Palabras clave: 1. La galectina-1. 2. Los neutrofilos. 3. EI metabolismo oxidativo. 4.
Sepsis polimicrobiana.
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1. Introducéao

1.1 Lectinas: proteinas multifuncionais

As lectinas, também conhecidas como proteinas ligantes de glicanas, séo
proteinas que se ligam a carboidratos de modo reversivel e especifico. Glicana € um
termo genérico usado para se referir a aglcares ou conjunto de aclcares livres ou
ligados a outra categoria de molécula, como proteinas (glicoproteinas) e lipideos
(glicolipideos). A atividade de reconhecimento de carboidratos das lectinas é
frequentemente associada a uma regido polipeptidica distinta nessas proteinas,
denominada CRD (Carbohydrate Recognition Domain) (SHARON, 1993; DODD;
DRICKAMER, 2001; VARKI et al., 2009).

As lectinas, animais ou vegetais, sdo classificadas com base na sequéncia de
aminoacidos e na homologia estrutural de seus CRDs. As lectinas de animais sao
agrupadas em diferentes familias identificadas como tipos: C (célcio dependente), S
(galectinas), I, M, L, P, R e outras. Além disso, existe uma classe de lectinas que
reconhecem glicosaminoglicanos (GAG). GAGs séo polissacarideos compostos por
unidades repetitivas de dissacarideo linear, como hexosamina e hexose ou &cido
hexurénico, associados a cadeias laterais de proteinas (proteoglicanos), ou sao
complexos de polissacarideos livres (DRICKAMER, 1988; KILPATRICK, 2002;
VARKI et al., 2009).

A primeira lectina de origem animal foi descrita por WATKINS & MORGAN,
em 1952, a qual mostrava especificidade para o acucar L-Fucose. O isolamento da
primeira lectina de mamifero, uma lectina hepatica ligante de galactose (the
galactose-specific hepatic asialoglycoprotein receptor), ocorreu em 1974, enquanto
os pesquisadores GILBERT ASHWELL e ANATOL G. MORELL buscavam estudar
0S mecanismos que controlam o tempo de vida de glicoproteinas na circulagédo
sanguinea (HUDGIN et al, 1974; STOCKERT; MORELL; SCHEINBERG, 1974). Ao
mesmo tempo, TEICHBERG e colaboradores (1975) realizaram o isolamento a partir
de um peixe conhecido como enguia elétrica, do primeiro membro da familia das
lectinas B-galactose-especificas, a electrolectin, hoje denominada galectina-1 (Gal-1)
(BARONDES et al., 1994).

A familia das galectinas foi inicialmente classificada como tipo-S (dependente
de grupos sulfidrilicos) para denotar a presenca de cisteinas livres nessas moléculas

e a dependéncia da solubilidade e atividade lectinica na manutencéo de seus grupos
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sulfidrilicos na forma reduzida (BARONDES et al., 1994; CUMMINGS; LIU, 2009). As
galectinas séo proteinas soluveis, ndo possuem peptideo sinal, estdo confinadas em
compartimentos citosdlicos e sao liberadas para o meio extracelular através de um
mecanismo secretério ndo convencional (COOPER; BARONDES, 1990; SATO et al.,
1993). Em mamiferos, foram descritas, até o0 momento, 15 galectinas, subdivididas
em trés categorias com base na homologia estrutural de seus CRDs e de suas
sequéncias de aminoécidos. A figura 1 ilustra as galectinas do tipo: a) prototypical,
que sao aquelas que contém um uUnico CRD e formam homodimeros nao
covalentes; b) chimeric, as quais apresentam um CRD e um dominio amino-terminal
rico em residuos de prolina, glicina e tirosina, o qual é sensivel a metaloproteinases
e contribui para a oligomerizacdo dessas lectinas; c) tandem-repeat, polipeptideos
Unicos compostos por dois CRDs distintos conectados por um peptideo ligador de 5
a 50 residuos de aminoéacidos (CUMMINGS; LIU, 2009; BOSCHER; DENNIS; NABI,
2011).
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(@) Galectinas tipo prototypical: (b) Galectina tipo chimeric:

1,2,5,7,10,11,13,14,15, galectina-3
‘ (c) Galectinas tipo tandem-repeat:
4,6,8,9,12

‘_

g
v

Glicoproteinas c c @ Dominio de reconhecimento de carboidrato
(CRD)

Glicolipideos Dominio de oligomerizagdo

Current Opinion in Cell Biology

Figura 1. Classificacdo das galectinas de mamiferos. As galectinas séo classificadas
em 3 grupos de acordo com suas caracteristicas estruturais: prototypical, chimeric e
tandem repeat. Os dominios de reconhecimento de carboidratos (CRD) das galectinas
apresentam aproximadamente 130 residuos de aminoéacidos, sendo que apenas alguns
desses residuos interagem diretamente com os carboidratos livres ou constituintes de
glicolipideos e glicoproteinas. Os CRDs das galectinas estdo representados por formas
elipticas em diferentes cores de acordo com cada grupo. A galectina do tipo chimeric,
galectina-3, pode formar oligbmeros,como representado pelas esferas em verde.
Adaptado de BOSCHER; DENNIS; NABI, 2011.
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As galectinas sé&o expressas por uma grande variedade de tipos celulares e
podem tanto participar de interacdes célula-célula e célula—matriz extracelular
guanto modular funcdes celulares (CAMBY et al., 2006; CUMMINGS; LIU, 2009). No
espaco extracelular, a interacdo dessas lectinas com glicanas das superficies de
células do sistema imunoldgico pode, de modo interessante, promover a modulacdo
da producdo de citocinas e mediadores, adesdo celular, apoptose, quimiotaxia e
endocitose (CUMMINGS; LIU, 2009; LIU; RABINOVICH, 2010, BOSCHER; DENNIS;
NABI, 2011).
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Interac&io com glicolipldeos: Interaciio com receptores glicoproteicos:
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Current Opinion in Cell Biology

Figura 2. Galectinas participam de véarios eventos bioldgicos por meio da interacéo
com componentes da superficie de células e matriz extracelular. As galectinas
interagem com integrinas e outras moléculas localizadas na matriz e no compartimento
celular, regulando eventos de adesao e migracao como a formacdo de pseuddpodes, a
polimerizagdo de actina e o remodelamento de fibronectina. As interagdes que envolvem
glicolipideos desencadeiam processos de reorganizagdo de micro-dominios lipidicos e
transporte de proteinas através da membrana. Além disso, estas lectinas podem interagir
com diferentes receptores celulares, inclusive os do tipo tirosino-quinases e receptores
glicoproteicos de células T (TCR, CD3, CD7, CD43, CD45), regulando eventos de
sinalizacdo celular mediados por citocinas pré e anti-inflamatorias. O padrdo de
glicosilacdo e o estado metabdlico das células sdo fatores determinantes para a ligacéo
galectinas/células e consequentes eventos biolégicos resultantes desta interacao.
Adaptado de BOSCHER; DENNIS; NABI, 2011.
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Ja& em um ambiente intracelular, as galectinas podem tanto participar de vias
de sinalizacédo e splicing de mRNA quanto modular algumas respostas biolégicas,
como apoptose, diferenciacdo e migracao celulares. Assim, essas proteinas podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da resposta inflamatéria,
doencas autoimunes, aterosclerose, processos infecciosos e cancer (CUMMINGS;
LIU, 2009; LIU; RABINOVICH, 2010).

Recentemente, as galectinas, por reconhecerem glicanas presentes em
microrganismos, tém sido consideradas como uma nova classe de receptores para
padrées moleculares associadas a patégenos (pathogen associated molecular
patterns - PAMPS). Ainda, por serem encontradas em tecidos danificados por acao
de patdgenos, sdo descritas como potenciais candidatas a padrbes moleculares
associados ao dano tecidual (danger associated molecular patterns - DAMPS) e,
portanto, participam da montagem e desenvolvimento da resposta inata em
processos infecciosos (CERRI et al.,, 2008; SATO et al.,, 2009). Nesta linha, foi
descrito que a galectina-4 e a galectina-8 sdo capazes de interagir com bactérias
gue expressam carboidratos do sistema ABO humano e de induzir a morte desses
microrganismos (STOWELL et al., 2010).

1.2 A galectina-1 (Gal-1)

A Gal-1, anteriormente chamada de lectina L14 (GU et al., 1994), é uma
proteina acida (pl 5.6), possui N-terminal acetilado, ndo possui peptideo sinal e
apresenta residuos de cisteinas livres. Essa lectina apresenta uma topologia
molecular do tipo jelly-roll composto por duas folhas-f anti-paralelas (LOPEZ-
LUCENDO et al.,, 2004). Os mondmeros de Gal-1 possuem massa molecular
aparente de ~15kDa, associam-se por meio de interacdes ndo covalentes e formam
homodimeros com constante de associagéo de 7uM (BARONDES et al., 1994; CHO;
CUMMINGS, 1995), sendo que as formas monomérica e dimérica podem ou nao
apresentar as mesmas propriedades biolégicas (CAMBY et al., 2006).

A Gal-1 humana é codificada pelo gene LSGALS1, de 4397 pares localizados
no cromossomo 22 regiao ql2 (CHIARIOTTI et al., 2004). O transcrito de 0,6kb
resulta do splicing de 4 exons e codifica uma proteina de 135 aminoacidos
(CHIARIOTTI et al., 2004). A Gal-1 de camundongo é codificada pelo gene Isgalsl,
de 3451 pares de base, localizado no cromossomo 15 na regido 44.9cM na

citobanda E, dando origem a um transcrito de 817 pares de base, traduzido a uma
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proteina de 135 amino&cidos (LOHR et al., 2007). As duas proteinas possuem
identidade de 88,15% e homologia de 94% (STOWELL et al., 2009).

Andlise de estruturas cristais de Gal-1 ligadas a glicanas (DIAS-BARUFFI et
al., 2002; LOPEZ-LUCENDO et al., 2004), bem como estudos de ligacdo desta
lectina com neoglicoproteinas imobilizadas (STOWELL et al, 2004) e
glicoconjugados de superficie celular (PATNAIK et al., 2006), mostram que a Gal-1
reconhece residuos de galactose terminal e que esta ligacdo proteina-carboidrato
pode ter interferéncia de glicanas de diferentes complexidades estruturais e ser
sensivel a condicbes oxidantes. A expressdo de galectina-1 foi observada em
células epiteliais do timo (BAUM et al., 1995), em células T primadas com antigeno
(BLASER et al., 1998), em macréfagos ativados (RABINOVICH et al., 1996), em
células B ativadas (ZUNIGA et al., 2001), em células endoteliais (LA et al., 2003) e
em células do estroma e Orgdos linfoides murinos, como o timo e linfonodo
(CHIARIOTTI et al., 1999; RABINOVICH; RUBISTEIN; TOSCANO, 2002).

Além de presente no citoplasma, a Gal-1 também foi detectada no nucleo
(VYAKARNAM et al., 1998). Diversas evidéncias indicam que a Gal-1, juntamente
com galectina-3, estdo envolvidas no splicing de pré-mRNA, uma vez que o extrato
nuclear depletado de ambas as galectinas perdeu a capacidade de realizar splicing,
e a adicdo de Gal-1 ou galectina-3 recombinante foi capaz de restaurar tal atividade
(VYAKARNAM et al., 1997).

Foram descritos alguns receptores para Gal-1 em células T, incluindo CD2,
CD7, CD43 e CD45 (PACE et al., 1999; 2000; HERNANDEZ et al., 2006), fato
evidenciado pela redistribuicdo dessas glicoproteinas em microdominios especificos
apos a incubacdo com Gal-1. Entretanto, o possivel envolvimento de CD45 na
inducdo de apoptose por esta lectina ainda é controverso (WALZEL et al., 1999,
NGUYEN et al.,, 2001; FAJKA-BOJA et al., 2002), provavelmente devido as
diferencas na glicosilacdo especifica dessas glicoproteinas, que afetam a resposta
de células T a Gal-1. A ligacdo de Gal-1 a células T inicia uma variedade de eventos
de transducdo de sinal, tais como ZAP-70 e ERK-2, fosforilagdo da tirosina de
fosfolipase Cy-1 (PCy-1), influxo de calcio, ativacdo de fatores de transcricdo como
AP-1 e NF-kB e reducdo da proteina anti-apoptética Bcl-2, importante para a
fisiologia e a sobrevivéncia de célula T (VESPA et al., 1999; RABINOVICH et al.,
2000a; TOSCANO et al., 2011).
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Além disso, a Gal-1 pode promover a apoptose de células T produtoras da
citocina pré-inflamatéria IL-17 (Tyl7) e ndo de células Ty2 produtoras de IL-10 e
TGF-B (citocinas com carater anti-inflamatorio) (TOSCANO et al., 2007).
Interessantemente, as células associadas a linfomas de Hodgkin podem promover o
escape da resposta imunoldgica antitumoral, por expressarem grandes quantidades
de Gal-1 (JUSZCZYNSKI et al., 2007). Segundo esses autores, a Gal-1 esta
envolvida neste processo de escape imunoldgico por favorecer a secrecdo de
citocinas Ty2 (MOTRAN et al., 2008) e a expansdo de células T regulatorias do tipo
CD4+, CD25+(high) e FOXP3+.

Diversos trabalhos também mostram a participacdo da Gal-1 na resposta
imunolégica inata e em processos inflamatoérios. A Gal-1 inibe tanto a liberagdo do
acido araquidénico (AA) e da prostaglandina E2 no modelo de edema de pata
causado pela injecdo de fosfolipase A, (PLA;) de veneno de abelha (RABINOVICH
et al.,, 2000b), quanto a producdo de Oxido nitrico (NO) e a expressdao de NO
sintetase induzivel (iINOS) em macrofagos estimulados com LPS (CORREA et al.,
2003). Nesta mesma linha, mondcitos humanos tratados com essa lectina
apresentam reducdo da fagocitose via receptores da classe FcyRIl e inibicdo da
expressdo de MHCII, com consequente reducdo da apresentacdo de antigenos a
células T (BARRIONUEVO et al, 2007).

A administracdo in vivo da Gal-1 tem sido usada com sucesso ha prevencao
da instalacdo da inflamacao crénica em modelos experimentais de encefalomielite
autoimune (OFFNER et al., 1990), colite (SANTUCCI et al., 2003), pancreatite
cronica (WANG et al., 2000) e artrite reumatoide, em que a administracdo de Gal-1
aboliu a resposta autoimune. Importante observar que, no ultimo caso, o efeito
terapéutico foi acompanhado por mudanca de resposta de citocinas para padrdo T2
(RABINOVICH et al., 1999).

A reducdo na producdo de IFN-y também foi observada em modelo de
hepatite induzida por concanavalina A (Con-A) (SANTUCCI et al., 2000), uveite
autoimune experimental (TOSCANO et al., 2006) e reacdo de enxerto versus
hospedeiro (BAUM et al.,, 2003). Nesta linha, camundongos deficientes de Gal-1
produzem mais IFN-y e IL-17 em modelo de neuroinflamacdo autoimune
experimental (TOSCANO et al., 2007).

Portanto, esses estudos realizados em varios modelos experimentais tém

estabelecido que a Gal-1 tem atividade anti-inflamatoéria e imuno-regulatéria, estando
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essa modulacdo da resposta imunolégica relacionada ao efeito benéfico do uso de
Gal-1 no tratamento de diversas doencgas autoimunes/inflamatodrias experimentais
(LIU; RABINOVICH, 2010).

1.3 O neutréfilo naimunidade inata

Os neutrdfilos sdo granuldcitos produzidos e armazenados ha medula éssea e
liberados para o sangue periférico, onde tém uma média de vida na circulacédo de
apenas 6 - 7 horas. Essas células representam de 50 a 70% do total de leucécitos
no sangue periférico humano, séo esféricas e possuem tamanho de 10 a 20um de
diametro, com nucleo segmentado constituido de cromatina purplrea escura e
densa e com de 3 a 5 lobulos interligados (JOHNSON; VARANI; SMOLEN, 1992).
Os granulos intracelulares séo classificados em primarios (ou azurofilos),
secundarios (ou especificos), terciarios (ou de gelatinase) e vesiculas secretérias,
cujos componentes estdo relacionados a fagocitose e a morte intracelular de
microrganismos (matriz rica em enzimas e peptideos com atividade microbicidas
(BORREGAARD; COWLAND, 1997). Tais granulos sao responsaveis pelo
armazenamento e pela expressdo de moléculas de adesao (CD18, CD66 e CD67),
de receptores (TNFR1-2, CD14, MyD88, fMLPR, CD35, CD16, IgG-A-E, TLR1-2-4-6-
8, CXCR-1-2-3-4 INF-aR1-2, IL-1-4-6-10-13-17-18), de proteinas anti-bactérias
(GP91P™X p22P"° " |isosima, mieloperoxidase, defensinas, entre outras) e de
proteases (MMP25, gelatinase, colagenase, elastase, proteinase3 e cathepsinaG)
(BORREGAARD; SORENSEN; THEILGAARD-MONCH, 2007; HAGER; COWLAND;
BORREGAARD, 2010).

Os neutrofilos participam do sistema imunolégico inato como fagécitos
profissionais, contribuindo para a primeira linha de defesa do organismo contra
agentes patogénicos (KUMAR; SHARMA, 2010). O recrutamento de neutréfilos ao
foco inflamatorio/infeccioso envolve uma cascata de eventos iniciada pelo contato
dos leucécitos com o endotélio vascular ativado (WILLIAMS et al., 2011). A captura
e 0 rolamento dos neutréfilos sdo mediados primeiramente pela ligacdo de
moléculas de baixa afinidade, presentes no endotélio (P- e E-selectinas), com
ligantes presentes na superficie dos neutréfilos (PSGL-1-ligante de P-selectina, ESL-
1-ligante de E-selectina e CD44). A presenca de quimiocinas, bem como a ligagao
com seus respectivos alvos nestas células, modula positivamente a expresséo de

moléculas de alta afinidade como as integrinas (32 — CD18). As integrinas LFA-1
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(CD11a/CD18) e Mac-1 (CD11b/CD18) interagem com ICAMs (moléculas de adesao
expressas no endotélio), diminuindo o rolamento dos neutréfilos para que ocorra
transmigracdo endotelial. Varias proteinas trans-membranares, incluindo PECAM-1,
ICAM-1, VE-caderina, JAMs e CD99, também participam deste processo de
diapedese (WILLIAMS et al., 2011).

Uma vez no local da inflamacéo, os neutrofilos atuam através de mecanismos
independentes e dependentes de oxigénio, 0s quais compreendem a fagocitose, a
desgranulacédo, a producdo de mediadores anti e pro-inflamatorios (IL-1, IL-6 e IL-8,
ativador de plasminogénio, TNF-a), além de poderem atuar como apresentadores de
antigenos para linfocitos T (MAYER-SCHOLL et al.,, 2004) A destruicdo de
patégenos no interior do fagossoma de modo independente do oxigénio ocorre com
a fusdo de gréanulos, seguida da liberacdo de substancias microbicidas, tais como
defensinas, lisozimas e proteases. A elastase neutrofilica é uma enzima efetora
chave no sistema imunoldgico inato, pois apresenta uma potente atividade contra
fungos e bactérias, principalmente Gram-negativas (BRINKMANN, 2004; PHAM,
2006).

Além dos mecanismos microbicidas independentes de oxigénio, a fagocitose
€ acompanhada de um conjunto de alteracbes metabdlicas nas células fagociticas,
denominado burst, ou explosdo respiratéria, metabdlica ou oxidativa (BABIOR,
1999). A producéo de espécies reativas do oxigénio (EROs) pode ser desencadeada
quando as células fagociticas entram em contato com estimulos como PMA (Phorbol
Myristate Acetate), fMLP (n-Formil-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine), AA, Con-A,
ionoforos, complexos imunes e ainda particulas antigénicas (zimozan, latex)
opsonizadas com anticorpos e componentes do sistema complemento (BROWN,
1995). O metabolismo oxidativo dos neutréfilos é mediado por um complexo
enzimatico chamado NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Reduzida)
oxidase (BABIOR, 2002). O complexo é formado por componentes existentes no
citosol [p40P"  p4a7P"*  p67P"*(phox=phagocyte) e Rac2] e subunidades
encontradas na membrana plasmatica, na membrana dos granulos especificos, de
gelatinase e vesiculas secretérias (gp91P"*, p22°"* e Rapl). As duas subunidades
gp91P"* e p22P"°* ocorrem como uma flavohemeproteina conhecida como citocromo
b558, cuja funcéo é transferir elétrons através da membrana (tanto para fora das
células quanto dentro dos fagossomas) para o oxigénio molecular, gerando o anion

superoxido (O2). A separacdo desses dois grupos de componentes da NADPH
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oxidase e a distribuicdo entre compartimentos celulares distintos permitem que a

oxidase esteja inativa enquanto a célula nao for ativada (BABIOR, 2002).
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Figura 3. Ativacdo do complexo NADPH oxidase. Os componentes citosolicos
p40P"* p47P"* e p67°"* estdo complexados, com excecdo do Rac2, que, ligado ao
GDP, atua como inibidor da translocacédo. O processo de ativacdo envolve fosforilacdo
da p47 e consequente translocacdo do complexo citoplasmatico para a membrana,
formando o complexo ativo. O NADPH doa seus elétrons, os quais séo transferidos para
o oxigénio molecular através das subunidades gp91°"* e p22""** gerando o anion
superoéxido (0y). O O, é convertido em peréxido de hidrogénio (H,O,), que, por sua vez,
forma outros radicais livres do oxigénio por meio de reagfes quimicas e enzimaticas.
Adaptado de ASSARI, 2006.
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A atividade da NADPH oxidase foi verificada em neutréfilos humanos de
pacientes com doenca granulomatosa crbénica (DGC). A DGC é autossdmica
recessiva e se caracteriza por um defeito genético no componente citosoélico da
NADPH oxidase, p®’ e p*’ respectivamente, caracterizando as diferentes formas
dessa doenca (ROOS et al., 1996).

A producdo de EROs em neutrofilos ativados pode provocar, na superficie
dessas células, a exposicdo de fosfatidilserina (FS), um componente fosfolipidico
normalmente mantido no lado citosélico das membranas celulares e que se torna
exposto através de mecanismos de ativacdo celular e apoptose (ARROYO et al.,
2002). Entretanto, FADEEL e colaboradores (1998) demonstraram a existéncia de
dois mecanismos: um dependente da producdo de EROs e outro ndo, responsaveis
pela inducdo de exposicdo de FS na superficie de neutrofilos e sua consequente
eliminacao dos tecidos por fagocitose.

Em um estudo que utilizou células diferenciadas HL-60 (linhagem pro-
mielocitica humana) e neutréfilos de sadios, essas células confirmaram que o
tratamento com ativadores da NADPH oxidase como PMA e zimozan é capaz de
disparar a producdo de EROs, e o blogueio da atividade enzimatica com DPI
(lodoniodifenileno) mostrou a inibicdo da explosdo respiratéria e a falha na
exposicdo da FS na superficie dessas células (ARROYO et al., 2002). O DPI atua no
bloqueio da atividade enzimética por captura do elétron no momento da
transferéncia do elétron para o citocromo b, no momento da formacgédo do complexo.

BENGTSONN e colaboradores (2006) demonstraram ainda que 0S processos
de polimerizagédo e despolimerizacdo do citoesqueleto de actina contribuem para
regulacdo e montagem do complexo NADPH oxidase presente nos neutrofilos.

Na literatura, portanto, ainda séo conflitantes os achados referentes a
correlacao entre apoptose e geracdo de espécies reativas do oxigénio, bem como os
processos que incluem a participacdo de marcadores constitutivos do
reconhecimento celular nos processos de fagocitose e/ou apoptose envolvendo a

homeostase de células do sistema imune.
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1.4 Participacéo da Gal-1 nas func¢des de neutrofilos

Dados da literatura tém mostrado a acdo da Gal-1 sobre alguns aspectos
funcionais dos neutrofilos. TIMOSHENKO e colaboradores (1993) demonstraram
que Gal-1 originada da placenta humana induz a liberagcdo de superoxido em
neutrofilos de pacientes com determinados tipos de tumores e que Gal-1 humana,
proveniente do bacgo, também induz o mesmo efeito em neutréfilos homélogos, na
presenca de citocalasina B (CB) (ELOLA; FLINK, 1999). De modo interessante, ha
uma correlacdo positiva entre a inibicdo da polimerizacdo do citoesqueleto de actina
induzida por CB e o aumento da atividade da NADPH oxidase (COHEN;
CHOVANIEC; WILSON, 1982). ALMKVIST e colaboradores (2002) mostraram que a
Gal-1 se liga, principalmente, a superficie de neutréfilos ativados (membrana dos
granulos de vesiculas secretérias e de granulos de gelatinase). Em neutrofilos
ativados e em células de linhagem pré-mielocitica (HL60), foi descrito que esta
lectina € capaz de ativar a enzima NADPH oxidase, de induzir expresséo de FS e de
promover a fagocitose dessas células por macrofagos sem promover fragmentacao
do DNA, mudancas no potencial da membrana mitocondrial ou ativacdo de
caspases. Desta forma, estes autores sugerem que a Gal-1 participa da homeostase
de neutrdfilos independentemente da apoptose (ALMKVIST et al.,, 2002; DIAS-
BARUFFI et al., 2003; KARMAKAR; CUMMINGS; MCEVER, 2005; STOWELL et al.,
2007).

A exploséao respiratoria e a exposicdo de FS em neutrdfilos induzida por Gal-1
ocorrem em neutrofilos ativados com fMLP, o que parece estar associado a
capacidade de fMLP provocar alteracbes na superficie dos neutréfilos (DIAS-
BARUFFI et al., 2003; ALMKVIST et al.,, 2002). Além disso, neutréfilos humanos
exsudados apresentam maior numero de ligantes de Gal-1 em comparacdo aos
neutréfilos do sangue periférico (ALMKVIST et al., 2002). ELOLA e colaboradores
(2005) mostraram que o tratamento com Gal-1, proveniente do bago de suinos,
permitiu a desgranulacdo dos neutrofilos na presenca de citocalasina B. Ainda, em
neutréfilos humanos, de acordo com ALMKVIST e colaboradores (2002), a Gal-1 é
capaz de induzir a liberagcédo de MPO (mieloperoxidase) e gelatinase.

Em modelo experimental de inflamacgé&o in vitro e in vivo, a Gal-1 inibiu a
migracao de neutrofilos induzida por mediadores inflamatérios como a IL-1, a IL-8 e

o TNF-a (LA et al., 2003). Nesta linha, mostrou-se que essa lectina inibe o edema, o
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extravasamento de neutrofilos e a desgranulagdo de mastocitos (RABINOVICH et
al., 2000b).

A interacdo do neutrofilo com o endotélio promove a expressdo de outra
lectina: a galectina-3. GIL e colaboradores (2006b) sugeriram um possivel papel
destas lectinas na modulacdo da resposta inflamatéria. Estes pesquisadores
descrevem também que a Gal-1, diferentemente da galectina-3, pode apresentar
uma caracteristica anti-inflamatoria, pois a primeira € capaz de modular
negativamente a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de roedores
(GIL et al., 2006a). COOPER e colaboradores (2008) demonstraram in vitro que
células endoteliais nocauteadas para o gene para Gal-1 promovem um aumento no
extravasamento de neutrofilos, sugerindo a participacdo desta lectina na diminuicédo
da quimiotaxia e no rolamento e na adesao destes leucdcitos ao endotélio ativado.

Nesta linha, outros autores demonstraram que o pré-tratamento com Gal-1 no
modelo animal de peritonite induzida por zimozan resultou na diminuicdo da
expressdo de moléculas de adesdo (L-selectina e B2-integrina) na superficie de
neutrofilos. Além disso, houve também uma diminuicdo nos niveis dos mediadores
TNF-a e IL-1B8 no lavado peritoneal destes camundongos (GIL; GULLO; OLIANI,
2010).

Na maioria das células ndo ativadas por estimulos pré-inflamatorios, o NF-kB
esta presente no citoplasma e complexado com a proteina inibitéria IkBa (GHOSH,;
KARIN, 2002). Mediadores pro6-inflamatoérios, como o LPS e o TNF-a, promovem a
fosforilacdo da proteina inibitéria citoplasméatica IkBa, e este processo libera o NF-kB
do complexo inibitério (NF-kB-IkBa), permitindo sua translocagéo para o nucleo e a
sua interacdo com regides génicas promotoras responsivas ao NF-kB (BAEUERLE;
BALTIMORE, 1996). O fator nuclear de transcricdo NF-kB regula a expressao de
varios genes pro-inflamatérios como moléculas de adesédo (ICAM-1 e V-CAM-1),
fatores quimiotaticos (IL-8 dentre outros) e citocinas (IL-6, IL-18 e TNF-a), podendo
participar da patogénese de diversas doencas associadas ao descontrole do
processo inflamatorio (BARNES; KARIN, 1997; STRNAD; BURKE, 2007). A ativacao
NF-kB aumenta a expresséo de Gal-1 em células T. Por outro lado, a Gal-1 exdgena
pode modular negativamente a ativacdo NF-kB através da inibicdo da degradacao
de seu inibidor IkB-a (TOSCANO et al., 2011). Estes autores sugerem, portanto,

que a Gal-1 participa de um processo auto-regulado através do qual o fator
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transcricional NF-kB aumenta a expressao de Gal-1, o que diminui os eventos de
sinalizacéo a ele relacionados.

Embora os mecanismos que controlam a homeostase e as fungbes de
neutrofilos ndo estejam bem definidos, podemos observar, com base na literatura,

gue a Gal-1 tem importante participagdo neste processo.

1.5 Participacado do neutroéfilo na patogenia da sepse

A sepse é resultado de uma complexa resposta imunoldgica sistémica
deflagrada por um agente infeccioso. Esta sindrome complexa ocorre quando 0s
mecanismos de defesa inicial do hospedeiro séo incapazes de conter a infeccao
primaria, resultando em um processo inflamatorio e infeccioso descontrolado, que
conduz a quadros de hipotensédo, coagulopatia, falha multipla de 6rgdos e até a
morte (COHEN, 2002).

As caracteristicas da resposta imunoldgica inata séo cruciais na evolucao da
sepse. Este processo € mediado por patdégenos ou seus produtos, identificados
como PAMPs (pathogen associated molecular patterns), que sao reconhecidos por
receptores de reconhecimento padrdo (pattern recognition receptors — PRR), por
padrées moleculares associados ao dano (danger associated molecular patterns -
DAMP) e por alarminas (CASTELLHEIM et al., 2009). Além disso, evidéncias
recentes tém mostrado que acidos nucleicos oriundos de patdgenos ou de células
hospedeiras danificadas participam da modulacdo da cascata de ativacao
intracelular (BLEIBLO et al., 2012). A ativacdo resulta na producéo de citocinas pro-
inflamatodrias, quimiocinas e espécies reativas do oxigénio, que, em altas
concentracfes, conduzem ao choque séptico e a morte (JEAN-BAPTISTE, 2007).
Neste contexto, a Gal-1 pode estar envolvida na resolucdo da sepse por ser
descrita, recentemente, como uma molécula associada ao dano celular (DAMP) e,
ainda, por atuar como receptora de padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPSs) (SATO et al., 2009). Esta lectina também participa da modulagdo negativa
de citocinas inflamatorias através da inibicdo da degradacédo do inibidor de NF-kB, o
IkB-a (TOSCANO et al., 2011). Uma vez liberado, o NF-kB dispara a transcricdo de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B), quimiocinas (IL-8, MIP-1a, MIP-2),
moléculas de adesdo (E-selectinas P-selectinas, ICAM-1, V-CAM), iINOS, COX-2,
fosfolipase A, AA e proteinas de fase aguda (CASTELLHEIM et al., 2009). Dados
da literatura mostram ainda que a Gal-1 induz a producdo de espécies reativas do
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oxigénio em neutrdéfilos ativados, podendo contribuir para o cleareance de bactérias.
Neste contexto, galectinas 4 e 8 sdo capazes de reconhecer e eliminar bactérias que
expressam carboidratos do sistema ABO humano (STOWELL et al., 2010).

O recrutamento de neutrofilos para o foco infeccioso é primordial para a
eliminacdo de bactérias patogénicas, devido a capacidade destas células de
fagocitar e liberar enzimas liticas, radicais livres do oxigénio e do nitrogénio e
polipeptidios antimicrobianos (SEGAL, 2005). Animais submetidos a sepse nao
grave sao capazes de controlar a infeccdo, apresentando uma efetiva migracédo de
neutréfilos para o foco infeccioso. Em contrapartida, animais submetidos a sepse
grave, pelo modelo de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP - Cecal ligation and
puncture), apresentam comprometimento da migracdo para o foco priméario,
resultando no descontrole da infeccdo (ALVES-FILHO et al., 2006, 2008). A faléncia
na migracao dos neutréfilos foi também observada em pacientes sépticos, e, junto a
este fenbmeno, foi relatada uma menor resposta destas células diante de agentes
guimiotaticos como CXCLS8, fMLP e LTB4 (TAVARES-MURTA et al., 2002).

O papel do neutréfilo, no entanto, nem sempre é benéfico, podendo ser
nocivo no processo de resolucdo da sepse, pois estas células, quando ndo migram
para o foco primario, acabam sendo sequestradas em 6rgdos secundarios distantes
do local da infeccdo, como pulméao, figado, rins e coracdo, conduzindo para leséo
tecidual ou perda da funcéo organica (COHEN, 2002; ABRAHAM; SINGER, 2007).
Estes eventos de migracdo contribuem para a patogénese da sepse e estédo
diretamente relacionados com a elevada taxa de mortalidade dos individuos
acometidos (MULLER KOBOLD et al., 2000; PINHEIRO da SILVA F; SORIANO,
2009).

Desta forma, o desenvolvimento deste projeto buscou o melhor entendimento
da participacdo da Gal-1 nas funcdes de neutrofilos relacionadas ao metabolismo
oxidativo, na homeostase destas células e na patogenia da sepse, podendo assim
gerar subsidios para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas no
reconhecimento de carboidratos aplicaveis a diversas patologias e associadas ao

processo inflamatorio.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo estudar o impacto biolégico da galectina-1
(Gal-1), exdégena e/ou enddgena, sobre diferentes aspectos funcionais de neutrdfilos

humanos e murinos.

2.2 Objetivos Especificos
In vitro:
Avaliacao do nivel de interferéncia da Gal-1 em neutroéfilos humanos, ativados
ou nao, sobre alguns aspectos funcionais dessas células como:
(a) liberacao de espécies reativas do oxigénio (EROS);
(b) atividade bactericida de neutrofilos;

(c) atividade fagocitica de macréfagos sobre neutrofilos.

In vivo:

Analise da participacdo da Gal-1 no modelo experimental de sepse induzida
(CLP) em camundongos destituidos ou ndo do gene da Gal-1.
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3. Metodologias

3.1 Obtencéao e purificacdo de galectina-1 recombinante humana dimérica (Gal-
1)

As galectinas foram obtidas de culturas de bactérias (E. coli cepa M-15)
transformadas com plasmideo PQU-50 contendo o gene completo da Gal-1. A
inducdo da expressao desta proteina pelas bactérias foi feita com adicéo de 0,36g/L
de IPTG (isopropil B-D-tiogalacto-piranozideo) na cultura. Os sobrenadantes brutos
das culturas bacterianas contendo a referida lectina foram submetidos a
cromatografia de afinidade em coluna de agarose-lactose. As preparacdes de Gal-1
purificadas foram estocadas a -80°C em tampéao de eluicdo [solucdo salina fosfato
(PBS) adicionado de 100mM de lactose e 14mM de 2B-mercaptoetanol (2-ME)].
Esse processo cromatografico foi monitorado por leitura de densidade Optica
(280nm) e eletroforese em gel de poliacrilamida. As bactérias citadas foram cedidas,
gentilmente, pelo Prof. Dr. Richard D. Cummings, do Departamento de Bioquimica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Emory, Atlanta, Georgia — EUA. As
concentracbes proteicas das solucbes de Gal-1 foram determinadas pelas
absorbancias em 280nm, e estes valores foram convertidos para concentracao
(mg/mL) com o uso do coeficiente de extincdo molar (1,17) destas moléculas.

ApoOs esta etapa, as fracbes de Gal-1 foram tratadas com iodoacetamida
(37mg para cada 12mg de proteina - Sigma) por 12 horas, para alquilacdo de seus
sitios oxidaveis, 0 que aumenta sua estabilidade, embora preserve sua capacidade
lectinica. As fragBes foram entdo repurificadas em coluna de exclusdo molecular
(PD10) e submetidas a uma coluna de polimixina B (Detoxi-Gel Endotoxin Removing
Gel - Pierce), a fim de se removerem residuos de lipopolissacarideos (LPS)
provenientes da etapa de purificacdo do lisado bacteriano. Por fim, apds a etapa de
remocdo do LPS, as aliquotas de Gal-1 foram filtradas em membrana de 0,22um
para sua esterilizacdo. Em seguida, para testar a atividade lectinica da Gal-1
purificada, foi realizado ensaio de hemaglutinacéo. Tal experimento foi realizado por
meio da reacdo de inibicAo da hemaglutinacdo com acgucar hapteno especifico
(lactose 20mM) para Gal-1. A sacarose (20mM) foi usada como aclcar hapteno
controle. As solugdes de Gal-1 e de Gal-1 alquilada foram diluidas (16, 8, 4, 2, 1,
0.5, 0.250, 0.125uM), e 50uL de cada uma foram adicionados a 50uL de suspenséo

de hemécias humanas a 3% em solucdo salina fosfato (PBS) na presenca ou
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auséncia dos acucares. As hemécias ndo tratadas foram utilizadas como controle
negativo da hemaglutinacdo. A aglutinacdo das heméacias foi verificada apés 1 hora.
ApoOs as etapas de derivatizacdo e confirmacdo da preservacdo da propriedade
hemaglutinante da Gal-1 alquilada, procedeu-se ao armazenamento dessas

preparacgdes a 4°C, até o momento do uso.

3.2 Obtencéo e cultura de células

As células da linhagem promielocitica humana (HL60) foram obtidas a partir
do banco de células da American Type Culture Collection (ATCC - CCL-240™ -
EUA) e mantidas em meio RPMI (Sigma) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (RPMI-C) em camara Umida a 5%CQ, a 37°C. As células endoteliais (HUVEC -
Primary Human Umbilical Vein) foram doadas gentiimente pelo Prof. Dr. Dimas
Tadeu Covas, da Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, vinculada a Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto - SP, Brasil, e foram mantidas nas mesmas condi¢des

das células da linhagem HL60.

3.3 Separacdo de neutrofilos humanos

Os neutrofilos foram obtidos a partir do sangue periférico via pungdo venosa
com auxilio de seringa, utilizando tubo que contém o anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer®). Apés a coleta, 6mL do sangue foram transferidos para um tubo cénico
contendo 6mL do gradiente Histopaque® 1077-1 e 1119-1 (Sigma). O sangue foi
centrifugado por 30 minutos a 700xg em temperatura de 22°C. Duas faixas de
mononucleares e de polimorfonucleares foram formadas e, com auxilio de uma
pipeta, coletadas. As heméacias foram lisadas com 0,83% NH,Cl pH7,4 e as células
posteriormente lavadas com PBS. As células foram contadas em camara de
Neubauer e o valor ajustado em 1x10° células/mL em meio Hanks para serem
utilizados nos respectivos ensaios. A taxa de viabilidade foi analisada com o uso do
corante de exclusdo Azul de Tripan 0.4% (m/v).

Os leucécitos humanos foram obtidos a partir de doadores voluntarios, de
acordo com o termo de consentimento aprovado previamente pelo Comité de Etica
em Pesquisa Humana (CEP/FCFRP n°255).
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3.4 Imunodeteccdo de Gal-1 em leucécitos totais e células HL-60 pela técnica
de Western-blotting

Leucdcitos totais e células HL60 foram colocados em tampédo de amostra. O
material, entdo, foi centrifugado por 10 minutos a 10000g, e os sobrenadantes de
cada preparacao foram submetidos a determinagédo da concentracéo proteica total
com o uso do kit BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Inc. USA). Como
controles, foram utilizadas diferentes concentracdes de Gal-1 (480, 240, 120, 60, 30,
15 e 7.5ng de proteina). Finalmente, as amostras de cada sobrenadante foram
submetidas a SDS-PAGE, em concentracdo equivalente a 50ug de proteina e em
condicbes redutoras. A corrida eletroforética foi realizada em mini-gel de
poliacrilamida com concentracdo de 12,5%, utilizando tamp&o convencional de
corrida, contendo tris-glicina e 0,1% SDS (Dodecil Sulfato de Sodio - Sigma). As
proteinas foram, entéo, eletrotransferidas do gel para a membrana de nitrocelulose
(0,22pum; Hybondn - Amersham Biosciences, Alemanha) por 1,5 horas a 25V (300-
400mA) em tampao tris-glicina contendo 10% metanol. A eficiéncia da
eletrotransferéncia foi avaliada pela coloracdo das membranas com o corante
ponceau S. A etapa de bloqueio foi realizada pela incubacdo das membranas com
solucdo de PBS contendo 5% de leite bovino desnatado, por 2 horas.
Sequencialmente, a membrana foi incubada com 0,25ug/mL de anticorpo
monoclonal de anti-Gal-1 humana, purificado por afinidade, diluido em PBS
contendo 1% de soro albumina bovino (BSA - Sigma), por 1,5 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi submetida a trés lavagens com PBS/tween
20 0,05% por 10 minutos cada, sobre agitacdo. Apds as etapas de lavagens,
incubou-se a membrana com 40ng/mL de IgG de cabra anti-lgG de camundongo
conjugada com peroxidade (HRP: Horseradish Peroxidase Conjugated - Jackson
ImmunoReseach - EUA) por 1 hora. Trés etapas de lavagens foram repetidas. A
imunorreatividade para Gal-1 foi detectada usando kit ECL Western Blot (Amersham)

e filme fotogréafico (Hyperfim™ ECL™ — Amersham).
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3.5. Analise da expressdo de Gal-1 em leucdcitos humanos e em células de
linhagem HL-60 e HUVEC, por PCR em tempo real

O RNA total de cada amostra foi purificado a partir de 1x10° células,
utilizando o RNeasy Protect Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). A reacdo de PCR em
tempo real foi realizada com o kit SuperScript 1ll Platinum SYBR Green One-Step
gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) em termociclador Mastercycler EP realplex
(Eppendorf, Alemanha).

Foi realizada a quantificacao relativa do gene Gal-1 utilizando o gene B-actina
como normalizador. As reagfes de PCR em tempo real foram feitas em triplicata,
utilizando primers especificos em conjunto com o reagente SuperScript Il Platinum
SYBR Green One-Step gqRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). A amplificacdo foi
realizada em um volume final de 25uL, utilizando 10uL do reagente Master Mix (ou
SYBrGreen Master Mix), 1uL de cada primer especifico (10uM), 4uL de H,O e 5uL

de RNA diluido (equivalente a aproximadamente 10ng de RNA total). Primers:

Gal-1:
forward primer: 5’5CCTGGAGAGTGCCTTCGAGTS
reverse primer: 5CACACGATGGTGTTGGCGTC3.

B-actina:
forward primer: 5’ ATTGCCGACAGGATGCAGAAZ;;
reverse primer: 55 ACAGCGAGGCCAAGGATGGAS3'.

O aparelho de deteccdo de PCR em tempo real Mastercycler EP realplex
(Eppendorf, Alemanha) foi utilizado juntamente com o software Realplex V2.2 para
obtencéo dos valores de CT. As condi¢des padrédo de amplificacdo foram 50°C - 2
minutos, 95°C - 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C - 15 segundos e 60°C - 1

minuto (anelamento e extensdo simultanea).
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3.6 Medida do metabolismo gerador de EROs (Espécies Reativas do Oxigénio)
por quimioluminescéncia (QL) em neutréfilos humanos

O metabolismo gerador de EROs ou burst oxidativo foi avaliado com base na
metodologia descrita por CHEUNG et al., 1983. Os neutréfilos humanos (5x10°)
foram tratados em meio Hanks, na presenca ou auséncia de fMLP (n-Formil-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanine - Sigma) nas concentra¢des de 10°, 107, 10® e 10°
°M durante 10 minutos, a 37°C. Em seguida, tanto as células n&o tratadas quanto as
tratadas com fMLP foram incubadas ou ndo, com diferentes concentracdes de Gal-1
(20pM, 10uM, 5uM e 1,25uM). Em uma terceira etapa de ativacao, as células foram
estimuladas com fMLP 10°M por mais 10 minutos. A producdo de EROs foi
quantificada durante todo o periodo de ativacdo das células a cada 10 minutos,
totalizando 30 minutos. A sequéncia de adicdo dos estimulos esta descrita nas
respectivas legendas dos graficos, e o método de quantificacdo de EROs a partir
das areas relativas de quimioluminescéncia estda detalhado na figura 4. Como
controle da producdo espontanea de EROs (controle negativo), foram utilizados
neutréfilos ndo estimulados. Para testar se os efeitos da Gal-1 em relacdo a
liberacdo de EROs sédo dependentes da atividade lectinica, foram utilizados lactose
(20mM) e TDG (5mM - Thiodigalactoside) como acgUcar hapteno especifico e
sacarose (20mM) como acgucar hapteno controle, ambos na presenca de Gal-1.

O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos foi avaliado pela producdo de QL
dependente de luminol (10“*mol/L - 5-amino-2-3-dihidro-1,4-ftalazinediona - Sigma),
acompanhado em luminémetro Auto Lumat LB 953 da EG&G Berthold (Bad Wildbad,
Alemanha). O registro foi feito em c.p.m. (contagem de fétons por minuto), e os

resultados foram expressos em cpm/tempo.
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Figura 4: Avaliacdo da producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) em
neutr6filos humanos. A producdo de EROs foi avaliada em neutréfilos humanos (5x10°)
por quimioluminescéncia amplificada por luminol. Apés a incubacéo das células com luminol
(10™M, 2 minutos a 37°C), a reacao foi iniciada com adicdo do 1° estimulo, seguido de um 2°
estimulo e, por Ultimo, a adicdo de um 3° estimulo. Em cada etapa, a quimioluminescéncia
foi monitorada por 10 minutos a 37°C. Os estimulos fMLP e Gal-1 foram adicionados de
acordo com as sequéncias descritas nas legendas das figuras. A producdo de EROs foi
guantificada pela emissdo de luz capturada (cpm: contagem de fétons por minuto) pelo
equipamento Luminometer (Auto Lumat LB modelo 953, EG & G Berthold, Bad Wildbad,
Baden-W(rttemberg, Germany). A area integrada de QL foi calculada a partir dos seguintes
intervalos de tempo: 0-3 minutos (Area 1), 10-13 minutos (Area 2) e 20-23 minutos (Area 3),
contemplando aproximadamente 80% da area referente ao pico de produgéo de EROS. Bq,1:
linha de base referente as Areas 1 e 3; Bg,: linha de base referente a Area 2. A, B e C:
adicdo dos estimulos nos respectivos tempos de 0, 10 e 20 minutos.

3.7 Animais de experimentacao
Para realizagéo de experimentos in vitro e in vivo, foram utilizados camundongos

+/+

da linhagem C57BL/6, selvagens (Gal-1"") ou destituidos do gene para Gal-1 (Gal-1
"), machos e adultos, pesando de 25 a 30g. O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA - USP, Campus de Ribeirdo Preto —
Protocolo n® 09.1.323.53.5). Os camundongos Gal-1*"* e Gal-1" foram adquiridos do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. Os
animais destituidos do gene para Gal-1 (Gal-1") foram cedidos, gentilmente, pelo
Prof. Dr. Richard D. Cummings. A genotipagem dos animais foi feita por PCR
utilizando dois diferentes conjuntos de primers para o gene da galectina-1 de
camundongo, que gera amplicons de 326 pares de base (pb) (forward - 326: 5' CAG
GTC TCC AAG CTG ATG TC 3'- reverse - 326: 5' CTC TTG GCG GAG TCC CCG
AC 3") e amplicons 1263 pb (forward - 1263: 5' TGG TGG AGG TCT AGC CAG GA
3'- reverse 1263: 5° TGA GAC CAG ATT CCC GTT TGA 3'). Além disso, um

conjunto de primers para detectar K7 neo-amplicons de 480 pb, foi utilizado (forward
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- 480: 5' CCT TGC AAA GTC CAG TAT TCT GC 3 '- reverse - 480: 5' ACC TGC
GTG CAATCCATCTTG3").

+/+ Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
G a |_1 Pfgeglex2 >

Gly\/tupI . ¢
{ : Giwtdw Cromossomo 14

4

1263 pb

Gal-17" Bon1 | CHQREy | K7-NEO

v

‘ElKODW
H Cromossomo 14

L 3
*

~480 pb

3.8 Medida do metabolismo oxidativo por QL em neutréfilos de camundongos
Gal-1"* e Gal-1"

Neutréfilos de camundongos Gal-1

+/+

e Gal-1" foram coletados da cavidade
peritoneal ap6s 6 horas da injecdo de tioglicolato a 3%. As células da cavidade
peritoneal foram obtidas pela injecdo de 3mL de PBS no peritdbneo destes animais. A
porcentagem de neutréfilos foi verificada por meio da contagem diferencial das
células depositadas em laminas e coradas com Panoético Rapido (Laborclin). Apés
coleta, as células foram estimuladas com 3x10°M de fMLP ou com Gal-1 10pM por
10 minutos a 37°C. Como controle da producdo espontanea de EROs (controle
negativo), foram utilizados neutrdéfilos ndo estimulados. O metabolismo oxidativo dos
neutréfilos foi avaliado pela producdo de QL dependente de luminol (10™mol/L - 5-
amino-2-3-dihidro-1,4-ftalazinediona - Sigma), acompanhado em luminémetro Auto
Lumat LB 953 da EG&G Berthold (Bad Wildbad, Alemanha). O registro foi feito em
c.p.m. (contagem de fotons por minuto), e os resultados foram expressos em
cpm/tempo. As andlises das éareas integradas de QL foram realizadas de acordo

com a metodologia descrita na figura 4.

3.9 Atividade bactericida, in vitro, de neutréfilos humanos

Para o ensaio de atividade bactericida de neutrofilos humanos, foi utilizada a
cepa bacteriana E. coli O86:B7 — GFP (green fluorescence protein) cultivada em
meio LB (Luria-Bertani — Himedia), adicionando-se 100ug/mL dos antibibticos

v
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ampicilina (Sigma) e cloranfenicol (Sigma). A quantidade de bactérias foi
determinada em espectrofotbmetro a 600nm, confirmada pela contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC) em placas contendo 1.5% (m/v) de agar em
meio LB. As bactérias foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Richard D.
Cummings. Os neutréfilos foram isolados do sangue periférico de doadores sadios
através de centrifugacdo em gradiente de densidade Histopaque® 1077-1 e 1119-1,
como descrito no item 3.3. Ap6s o isolamento, 1x10° neutréfilos foram tratados ou
nao com Gal-1 (10uM - 10min a 37°C) e, em seguida, incubados por 2 horas (37°C
em estufa de 5% CO,) com aproximadamente 10® UFC/mL de cultura de E.coli
086:B7 — GFP (green fluorescence protein). A intensidade de fluorescéncia, relativa
a carga bacteriana, foi determinada no equipamento IVIS®Spectrum no tempo 0 e
apos 2 horas da adicdo da cultura de E. coli. A intensidade média de fluorescéncia
(MIF) foi utilizada para se determinar a atividade microbicida de neutrdfilos tratados

com Gal-1 em relac@o aos neutrdfilos ndo tratados com esta lectina.

3.10 Ensaios de atividade bactericida in vivo

Primeiramente foi avaliada a taxa de mortalidade durante 7 dias apos a
injecdo intraperitoneal (i.p.) de 4x10° UFC/mL de cultura de bactérias em
camundongos selvagens (Gal-1"*) e Gal-1". As bactérias foram isoladas a partir
das fezes coletadas da regido do ceco de animais selvagens e cultivadas em meio
Brain Heart Infusion (BHI - ®BD). A atividade bactericida foi avaliada apos 6 horas
de injecdo i.p. de 4x10°® UFC/mL. 10uL do lavado peritoneal diluido (1:100 e 1:1000
em PBS estéril), e 10 yL de sangue puro foram semeados em placas de Petri
contendo meio &gar Mueller Hinton (Difco Laboratories). Todo o procedimento foi
realizado em condicfes estéreis. Apds a semeadura, as placas foram incubadas por
18 horas a 37°C, e o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
quantificado. Os resultados foram expressos em UFC/mL.
3.11 Obtencéo de macrofagos do lavado peritoneal de camundongos Gal-1""*

Trés dias antes da coleta de macrofagos do lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6, foram injetados, na cavidade peritoneal, com auxilio de
agulha e seringa, 2mL de tioglicolato a 3%. As células da cavidade peritoneal foram
obtidas pela inje¢cdo de 3mL de PBS no peritdnio destes animais. As células foram

ressuspensas em meio RPMI-C e contadas em camara de Neubauer. 5x10° células
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em 500uL/poco foram distribuidas em placa de 24 pogos contendo laminula de vidro
e incubadas em estufa de CO, por 24 horas a 37°C, em atmosfera imida com 5% de
CO.. Ao findar do periodo de incubacéo, as células ndo aderentes foram removidas,
lavando-se trés vezes os pocos com meio RPMI-C. A porcentagem de macréfagos
foi verificada por meio da contagem diferencial das células depositadas em laminas
e coradas com Pandtico Répido (Laborclin).

3.12 Ensaio de fagocitose de neutroéfilos por macrofagos

O ensaio de fagocitose foi realizado de acordo com a metodologia utilizada
por GARYU et al., 2004. Os neutréfilos humanos (1,5x10° células/poco em placa de
24 pocos), obtidos a partir do sangue periférico (item 3.3), foram pré-tratados ou néo
com 10'M de fMLP (10 minutos, 37°C, 5%CO,). Em seguida, as células foram
estimuladas com 10uM de Gal-1 por 4 horas a 37°C, 5%CQO,. Para testar se o0s
efeitos da Gal-1 sdo dependentes da atividade lectinica, foram utilizadas lactose
(20mM) como acgucar hapteno especifico e sacarose (20mM) como acgucar hapteno
controle, ambas na presenca de Gal-1.

Apos 4 horas, os neutrofilos foram adicionados a placa de cultura de 24 pocos
contendo macrofagos peritoneais (na proporcdo de 3:1) obtidos de camundongos
selvagens (item 3.11). Os neutrofilos foram mantidos em cultura por 4 horas e, em
seguida, foram lavados com PBS, para a retirada de células ndo fagocitadas. As
células aderidas a laminula foram coradas com Panoético Rapido (Laborclin). A
fagocitose de neutréfilos foi avaliada pela contagem de 200 macréfagos por lamina.
Os resultados foram expressos como indice Fagocitico, e a porcentagem de
macréfagos que tinham fagocitado os neutréfilos foi multiplicada pelo nimero médio
de neutrofilos contido no interior dos macréfagos (FADOK et al., 1992; ZHUANG et
al., 1998).

3.13 Modelo experimental de sepse polimicrobiana

Foi utilizado, como modelo de sepse polimicrobiana, o modelo de ligacéo e
perfuracdo do ceco (CLP - Cecal ligation and puncture) originalmente descrito por
Baker e colaboradores (1983), com algumas modificacbes. Resumidamente, 0s
camundongos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal (i.p.) de
tribromoetanol 2,5% (10uL/g), realizando-se, em seguida, uma incisdo de 1 cm no

abdbémen. O ceco, entédo, foi exposto e ligado logo abaixo da valvula ileocecal, sem
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obstrucdo total. Apds a ligadura, o ceco foi perfurado de acordo com o grau de
infeccéo desejado:

1- Controle (ou falso operado) - os animais falso-operados (controles) foram
submetidos ao mesmo procedimento, porém sem as perfuracoes.

2- Sepse Moderada (M-CLP) - foram realizadas trés perfuracdes transversais com
agulha 30G.

3- Sepse grave (Letal-CLP ou L-CLP) - foram realizadas duas perfuragbes
transversais com agulha 18G.

Em seguida, o ceco foi pressionado levemente para certificar a saida das
fezes pelas perfuragdes e colocado de volta no abddémen, sendo a incisdo suturada.
Uma injecdo subcutdanea de 1mL de solucdo salina foi administrada nos
camundongos para hidratar os animais até a volta da anestesia. A mortalidade dos
animais foi avaliada durante o periodo de 7 dias apds a inducdo da sepse. Para
avaliacdo da migragéo celular e outros parametros, os animais foram sacrificados

apos 6 horas da CLP.

3.14 Migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal apés a inducdo da
sepse

A migracgéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal foi determinada 6 horas
apos a inducdo da sepse. Os animais foram sacrificados, e a cavidade peritoneal foi
lavada com 3mL de tampdo PBS contendo EDTA 1mM. A partir do lavado
peritoneal, foram feitas as contagens totais e diferenciais das células.

A contagem total foi realizada com auxilio de contador automético de células
(Coulter Ac.T) e expressa como niimero de células x 10%/ mL.

A contagem diferencial foi realizada a partir de esfregacos preparados com o
auxilio de uma cito centrifuga (Cytospin 3; Shandon ®). 40uL do lavado peritoneal
foram fixados em laminas e corados pelo método de Panoético Rapido (Laborclin). As
células foram examinadas em microscopio 6ptico (aumento de 1000x), sendo
contadas 100 células por lamina, diferenciando-se dois tipos celulares: neutrofilos e
mononucleares. A quantificacdo de cada tipo celular presente na cavidade peritoneal
foi calculada pela porcentagem dessas células contadas nos esfregacos em relagéo
as células totais. Os resultados foram expressos como numero de cada tipo celular x

10%/cavidade.
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3.15 Quantificacao de bactérias na sepse
A quantificacdo de bactérias no lavado peritoneal e no sangue foi realizada 6
horas apés a indugdo da sepse nos animais Gal-1"* e Gal-1". A quantificacdo de

bactérias foi realizada como descrito no item 3.9.

3.16 Determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo do acumulo de neutréfilos nos pulmdes dos animais
submetidos a sepse foi determinada pelo ensaio da atividade da mieloperoxidase no
homogeneizado do pulmé&o obtido 6 horas apds inducéo de sepse (ALVES-FILHO et
al., 2006). Para tal, apds perfusdo com salina, o pulméo de cada animal foi coletado,
colocado em 200uL de tampao gelado pH 4,7 (NaCl 0,1M, NaPO, 0,02M, EDTA
0,012M) e, posteriormente, homogeneizado com o auxilio de um triturador
(Pollytron). O material homogeneizado foi, em seguida, centrifugado a 3000rpm por
15 minutos a 4°C. Foi realizado, entdo, um choque hipoténico no sedimento celular
(pellet) com 600uL de 0,2% NaCl, seguido por 600uL de uma solugéo de NaCl 1,6%
e glicose 5%. Depois de nova centrifugacdo a 3000rpm por 15 minutos a 4°C, o
pellet foi ressuspenso em tampédo NaPO, (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir, esse
homogeneizado foi congelado e descongelado trés vezes em nitrogénio liquido e
novamente centrifugado a 400xg por 15 minutos a 4°C. Apés centrifugagao, 3uL do
sobrenadante das amostras foram colocados em placa de 96 pocos para o ensaio.
Em cada pogo, foram adicionados 25uL de TMB (3, 3’, 3, 3-tetramethylbenzidine;
1,6mM final na placa), e a placa foi incubada por 5 minutos a 37°C. Logo apos,
100uL de H,0, 0,5mM foram adicionados nos pocos, e a placa foi incubada por mais
5 minutos a 37°C. A seguir, a rea¢ao foi interrompida com &cido sulfarico 4M. A
quantificacdo dos neutrdéfilos foi feita a partir de uma curva padrdo de neutréfilos
(obtidos da cavidade peritoneal 6 horas apdés camundongos serem injetados com
carragenina e diluidos em NaPO,; 0,08M (1x10°neutréfilos/pogo/50uL) ). Foi
determinada a absorbancia em leitor de ELISA (Spectra Max 250; Molecular
Devices) no comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos como

namero de neutrofilos por mg de tecido.
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3.17 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prisma 5
(Graphpad). Nos casos de diferentes tratamentos, o teste de analise de variancia
(ANOVA) foi utilizado para comparar as alteracfes entre eles. Em todos os casos,
comparacoes individuais foram testadas com teste t de Tukey (comparacdes
multiplas) ou teste t de Student (comparacfes entre duas amostras) para amostras
nao pareadas. O namero (n) de animais por grupo experimental esta descrito nas
figuras. Os resultados foram expressos como média + EPM, e as diferencas foram
consideradas significativas para p<0.05. As curvas de sobrevida foram expressas
como porcentagem de camundongos vivos observados em um intervalo de 24 horas
durante os 7 dias avaliados. Para a analise estatistica das curvas de sobrevida, foi
utilizado o teste Mantel-Cox logrank (X2 “chi-squared”) e consideraram-se valores

significantes para p< 0.05.

3.18. Reagentes e Solucdes
Tampéo fosfato em salina pH 7.2 (PBS) 10 X

Cloreto de SOdIo (NACI).........cooiiiiiee e 80g
Cloreto de POtASSIO (KCI) ....eiiiiiiiiiiiiee e 29
Fosfato de Sodio Dibasico (NazHPO,) ...vvvvviviiiiiiiiiiieeiiieeeee e, 11,59
Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POy) ..coevvvviiiiiiiiiiiiieeeeececeeiii 20g
AGUA Mili=Q 051D ettt 1000mL

Tampao fosfato em salinapH 7.2 (PBS) 1 X

o = S T 10 U 100mL
Agua deioNIZA0A GuS.P wvveeeeeeeee ettt 1000mL
PBS - EDTA

o = 1S T 1 U U R 100mL
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA).......cooveeeeeeeeeeee e 37,2mg

Solucéao de tribromoetanol 2,5%
2,2,2 - tribromoetanol .............ooii i 250mg
Salina (NaCl 0,990) 0.S. . «oveeeereriiieeee i e e et e e e e aene 10mL
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Meio agar Mueller-Hinton
Agar MUEIEI-HINION. .......c.vove ittt 38g
Agua deIONIZAOA G.S.P. «vveeeeieeiee ittt ettt 1L

Solucéao de Triton X-100 0,2%
B0 0 G 0O PP 200uL

Y VTN 1@ I = « TR 100mL

Tampéo de lise

Cloreto de amoénia (NH4CI) ...uveeiiiiiiie e 8,04g
B D T A ettt e e 0,369
Bicarbonato de sOdio (NaHCO3) ......uueeiieiiiiiiiiieeeieeiiee e 0,649
AQUA Mil-Q 0.S.P: wveeveieiiee ettt ettt ettt ae et n et ne e e enes 1L

Meio RPMI pH 7.4

Meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) ..., 10,49
HE DS e eee00. 2,380
NAHCO3 (WELEC) it 2,29
AGUA Mili=Q 0.S.D. ettt ettt ettt 1L

Meio RPMI + 0,1% de BSA

Corante Pandético Rapido (LaborClin)
Pandtico n° 1: compde-se por uma solugéo de triariimetano a 0,1%.
Pandtico n° 2: compde-se por uma solugédo de xantenos a 0,1%.

Pandtico n° 3: compde-se por uma solugéo de tiazinas a 0,1%.

Solucgdes utilizadas para o ensaio de MPO
1-Tampé&o NaPO,0,08M
SOIUGEO A: NAHZ2PO 4 12,48g/L



Metodologias |32

SOIUGEOD B: NAZHPO . e 11,35g/L
Solugéo A: 196 mL + Solucao B 4,0 mL . O pH foi ajustado para 5,4
2-Tampéao NaPO4 0,05M

Tampao NaPOyg 0,08M......ccciiiiiiii i eeaenes 125mL
AQUA MillIFQ .o, 75mL
3-Solucéo de H-TAB 0,5 % (Brometo de amdnio hexadeciltrimetil)

Brometo de hexadeciltrimetil amonio, H-TAB............cccorrrirriiiiicee e, 19
Fosfato de s6dio, NaPO4 0,05M........ceuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 200mL

Ajustar pH 5,4

4-Solucao de TMB (3,37,3,3" - tetrametil-benzidina)

Tetrametilbenzidina, TMB (Sigma-Aldrich) ..., 3,845mg
Dimetil sulféxido, DMSO (dimetil sulfoxido) .........ccvvveeeeiiiiiiiieeeeeeieeen. 1000pL

5-Solucdo de peréxido de hidrogénio (H20)

Peroxido de hidrogénio, HoO2 3 % .oeeeeeeeeeeiieeeeeeeeee e 10,0uL
Fosfato de s6dio, NaPO4 0,08M.........cuuiiiiiiiiiiiiiaiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 12,5mL
Tampao Hanks pH 7.4

Cloreto de SOdIo (NACIH) .......coooiiiiieeee e 89
Cloreto de POtAsSIio (KCI) ...coooiiiieeeeeeeeee e 0,49
Fosfato de Sddio dibasico (NazHPO4.12H20).....cccoiiiiiiiiiiiiiieii, 0,129
Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4).....cuvvvvvvveeeiiiiiiiiiiccii, 0,069
Bicarbonato de SOdiO(NaHCO3)......cciiiiiiiieiieeeieeeeeee e 0,35g
Cloreto de Calcio (CaCly. 2 HoO)..ooooeececiieeee e 0,18¢g
Cloreto de Magnésio (MgCly . 6 HoO)....cooviiiiviiiiiiiiiei e, 0,109
Sulfato de Magnésio (MgSOy4 . 7 HoO)..oovvvvvviiiiiiiiiiiiieeee e 0,109
] [To0 1Y TR 1,09
AQUA JEIONIZATA GuS. Pttt ettt 1L
Tampéo de corrida pH 8,30.

O S i 1,09
L] T3 = 14,49

THS (INVIETOGEN) . e e 3,0g
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AgUA dEIONIZAA (.S, P..u cveeveeeeie ettt e aeanas 1L

Ajustar pH 8,3, esterilizar e estocar a 4°C.

Tampéao de transferéncia pH 8,30.

S S . 1,39
GliCINA. . 18,89
THS (INVIEFOGEN). e e 3,949
(O o 00 PP 240mL
Agua dEIONIZAA .. P v ceeeveeeeieeeeeeete ettt 1L
Tampéo de amostra para SDS-PAGE pH 7.0

S S 2% (p/v)
GlICEIOL. . . 5% (p/v)
TS (INVITFOGEN). ... e 62,4mM
SEIVA-BIUE ... ——————— 0,1mM
B-MercaptoetanOl...........ccooiiiiiiiiieiice e 0,9%
E D T A e e 0,25mM

AgUa dEIONIZAA ... c.veveeeeeeeieeteeeee ettt eenen, 1L
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4. Resultados

4.1 Obtencéo e purificacdo de galectina-1 recombinante humana dimérica (Gal-
1)

As preparacfes de galectina-1 recombinante humana dimérica (Gal-1)
purificadas foram obtidas por cromatografia de afinidade em colunas de agarose-
lactose de lisados de bactérias transformadas com o gene completo da Gal-1 e
tratadas com o indutor de expressao génica (IPTG). A producdo média da Gal-1
purificada foi de 30mg/L de cultura de bactérias. O perfil da cromatografia de
afinidade, monitorado pela densidade éptica em 280nm, é mostrado na Figura 5A.
Considerando que a Gal-1 perde sua capacidade de reconhecimento de
carboidratos na auséncia de seus ligantes e/ou agentes redutores (VARKI et al.,
1999), as preparagdes de Gal-1 purificadas foram estocadas a -80°C em tampé&o de
eluicdo (PBS acrescido de 100mM de lactose e 14mM de 2-ME). Imediatamente
antes do uso, as preparacfes de Gal-1 foram submetidas a cromatografia de
exclusdo molecular (PD10) para remocao da lactose e do 2-ME. Este procedimento
foi acompanhado por leitura da absorbancia em 280nm (Figura 5B). A analise
eletroforética da fracdo mais concentrada do pico de eluicdo da cromatografia em
coluna de agarose-lactose demonstrou a presenca de duas bandas proteicas, uma
majoritaria, com massa molecular aparente de 15kDa, e outra minoritaria, de
aproximadamente 31kDa (Figura 6, pista 3). Experimentos de Western-blotting,
usando anticorpo monoclonal anti-Gal-1, mostraram que essas duas bandas
proteicas correspondem a forma monomeérica (15kDa) e dimérica (31kDa) dessa
lectina, o que foi confirmado por espectrometria de massas (dados ndo mostrados).
Desta forma, a estratégia de purificacdo da Gal-1 foi eficiente, pois apenas com uma
etapa de purificacdo foi possivel obter preparacdes de Gal-1 com alto grau de
homogeneidade e atividade lectinica preservada. Como ilustrado na Figura 6, a Gal-
1 foi removida do sobrenadante bruto bacteriano (pista 2) e recuperada na fragao
retida na coluna de agarose-lactose (pista 3). Os resultados obtidos nesta fase estao
de acordo com dados ja descritos na literatura (DIAS-BARUFFI et al., 2003) e

forneceram subsidios necessarios para a continuidade experimental do trabalho.
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Figura 5. Obtencdo de preparacdo de Gal-1 purificada. Bactérias transformadas com o
plasmideo PQU-50 contendo o gene completo da Gal-1 humana foram tratadas com IPTG, e
0s extratos bacterianos submetidos a cromatografia em coluna agarose-lactose. O material
retido foi eluido com PBS acrescido de lactose (100mM) e 2-ME (14mM). As amostras
eluidas contendo Gal-1 foram aplicadas em coluna de exclusdo molecular (PD-10) para a
remocao da lactose e do 2-ME. Os cromatogramas de afinidade e de exclusdo molecular
estao indicados nos painéis (A) e (B), respectivamente. As fracBes cromatograficas foram
monitoradas por absorbancia em 280nm. Foram obtidos aproximadamente 30mg de
galectina-1 recombinante humana por litro de cultura bacteriana. As concentracdes proteicas
das fracdes foram calculadas com o uso do coeficiente de extingdo molar da Gal-1 humana
(1,17) e estao representadas nos cromatogramas e expressas em mg/mL .
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Figura 6. Analise do processo de obtencdo de Gal-1 purificada por SDS-PAGE.
Amostras de diferentes etapas do procedimento de obtencdo e de purificacdo de Gal-1 em
colunas de agarose-lactose foram aplicadas em gel de poliacrilamida (15%) em condigbes
redutoras e dissociantes. As amostras foram: 1-Lisado de bactérias submetido a inducéo
com IPTG (0,36g/L); 2-Frac&o do lisado bacteriano n&o retida na coluna; 3-Fracao retida e
eluida da coluna com lactose (100mM). Na pista 3, nota-se uma banda com massa
molecular de aproximadamente 14,9kDa (forma monomérica da Gal-1) e outra minoritaria
com aproximadamente 31kDa (forma dimérica da Gal-1). A massa molecular (MM) aparente
da Gal-1 foi estimada com o auxilio de diferentes marcadores com MM de 97 a 14,4kDa. O
gel foi corado com Comassie Brilliant Blue.
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4.2 Alquilacdo da Gal-1 com iodoacetamida e analise da capacidade desta
lectina de reconhecer carboidrato

A Gal-1 possui 6 cisteinas, 3 das quais apresentam o atomo de enxofre na
forma reduzida. O tempo de estocagem da proteina pode promover a oxidacéo
desses aminoacidos e, consequentemente, uma drastica reducdo de sua
propriedade lectinica (VARKI et al., 1999). Com o objetivo de otimizar a producéo e
0 uso desta lectina recombinante, procedeu-se a alquilacdo com a iodoacetamida
(WHITNEY et al.,, 1986), um composto redutor alquilante que reage de modo
covalente com os grupos sulfidrilicos, gerando a CarboxiAmidoMetil-Gal-1. Apds a
estabilizacdo desta lectina com iodoacetamida, a manutencdo da capacidade da
Gal-1 de reconhecer glicanas foi testada através de ensaio de hemaglutinacdo. A
Gal-1 alquilada e a Gal-1 recém-purificada apresentaram o mesmo padrdo de
hemaglutinacéo (reacdo positiva até 2.0uM), e, na presenca de lactose (20mM), o
efeito hemaglutinante da Gal-1 derivatizada ou ndo foi completamente inibido em
todas as concentracfes testadas desta lectina (Figura 7). Estes resultados
mostraram que o0 processo de alquilacdo da Gal-1 com iodoacetamida ndo afetou a
propriedade lectinica desta proteina. Como previsto, a atividade hemaglutinante da
Gal-1 alquilada foi preservada completamente apds estocagem a 4°C por 15 dias.
Entretanto, estes achados ndo foram observados quando se testou a Gal-1 nao
derivatizada e armazenada nas mesmas condi¢cées da Gal-1 alquilada (dados ndo
mostrados). Portanto, conseguiu-se, com este procedimento, uma preparacdo de

Gal-1 mais estavel, favorecendo o uso mais racional dos recursos do laboratoério.
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Figura 7. Ensaio de hemaglutinagcdo das preparacbes de Gal-1 alquilada e né&o
alquilada. Hemacias humanas a 3% em PBS foram tratadas com Gal-1 ou Gal-1 tratada
com iodoacetamida (CarboxiAmidoMetil,Gal-1-alquilada). Foram utilizados 50uL de
diferentes concentragbes dessas proteinas (16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.250, 0.125uM), aos quais
foram adicionados 50uL de hemacias em placas de hemaglutinagdo. A aglutinagdo das
hemacias foi avaliada ap6s 2h. A atividade lectinica dessas preparacfes proteicas foi
analisada através da reacdo de inibicdo da hemaglutinagdo com o carboidrato hapteno
especifico para Gal-1, a lactose (20mM). A sacarose (20mM) foi usada como hapteno
controle. As hemécias ndo desafiadas com Gal-1 ou Gal-1 alquilada foram consideradas o
controle negativo de hemaglutinacdo (0). O numero destacado em vermelho representa a
menor concentragdo hemaglutinante dessas lectinas (2uM).
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4.3 Purificacdo de neutrofilos obtidos a partir de sangue periférico humano

A figura 8 ilustra a eficiéncia de resolucdo do gradiente de separacao
Histopaque® 1077-1 e 1119-1 no processo de purificacdo de polimorfonucleares e
mononucleares a partir do sangue periférico humano. Os leucdcitos obtidos
apresentaram alta porcentagem de viabilidade celular determinado pelo corante Azul
de Tripan (298%). As suspensdes de neutrofilos apresentaram elevados indices de
pureza (95%), verificados por meio da contagem diferencial das células depositadas
em laminas e coradas com Panoético Rapido (Laborclin). Além disso, conseguiram-

se, em média, 2,5x10° neutrdfilos viaveis/mL de sangue.

Figura 8. Purificacdo de neutrofilos
humanos pelo gradiente Histopaque®
1077-1 e 1119-1. Amostras de sangue
periférico humano (6mL) de doadores
sadios foram coletadas através de puncao
venosa em tubo contendo EDTA
(Vacutanier BD®). Adicionaram-se 6mL do
sangue colhido a 6mL do gradiente de
separacdo. Apoés etapa de centrifugacao

Plagquetas

Plasma

—
—
Mononucleares —»
Neutrofilos —»
—>

Gradiente (30minutos/700g9/22°C), a  suspensao
Histopaque® 1077-1 e celular foi quantificada com o uso de
1119-1 camara de Neubauer e teve sua taxa de

viabilidade analisada com o uso do
corante de exclusdo (0.4% de Azul de

Hemacias —» Trypan).
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4.4. Anédlise da expressédo de Gal-1 em leucocitos humanos e em células HL-60
e HUVEC

Avaliou-se o nivel de expresséao proteico da Gal-1 e de seu mRNA, a partir da
quantificacdo do cDNA, em leucocitos humanos obtidos do sangue periférico de seis
doadores sadios, em células da linhagem promielocitica humana (HL-60) e de
células endoteliais de corddao umbilical humano (HUVEC-Primary Human Umbilical
Vein). Os resultados de Western-blotting mostraram que, nas células HUVEC, foi
possivel detectar Gal-1 (Figura 9A). Entretanto, em leucdcitos humanos e nas
células HL-60, ndo foi detectado a presenca desta lectina (Figura 9A e B). A
sensibilidade da imunodeteccéo, por Western-blotting, foi indicada por meio de uma
curva padrao de Gal-1 (480 a 7.5ng). Esta curva padrao indicou que a quantidade
minima de lectina detectada foi de 30ng (Figura 9B). O proximo passo foi avaliar o
nivel de expressdo de mRNA para Gal-1, por PCR em tempo real. Foram detectados
baixos niveis de expressdo do mRNA para Gal-1 em leucécitos humanos periféricos
nao ativados e nas células HL-60, ao contrario das células HUVEC (Figura 9C).

Estes resultados foram recentemente publicados por DIAS-BARUFFI et al., 2010.
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Figura 9. Leucdcitos do sangue periférico e células HL-60 ndo expressam guantidades
detectaveis de Gal-1. A andlise da expresséo proteica por Western-blotting foi realizada em
amostras de leucdécitos totais do sangue periférico humano, de células da linhagem
promielocitica humana (HL60) e de células endoteliais de corddo umbilical humano
(HUVEC). (A): Expresséo de Gal-1 em células HUVEC. (B): Curva padrao de deteccéo de
Gal-1 (7.5 a 480ng de proteina) e expressdo desta lectina em leucdcitos obtidos de 6
doadores sadios. (C): Expressdo do mRNA para Gal-1 em leucdcitos humanos, células de
linhagem HL-60 e HUVEC, por PCR em tempo real. Os resultados s&o representativos de
trés experimentos independentes.
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4.5 Efeito dose-dependente do fMLP (n-Formil-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine)
na producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) em neutréfilos humanos

Para determinar a capacidade do fMLP em induzir a producdo de EROs em
neutrofilos, as células foram tratadas com diferentes concentracdes deste peptideo
formilado (10, 107, 10® e 10°M) por 10min. O perfil de liberacdo de EROs mostrou
que, nas concentracbes de 10° 107 e 10°M de fMLP, os neutréfilos liberaram
EROs de modo dose-dependente. Entretanto, neutréfilos tratados com 10°M
apresentaram niveis de producdo de EROs semelhantes aos do controle negativo
(células nédo tratadas) (Figura 10A). O grafico de barras (Figura 10B) representa as
areas integradas de quimioluminescéncia (QL) referentes ao periodo de 0-3min apos
tratamento das células (Area 1, item 3.5 da metodologia). Com a obtenc&o destes
resultados, foi possivel monitorar o estado de ativacdo dos neutréfilos nos
experimentos consecutivos utilizando o fMLP como controle positivo da ativagao

celular.
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Figura 10. Efeito dose-dependente do fMLP na producdo de EROs em neutroéfilos
humanos. O metabolismo oxidativo de neutréfilos humanos (5x10°) tratados com fMLP (10
® 107,10 10°M -10min a 37°C) foi analisado através do ensaio de QL amplificada por
luminol. (A): Representacdo do perfil de liberacdo de EROs (cpm: contagem por minuto)
ap6s 10min. (B): Representacao das areas integradas de QL relativas ao tempo de ativacdo
de 0-3min (Area 1). As células n&o tratadas foram utilizadas como controle da liberacéo
espontdnea de EROs (Hanks). Os resultados sdo representativos de 6 experimentos.
Analise estatistica: *p<0.05 versus controle (Hanks) (ANOVA e pos-teste Dunnett).



Resultados | 44

4.6 Gal-1 ndo induz a producdo de EROs em neutréfilos ndo ativados ou preé-
tratados com 10°M de fMLP (primed)

Avaliou-se o efeito da Gal-1 na producdo de EROs por neutrofilos nao
ativados ou primed (10°M fMLP). Segundo alguns autores, a liberacéo de EROs e a
desgranulacdo ndo sao ativadas nas células primed, mas estas ceélulas estdo
preparadas para potencializar a resposta celular a estimulos como fMLP,
interleucina-8 (IL-8) ou citocalasina B (HALLETT; LLOYDS, 1995). Neste contexto,
os neutréfilos foram pré-tratados ou ndo com 10°M de fMLP por 10min. Em seguida,
as células foram tratadas com 10uM de Gal-1 ou 10°M de fMLP e monitoradas
quanto a liberacdo de EROs por mais 10min. A Gal-1 ndo induziu a producéo de
radicais livres do oxigénio em neutréfilos ndo ativados nem pré-tratados com 10°M
de fMLP (Figura 11). Estes achados estdo de acordo com dados da literatura
segundo os quais a Gal-1 induz o metabolismo oxidativo apenas em neutrofilos
ativados (ALMKVIST et al., 2002; ELOLA; CHIESA; FINK, 2005).
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Figura 11. Gal-1 n&o induz a producédo de EROs em neutréfilos ndo ativados e primed.
Os neutrdfilos humanos (5x10°) foram pré-tratados ou ndo com fMLP (10°M - 10min a 37°C)
e posteriormente tratados ou ndo com Gal-1 (10pM - 10min a 37°C) ou fMLP (10°M). O
metabolismo oxidativo foi analisado através do ensaio de QL amplificada por luminol. O
grafico representa as areas integradas de QL (cpm: contagem por minuto) referentes ao
tempo de tratamento de 10-13min (Area 2). As células n&o tratadas foram utilizadas como
controle da liberacdo espontanea de EROs (Hanks). Os resultados sé&o representativos de 6
experimentos. Andlise estatistica: p>0.05 (ANOVA e pds-teste Tukey).
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4.7 Gal-1 induz a producdo de EROs de modo dose-dependente em neutréfilos
ativados por fMLP

O préximo passo foi, portanto, avaliar a relacdo de dose-dependéncia da Gal-
1 na inducdo do metabolismo oxidativo em neutrdfilos ativados. As células foram,
entdo, pré-ativadas com fMLP (10®, 107, 10®M - 10min) e, em seguida, submetidas
ao tratamento com diferentes concentracdes de Gal-1 (20, 10, 5 e 1.25uM). O perfil
de QL foi monitorado durante 10min apos a adicao de Gal-1 (Figura 12A). A Gal-1 foi
capaz de induzir a producdo de EROs de modo dose-dependente em neutréfilos pré-
ativados com fMLP (Figuras 12A e B). Entretanto, este efeito da Gal-1 foi
independente das concentracdes de fMLP (10°, 107, 10®M) utilizadas na fase inicial
de ativacdo das células (Figura 12B). Estes dados sugerem que, a partir do estado
de ativacdo dos neutrdfilos, esta lectina atua promovendo a producdo de EROs de

modo dependente de sua concentragao.
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Figura 12. Efeito dose-dependente da Gal-1 na produgdo de EROs em neutroéfilos
ativados. Os neutrdfilos humanos (5x10°) foram pré-tratados com fMLP (10°, 107, 10°®, 10
°M - 10min a 37°C) e, em seguida, tratados com Gal-1 (20, 10, 5 e 1.25uM - 10min a 37°C).
O metabolismo oxidativo foi analisado através do ensaio de QL amplificada por luminol. (A):
Representagcdo do perfil de liberagdo de EROs (cpm: contagem por minuto). (B):
Representacdo das areas integradas de QL relativas ao tempo de tratamento de 10 a 13min
(Area 2). As células nao tratadas foram utilizadas como controle da liberacdo espontanea de
EROs (barra branca). Os resultados sado representativos de 6 experimentos. Analise
estatistica: *p<0.05 versus controle (Hanks) (ANOVA e pos-teste Dunnett).
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4.8 Gal-1 induz a producdo de EROs em neutrofilos ativados de modo
dependente de sua atividade lectinica

Para investigar se a capacidade da Gal-1 de produzir EROs estéa relacionada
a sua atividade lectinica, foram realizados ensaios de inibicdo, utilizando lactose
(20mM) como acgucar hapteno especifico e sacarose (20mM) como controle.
Primeiramente, as células foram ativadas com fMLP (10”M - 10min) e, em seguida,
tratadas com Gal-1 (10uM - 10min) na auséncia e na presenca de lactose e de
sacarose. O tratamento com lactose foi capaz de inibir drasticamente a atividade da
Gal-1 de produzir EROs. Por outro lado, neutrofilos pré-ativados com fMLP e
tratados somente com Gal-1 ou com Gal-1 adicionado de sacarose apresentaram
resultados similares quanto a geracdo de EROs (Figura 13). Esses resultados
demonstram que a propriedade lectinica da Gal-1 esta associada a inducdo do
metabolismo oxidativo nos neutrofilos ativados e estdo de acordo com dados da
literatura (ALMKVIST et al., 2002).
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Figura 13. Galectina-1 induz a producdo de EROs em neutréfilos ativados, de modo
dependente da capacidade de reconhecer carboidratos. Os neutréfilos humanos (5x10°)
foram pré-tratados com fMLP (10"M, 10min, 37°C) e tratados com Gal-1 (10uM - 10min a
37 °C), na presenca e/ou auséncia de lactose (20mM) e de sacarose (20mM). O
metabolismo oxidativo foi avaliado por QL amplificada por luminol. O grafico corresponde a
area integrada de QL (cpm: contagens por minuto) referente ao tempo de tratamento de 10-
13min (Area 2). As células ndo tratadas foram utilizadas como controle da liberagéo
espontanea de EROs (barra branca do gréafico). Os resultados sdo representativos de 6

experimentos. Analise estatistica: *p<0.05 versus controle (Hanks) (ANOVA e pés-teste
Dunnett).
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4.9 Gal-1 induz a producgdo de EROs de modo independente do processo de
dessensibilizag&o do receptor de fMLP

A proxima etapa foi comparar a inducdo do metabolismo oxidativo nos
neutrofilos tratados por duas vezes com fMLP em relacdo as células pré-tratadas
com fMLP e estimuladas com Gal-1. Os neutrdfilos foram, entdo, pré-ativados com
diferentes concentracdes de fMLP (10°, 107, 10®M) por 10min e posteriormente
reestimulados ou ndo com 10°M de fMLP ou 10uM de Gal-1, por mais 10min. Como
esperado, a Gal-1 induziu niveis semelhantes de EROs nos neutrofilos pré-ativados
com diferentes concentracdes de fMLP (10, 107, 10®M) (Figura 14). Por outro lado,
quanto maior a concentragdo de fMLP utilizada na fase de pré-ativacdo, menor a
resposta celular de producédo de EROs, obtida na segunda fase de ativacdo com 10
®M de fMLP (Figura 14). Estes achados mostram que o processo de autorregulacdo
do fMLP pode estar associado ao fendmeno da reciclagem de seus receptores
(PANARO; MITOLO, 1999) e sugerem, ainda, que a Gal-1 induz a producéo de
EROs independentemente do processo de dessensibilizacdo do receptor de fMLP

em neutroéfilos ativados.
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Figura 14. Gal-1 induz a produgcdo de EROs em neutréfilos ativados
independentemente da dessensibilizagdo do receptor de fMLP. Os neutréfilos humanos
(5x10°) foram pré-tratados com diferentes concentracbes de fMLP (10° 107 e 10°M -
10min a 37°C) e, em seguida, tratados com Gal-1 (10uM - 10min a 37°C) ou com fMLP (10
®M - 10min a 37°C). O metabolismo oxidativo foi analisado através do ensaio de QL
amplificada por luminol. As barras representam as areas integradas de QL (cpm: contagem
por minuto) referentes ao tempo de tratamento de 10-13min (Area 2). As células nZo
tratadas foram utilizadas como controle da liberacdo espontanea de EROs (3x10° +/- 1x10°
cpm). Os resultados sé@o representativos de 6 experimentos. Analise estatistica: a e b
apresentam diferencgas estatisticas, p<0.05 (ANOVA e p0s-teste Tukey).
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4.10 Gal-1 néo interfere na dindmica da producdo de EROs em neutréfilos
submetidos ao estimulo sucessivo com fMLP

Avaliou-se a interferéncia da Gal-1 na resposta sucessiva ao estimulo fMLP,
utilizando-se 3 fases de ativacdo seguidas de deteccdo de EROs. Inicialmente, os
neutréfilos foram ativados com diferentes concentracdes de fMLP (107, 107,10°M —
10mim) e, em seguida, tratados com diferentes concentragdes de Gal-1 (20, 10, 5,
1.25uM — 10min). Em uma terceira etapa de ativacdo, as células foram submetidas
ao tratamento com 10°M de fMLP por mais 10min. As andlises das areas integradas
de QL da terceira etapa de ativacéo foram feitas com base nos 3 primeiros minutos
apos adicdo de 10°M de fMLP (20 a 23mim - Figura 15). Estas analises mostraram
que as concentracfes de fMLP utilizadas na primeira etapa de ativacdo sao
determinantes para a producdo de EROs pelos neutrdéfilos na terceira etapa de re-
estimulagédo com 10°M de fMLP (Figura 15). Ainda, estes efeitos ocorreram de modo
independente das concentracbes de Gal-1 utilizadas entre as duas etapas de
estimulacdo com fMLP. Portanto, quanto maior o nivel de ativacdo com fMLP no
tempo 0, menor a resposta ao estimulo consecutivo com fMLP, na presenca ou
auséncia de Gal-1, o que sugere que esta lectina ndo interfere na dinadmica da

reciclagem do receptor de fMLP em neutrofilos ativados.
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Figura 15. Gal-1 nao interfere na producdo de EROs em neutréfilos submetidos a
ativacdo sucessiva com fMLP. Os neutréfilos humanos (5x10° foram pré-tratados com
diferentes concentracdes de fMLP (10°, 107e 10°®M - 10min a 37°C) e, em seguida, tratados
com Gal-1 nas concentracdes de 20,10, 5 e 1.25uM (10min a 37°C). Apos este periodo, as
células foram ativadas novamente com fMLP (10°M - 10min a 37°C). O metabolismo
oxidativo foi analisado através do ensaio de QL amplificada por luminol. As barras
representam as areas integradas de QL (cpm: contagem por minuto) referentes a ativacao
com 10°M de fMLP - Area 3 (20-23min). As células ndo tratadas foram utilizadas como
controle da liberacdo espontanea de EROs (3x10° +/- 1x10° cpm). Os resultados s&o
representativos de 6 experimentos. Andlise estatistica: a, b e c representam diferencas
significativas, p<0.05 (ANOVA e p6s-teste Tukey).
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4.11 Gal-1 ndo induz morte celular em neutrofilos ativados ou ndo com fMLP
Neutrofilos tratados com fMLP na presenca ou auséncia de Gal-1 foram
analisados quanto a viabilidade celular. Constatou-se que neutréfilos submetidos
aos tratamentos com fMLP 107'M, Gal-1(10pM), fMLP10'M+Gal-1(10pM) e fMLP10"
"M+Gal-1(10puM)+fMLP10°®M n&o tiveram a viabilidade celular comprometida apés
30min, pois apresentaram niveis de marcagdo com iodeto de propideo semelhantes
aos do controle negativo (Figural6). Deste modo, tanto o tratamento dos neutrofilos
com Gal-1 quanto as doses consecutivas de fMLP nado induziram necrose nestas

células.
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Figura 16. Gal-1 ndo altera a viabilidade de neutréfilos ndo ativados ou ativados com
fMLP. Neutréfilos tratados por 30min com fMLP 107'M, Gal-1(10pM), fMLP 10'M+Gal-
1(10uM) ou fMLP 107'M+Gal-1(10uM)+fMLP 10°M foram submetidos ao ensaio de
viabilidade celular por meio da marcacdo com iodeto de propideo (Pl) em citbmetro de fluxo.
Os resultados foram expressos em porcentagem de neutréfilos ndo marcados com Pl
(células Pl negativas). As células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Analise
estatistica: p>0.05 (ANOVA e pOs-teste Tukey).



Resultados |56

4.12 O pré-tratamento de neutrofilos com Gal-1 diminui a producdo de EROs
em resposta ao fMLP

Avaliou-se o efeito do pré-tratamento dos neutrofilos (ndo ativados ou primed)
com Gal-1 na producdo de EROs induzida por fMLP. Os neutréfilos foram pré-
tratados com Gal-1 (1.25uM e 10uM) e, em seguida, ativados com 10°M de fMLP.
Alternativamente, as células foram pré-tratadas com 10°M de fMLP (primed) antes
da adicdo de Gal-1 e ativadas com 10°M de fMLP. A andlise das areas integradas
de QL apods ativacdo com 10°M de fMLP mostrou que o pré-tratamento com Gal-1,
na concentragdo de 10uM, diminuiu significativamente a liberacdo de EROs (55%)
pelos neutrdéfilos ndo ativados ou primed (Figura 17). Entretanto, 1.25uM de Gal-1
nao interferiu na producdo de EROs nestas células (Figura 17). Portanto, 10uM de
Gal-1 foi capaz de modular negativamente e de modo semelhante a producdo de

EROs induzida por fMLP em neutréfilos ndo ativados ou primed.
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Figura 17. Gal-1 modula a producé&o de EROs em neutroéfilos ndo ativados ou primed.
Os neutréfilos humanos (5x10°) foram pré-tratados ou ndo com fMLP 10°M (primed, 10min a
37°C) e, em seguida, tratados com Gal-1 (1.25uM ou 10uM - 10min a 37°C). Apds este
periodo, as células foram ativadas com fMLP 10°M (10min a 37°C). O metabolismo
oxidativo foi analisado através do ensaio de QL amplificada por luminol. O gréafico de barras
representa a area integrada de QL (cpm: contagem por minuto) apos ativacdo com fMLP
(10°M) — Area 3 (20-23min). As células n&o tratadas foram utilizadas como controle da
liberacdo espontanea de EROs (barra branca do gréfico).Os resultados sao representativos
de 6 experimentos. Andlise estatistica: a e b representam diferengas significativas, p<0.05
(ANOVA e pés-teste Tukey).



Resultados |58

4.13 O efeito inibitério da Gal-1 em relacdo ao fMLP é parcialmente revertido
pelo TDG (Thiodigalactoside)

Para analisar se o efeito inibitorio da Gal-1 em relacdo as células nao ativadas
€ dependente de sua atividade lectinica, foi utilizado TDG (Thiodigalactoside - 5mM)
como acgucar inibidor hapteno especifico para Gal-1 e sacarose (5mM) como
controle. Os neutréfilos ndo ativados foram pré-tratados com Gal-1 (10uM — 10min)
na presenca ou auséncia dos acucares e, em seguida, as células foram estimuladas
com 10°M de fMLP, por mais 10min. A andlise das &reas integradas de QL apés o
tratamento das células com 10°M de fMLP mostrou que o efeito modulatério da Gal-
1 foi parcialmente inibido na presenca de TDG (49%). Ao contrario, a sacarose nao
interferiu no efeito inibitério da Gal-1 sobre a liberacdo de EROs em neutrofilos apos
ativacdo com 10°M de fMLP (Figura 18). A presenca dos aclcares TDG e sacarose
na concentracdo de 5mM nao alterou o metabolismo oxidativo dos neutrdfilos.
Portanto, estes dados mostram que a propriedade lectinica pode estar envolvida no

efeito inibitério da Gal-1 na producdo de EROs em células néo ativadas.
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Figura 18. Gal-1 modula a producédo de EROs, efeito que é parcialmente revertido pelo
TDG. Os neutréfilos humanos (5x10°) foram tratados com Gal-1 (10puM - 10min a 37°C) na
presenca ou auséncia de TDG (5mM) ou de sacarose (agucar ndo especifico - 5mM). Em
seguida, as células foram ativadas com fMLP (10°M, 10min, 37°C) e o metabolismo
oxidativo avaliado por QL amplificada por luminol. O grafico corresponde as areas
integradas de QL (cpm: contagens por minuto) referentes ao tempo de 10-13min de ativagéo
(Area 2). As células nao tratadas foram utilizadas como controle da liberagc&o espontanea de
EROs (3x10° +/- 1x10° cpm). Os resultados s&o representativos de 6 experimentos. Analise
estatistica: a e b apresentam diferencas estatisticas; #: 49% inibicdo TDG+Gal-1+fMLP
versus Gal-1+fMLP (ANOVA e pGs-teste Tukey).
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4.14 Gal-1 ndo interfere na atividade bactericida de neutrofilos, in vitro.

O préximo passo foi avaliar o efeito da Gal-1 em relacdo a atividade
bactericida de neutréfilos obtidos de sangue periférico humano. Para tanto, estas
células foram tratadas ou ndo com 10uM de Gal-1 por 10min e, em seguida,
incubadas por 2h com aproximadamente 108UFC/mL de cultura de E.coli O86:B7 —
GFP (green fluorescence protein). Apos 2h, o tratamento dos neutréfilos com Gal-1
nao alterou a intensidade média de fluorescéncia (MIF) relativa a carga bacteriana
(Figura 19). Esses achados sugerem que Gal-1 exdgena nao interfere na atividade

bactericida de neutrofilos nas condi¢cdes experimentais utilizadas.
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Figura 19. Gal-1 exdgena ndo promove alteragdo na atividade bactericida de
neutrofilos, in vitro. Neutréfilos humanos (1x10°) foram tratados ou ndo com Gal-1 (10puM -
10min a 37°C) e, em seguida, incubados por 2h (37°C em estufa de 5% CO,) com
aproximadamente 10°UFC/mL de cultura de E.coli O86:B7 — GFP (green fluorescence
protein). A intensidade de fluorescéncia, relativa a carga bacteriana, foi determinada no
equipamento 1VIS®Spectrum. O gréfico de barras representa a média de intensidade de
fluorescéncia (MIFx10®) no tempo inicial de adicdo da cultura de bactérias e apds 2h. Os
resultados sé@o representativos de 6 experimentos. Andlise estatistica: p>0.05 (ANOVA e
pos-teste Tukey).
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4.15 Neutréfilos de camundongos Gal-17 produzem mais EROs em resposta ao
fMLP e a Gal-1 exdégena em relacdo aos neutrofilos de camundongos
selvagens

Para avaliar a interferéncia da Gal-1 enddgena na producdo de EROs,
utilizaram-se neutréfilos de camundongos destituidos do gene da Gal-1 (Gal-17) e

+/+

de camundongos selvagens (Gal-1""). Os neutrdéfilos foram coletados da cavidade
peritoneal apds 6h da injecdo de tioglicolato a 3%. Em seguida, as células foram
tratadas ou ndo com fMLP ou com Gal-1 por 10min. A analise das areas integradas
de QL mostrou que neutréfilos inflamatérios de camundongos Gal-17 liberaram mais
EROs ap6s ativacdo com 3x10°M de fMLP (Figura 20A). Ainda, a auséncia da Gal-1
endogena favoreceu a producdo de EROs por estas células apds o tratamento com
a Gal-1 exdgena na concentracdo delOuM (Figura 20B). Este resultado sugere que
a Gal-1 endbgena pode estar envolvida na regulacdo do metabolismo oxidativo de

neutrdfilos.
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Figura 20. fMLP e Gal-1 ex6gena induzem maiores niveis de producdo de EROS em
neutréfilos de camundongos Gal-1" em relacdo aos de camundongos Gal-1"*. Os
neutréfilos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Gal-1"* e de Gal-1" ap6s
6h da injecdo de 2mL de tioglicolato a 3%. Em seguida, as células (5x10°) foram tratadas ou
ndo com fMLP (3x10°M) (A) ou com Gal-1 (10puM) (B) por 10min a 37°C e o metabolismo
oxidativo avaliado por QL amplificada por luminol. Os gréaficos correspondem as areas
integradas de QL (cpm: contagens por minuto) referentes ao tempo de 0-3min de ativagéo
(Area 1). As células nao tratadas foram utilizadas como controle da liberagc&o espontanea de
EROs. Os resultados sdo representativos de 6 experimentos. Andlise estatistica: a, b, e ¢
apresentam diferengas significativas, p<0.05 (ANOVA e pos-teste Tukey).
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4.16 Animais Gal-1"" e Gal-1" apresentam a mesma taxa de sobrevivéncia
ap6s infeccdo com 10” UFC (Unidades Formadoras de Coldnia)

+/+

Camundongos Gal-1""* e Gal-1" foram submetidos & injecéo i.p. de 10" UFC e
avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia no periodo de 7 dias apés a infeccdo. A
taxa de sobrevivéncia para ambos os grupos foi de 80% apds o periodo analisado

(Figura 21).
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Figura 21: A auséncia de Gal-1 enddgena nédo altera a taxa de sobrevivéncia apés
infeccdo com 10" UFC. A porcentagem de sobrevivéncia foi determinada diariamente por
um periodo de 7 dias ap6s a injecéo i.p. de 10’UFC em camundongos selvagens e Gal-1".
A taxa de sobrevida dos animais Gal-1"* e Gal-1" foi de 80%. (*p>0.05 — teste: Mantel-Cox
logrank). Os resultados sao representativos de 3 experimentos com 6 animais por grupo.
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4.17 Camundongos Gal-1"" apresentam maior atividade bactericida em relacéo
aos animais selvagens
A atividade bactericida foi avaliada no sangue e no lavado peritoneal de

+/+

camundongos Gal-17 e Gal-1"* apés 6h da injecdo de 107 UFC. As bactérias foram
obtidas a partir das fezes liofilizadas do ceco de animais selvagens. Nos animais
Gal-1"*, a carga bacteriana foi maior tanto no lavado peritoneal (Figura 22A) quanto
no sangue (Figura 22B) em relacédo a dos animais selvagens. Este resultado sugere
gue a auséncia da Gal-1 enddgena pode ter sido responsavel pelo aumento da

atividade bactericida de camundongos Gal-17".
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Figura 22: Animais Gal-1” apresentam menor quantidade de bactérias no foco
infeccioso e no sangue periférico. O nimero de bactérias foi avaliado no lavado
peritoneal (A) e no sangue circulante (B) apds 6h da injecéo i.p. de 10’ UFC nos animais
Gal-1"" e Gal-1". O nimero de bactérias (UFC: unidades formadoras de col6nia/mL de
amostra) foi calculado a partir do cultivo das amostras em placas contendo agar Mueller-
Hinton por 18h. Analise estatistica: a e b apresentam diferencas estatisticas, *p<0.05
(ANOVA e pos-teste Tukey). Os resultados sado representativos de 3 experimentos
realizados com 6 animais por grupo.
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4.18 Animais destituidos do gene da galectina-1 (Gal-1") s&o mais sensiveis a

sepse polimicrobiana moderada

4.18.1. Animais Gal-1"" apresentam menor taxa de sobrevivéncia em relacéo
aos animais selvagens
Foi avaliada a resposta a sepse polimicrobiana moderada (M-CLP - Cecal

+/+

ligation and puncture) e letal (L-CLP), em camundongos selvagens (Gal-1"") e
destituidos do gene da galectina-1 (Gal-17). Apés 1 semana de observacdo, os
resultados mostraram que camundongos Gal-1” apresentaram  maior
susceptibilidade a infeccao polimicrobiana moderada em relagdo aos camundongos
Gal-1"" (Figura 23). A taxa de sobrevivéncia dos animais Gal-1"* foi de 83%,
enquanto que apenas 50% dos Gal-17" sobreviveram. No modelo de sepse letal,
nao foram observadas diferengas entre as taxas de sobrevivéncia, pois 0s animais

de ambos os grupos foram a 6bito apds 36h (dados ndo mostrados).
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Figura 23: Animais Gal-1" sd0 mais sensiveis & sepse polimicrobiana moderada. A
sobrevida dos animais selvagens (Gal-1"*) e Gal-1"" submetidos a sepse polimicrobiana (M-
CLP) foi determinada diariamente por um periodo de 7 dias. Os animais foram submetidos a
sepse moderada através de uma perfuragcdo com agulha 30G, ou foram falso-operados. A
taxa de sobrevida dos animais Gal-1"" submetidos & sepse moderada foi menor (30%) em
relacdo aos Gal-1"* (*p<0.05 - teste: Mantel-Cox logrank). Os resultados s&o
representativos de 3 experimentos com 5 animais por grupo.
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4.18.2 A migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal em resposta a
sepse polimicrobiana moderada foi maior nos animais Gal-1"

Para investigar o possivel mecanismo que proporcionou a melhoria da
sobrevivéncia nos animais Gal-17, foi avaliado o recrutamento de neutréfilos no sitio
de infeccdo apos 6h, no modelo de sepse moderada. As cavidades peritoneais de
camundongos Gal-1” submetidos a M-CLP apresentaram maior nimero de
neutrofilos quando comparadas as dos animais selvagens (*p>0.05) (Figura 24).
Considerando que a Gal-1 inibe a migracao de neutroéfilos in vitro e in vivo (LA et al.,
2003), os resultados estdo de acordo com a literatura, pois os animais Gal-1"
apresentaram maior niumero de neutrofilos na cavidade peritoneal no modelo de M-
CLP.
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Figura 24: Animais Gal-1" apresentam maior nimero de neutréfilos no foco infeccioso
apds sepse polimicrobiana moderada. Animais Gal-1"* e Gal-1" foram submetidos &
sepse polimicrobiana moderada (M-CLP). Ap6s 6h, a cavidade peritoneal foi lavada, e o
namero de neutréfilos foi quantificado. Andlise estatistica: a e b apresentam diferencas
estatisticas; b* animais Gal-1” apresentaram maior nimero de neutréfilos na cavidade
peritoneal em relacdo aos animais selvagens no modelo de M-CLP (p<0.05 ANOVA e pds-
teste Tukey). Animais ndo submetidos a perfuracdo, mas operados, foram utilizados como
controle. Os dados séo representativos de 3 experimentos realizados com 5 animais por

grupo.
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4.18.3. Animais Gal-1" apresentam menor quantidade de bactérias circulantes,
apesar da maior carga bacteriana no sitio de infec¢éo

O numero de bactérias foi avaliado no lavado peritoneal e na corrente
sanguinea ap6s 6h da inducéo da sepse moderada nos animais Gal-1"* e Gal-1". A
figura 25A mostra que a taxa de recuperacao de bactérias no lavado peritoneal de
animais Gal-1" foi superior & taxa encontrada nos animais selvagens. Curiosamente,
foi possivel detectar maior quantidade de unidades formadoras de colonias de
bactérias (UFC) no sangue de animais selvagens (Figura 25B). Estes dados
sugerem que, embora no periodo de 6h, a carga bacteriana tenha sido maior no sitio
primario, a infeccdo sistémica foi menor, dado que est4d de acordo com a maior

sobrevivéncia dos animais Gal-17 (Figura 23).
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Figura 25: Animais Gal-1" submetidos & sepse polimicrobiana moderada apresentam
maior quantidade de bactérias no foco infeccioso e menor no sangue periférico. O
namero de bactérias foi avaliado no lavado peritoneal (A) e no sangue circulante (B) ap6s
6h da inducdo da sepse moderada nos animais Gal-1"* e Gal-1". O nimero de bactérias
(UFC: unidades formadoras de colénia/mL de amostra) foi calculado a partir do cultivo das
amostras em placas contendo agar Mueller-Hinton por 18h. Animais ndo submetidos a
perfuracdo intestinal, mas operados, foram utilizados como controle. Andlise estatistica: a e
b apresentam diferencas estatisticas e *p<0.05 quando comparados os grupos Gal-1*""*
versus Gal-1" submetidos a M-CLP (ANOVA e pés-teste Tukey). Os resultados s&o
representativos de 3 experimentos realizados com 5 animais por grupo.
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4.18.4. Camundongos Gal-1"* e Gal-1" submetidos & sepse polimicrobiana
moderada ndo apresentam diferencas quanto ao infiltrado de neutréfilos no
tecido pulmonar

+/+

Para avaliar o infiltrado de neutréfilos nos pulmdes dos animais Gal-1"" e Gal-
17, ap6s 6h da inducdo da sepse moderada, determinou-se a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) neste tecido. A figura 25 mostra que, embora 0s animais
Gal-1" apresentassem menor quantidade de bactéria no sangue periférico (Figura
25B), os pulmdes destes animais continham numeros similares de neutrofilos em
relacdo aos animais selvagens infectados (Figura 26). Este resultado mostra que a
auséncia de Gal-1 enddégena ndo promoveu uma maior migracao de neutrofilos para

o tecido pulmonar de animais Gal-1"" no modelo de M-CLP.



Resultados |75

N
o
1

b O Gal-1™*

T ? -yt

=
a1
1

o
a1
1
V]

10° Neutrofilos/mg pulm&o
=
o
L

o
o

Controle M-CLP Controle M-CLP

Figura 26. Camundongos Gal-1"* e Gal-1" n&o apresentam diferencas quanto ao
infiltrado de neutréfilos no tecido pulmonar durante a sepse polimicrobiana
moderada. O infitrado de neutréfilos foi determinado pela atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) no pulmao, ap6s 6h da indugcédo da sepse moderada nos animais
Gal-1"" e Gal-1". Animais ndo submetidos & perfuracédo, mas operados, foram utilizados
como controle. Andlise estatistica: a e b apresentam diferencas significativas, p<0.05
(ANOVA e pos-teste Tukey). Os resultados séo representativos de 3 experimentos
realizados com 5 animais por grupo.
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4.19 Neutréfilos ativados e tratados com Gal-1 sao preferencialmente
fagocitados por macréfagos

Macrofagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos selvagens foram
analisados quanto a capacidade de fagocitar neutréfilos ndo ativados ou ativados e
tratados ou ndo com Gal-1. Primeiramente, os neutrdéfilos foram ativados ou ndo com
10'M de fMLP durante 10min e, em seguida, tratados ou néo, por 4h, com 10uM de
Gal-1. ApoOs este periodo, os neutréfilos foram colocados em contato com o0s
macrofagos por 1h. Os dados obtidos mostraram que o tratamento de neutrofilos
com Gal-1, ap6s ativacdo com 10”'M de fMLP, foi capaz de modular positivamente a
capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais de camundongos (Figura 27). Além
disso, o indice fagocitico foi menor (10%) nas células tratadas com Gal-1 e lactose
(20mM), o que nado ocorreu com as células que foram tratadas com Gal-1 e sacarose
(20mM) (20%) (Figura 27). Esses dados sugerem que o tratamento de neutrofilos
com Gal-1 foi responsavel pela modulacdo da fagocitose de modo dependente de
sua atividade lectinica e que esta proteina pode estar envolvida na homeostase de

neutrofilos.
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Figura 27. Macrdfagos fagocitam preferencialmente neutrofilos ativados com fMLP e
tratados com Gal-1. Neutréfilos (2x10°) foram ativados ou ndo com fMLP(10'M — 10min) e,
em seguida, tratados ou ndo com 10uM de Gal-1 (4h, & 37°C, 5%CO,) na presenca ou
auséncia de lactose (Lac-20mM) ou de sacarose (Sac-20mM). Macréfagos (5x10°)
recuperados do lavado peritoneal de camundongos C57BL/6 foram colocados em contato
com os neutréfilos por 1h a 37°C. Apds este periodo, as células foram submetidas a
Cytospin e coradas com corante panético. A fagocitose de neutréfilos por macréfagos foi
avaliada pela contagem de 200 neutrdfilos por lamina. Os resultados foram expressos em
porcentagem relativa ao indice fagocitico, que corresponde a porcentagem de macrofagos
que fagocitaram multiplicado pelo nimero médio de neutréfilos contido no interior dos
macrofagos. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. Andlise
estatistica: a e b apresentam diferencgas significativas, p<0.05 (ANOVA e pés-teste Tukey).
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5.0 Discussao

No presente trabalho, investigou-se a capacidade de leucdécitos circulantes e
células HL60 (uma linhagem modelo de neutréfilos humanos) expressarem Gal-1 e a
participacdo desta lectina na modulacdo de funcdes de neutréfilos. Assim,
demonstrou-se que leucocitos obtidos do sangue periférico e células HL-60 néo
expressam niveis proteicos detectaveis de Gal-1. Estes achados estdo de acordo
com dados da literatura que mostram que neutrofilos do sangue periférico néao
expressam essa molécula (LA et al., 2003). Ainda, como ilustrado na figura 9, néo foi
possivel detectar mRNA para Gal-1 nas células estudadas neste trabalho.
Entretanto, neutréfilos que migram para o sitio inflamatério apos lesdo medular
passam a expressar grandes quantidades de Gal-1 (KURIHARA et al., 2010). A Gal-
1 participa de varios eventos da resposta inflamatoria aguda, regulando funcdes de
neutréfilos como a inibicdo da migracdo e a diminuicdo da producdo de citocinas
pro-inflamatorias por estas células através da sinalizag@o celular associada ao fator
de transcricdo NFkB (LA et al, 2003, COOPER et al., 2008, TOSCANO et al., 2011).
Por outro lado, a Gal-l aumenta a atividade da NADPH oxidase em
polimorfonucleares, indicando que os efeitos antagbnicos desta lectina podem estar
relacionados a sua capacidade de modulacdo da resposta imunologica e a
propriedade das galectinas de apresentarem acfes bioldgicas diferentes em funcgéo
da localizacao tecidual dessas moléculas (RUBINSTEIN et al., 2004). Nesta linha, o
presente trabalho buscou avaliar o papel da Gal-1 na dindmica da producdo de
EROs e o impacto deste fenbmeno em algumas fun¢des biolégicas de neutrofilos.
Em neutréfilos ndo ativados ou primed (10°M fMLP), a Gal-1 ndo foi capaz de
induzir a producdo de EROs. Estes achados também foram descritos por outros
autores, segundo os quais a Gal-1 e a Gal-3 induzem o metabolismo oxidativo
apenas em neutrofilos ativados (ALMKVIST et al., 2002; ELOLA, CHIESA & FINK,
2005; KARLSSON et al. 1998). Além disso, foi possivel demonstrar que ha uma
correlacdo positiva entre dose de Gal-1 e producdo de EROs em neutrofilos ativados
e que a propriedade lectinica da Gal-1 esteve associada a indugcdo do metabolismo
oxidativo como descrito previamente por ALMKVIST et al., 2002. Nessa linha, foi
demonstrado que lectinas de origem vegetal que podem reconhecer carboidratos
semelhantes aos reconhecidos por Gal-1, podem interagir diretamente com a
“gp91phox” na superficie celular de neutréfilos e favorecer a producao de EROs por
esses fagocitos (GORUDKO et al., 2011). Assim, futuros estudos deverdo ser
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realizados para investigar a possivel interacdo da Gal-1 com a “gp91phox” e o
impacto desta interacdo na regulagdo da producdo de EROs por esta lectina de
mamiferos.

Entretanto, na literatura ainda ndo ha relatos sobre a interferéncia da Gal-1 na
producdo de EROs em neutrdfilos ativados com repetidas doses de fMLP. Sabe-se
que o tratamento sucessivo com fMLP reduz os niveis de produgcdo de EROs por
neutréofilos (PANARO; MITOLO, 1999); no entanto, a presenca de Gal-1 nao
interferiu neste processo. O evento de auto-regulacao do fMLP pode estar associado
ao fendbmeno de endocitose e/ou reciclagem de seu receptor, que pode determinar a
auséncia parcial ou total da resposta celular quando este estimulo é continuado
(PANARO; MITOLO, 1999). Portanto, este resultado sugere que a Gal-1 induz a
producdo de EROs e néo participa do processo de dessensibilizacdo do receptor de
fMLP em neutrdéfilos ativados. Ao contrario da Gal-1, a Gal-3 € capaz de induzir a
producdo de EROS em neutréfilos ativados e promover a dessensibilizacdo do
receptor de fMLP por favorecer a oxidacdo da metionina deste peptideo via a acéo
da mieloperoxidase (FORSMAN, et al.,, 2008). Considerando que o0s protocolos
utilizados neste trabalho diferem daqueles utilizados por FORSMAN e colaboradores
(2008), futuros experimentos deveram ser realizados para o melhor entendimento
desta aparente contradigao.

Salienta-se que apesar da utilizacdo de estimulos consecutivos, a
manutencdo da viabilidade celular dos neutrdfilos foi observada em todos os
tratamentos realizados na presenca ou na auséncia de Gal-1. De acordo com a
literatura, a Gal-1 induz a ativacdo da NADPH oxidase (ALMKVIST et al., 2002) e
promove a expressao de fosfatidilserina (FS) de modo reversivel nas superficies
dessas células (STOWELL et al.,, 2009), o que favorece a fagocitose desses
leucécitos por macrofagos sem promover a apoptose e/ou necrose (DIAS-BARUFFI
et al.,, 2003). No presente trabalho, o tratamento de neutréfilos com Gal-1 foi
responsavel pela modulagédo positiva da fagocitose destas células por macréfagos,
de modo dependente de sua atividade lectinica, 0 que sugere que esta proteina
pode estar envolvida na remocéo fagocitica de neutrdfilos do sitio inflamatério.
Ainda, como descrito na literatura, macrofagos que fagocitam células via o
reconhecimento de FS podem apresentar um perfil funcional anti-inflamatorio
(SAVILL, 2002).
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Nos neutrofilos ativados, a Gal-1 se liga preferencialmente em estruturas
proteicas de 75-120KDa e 45KDa presentes nas membranas dos granulos de
gelatinase e de vesiculas secretérias, respectivamente (ALMKVIST et al., 2002).
Ainda, esta lectina é capaz de promover a desgranulacdo e a liberacdo de
mieloperoxidase dos neutréfilos na presenca de citocalasina B (ALMKVIST et al.,
2002, ELOLA, CHIESA & FINK, 2005). Contudo, embora o processo de ativacao
oferte diferentes receptores para Gal-1 e a ligacdo desta lectina seja maior em
neutrofilos recolhidos do exsudato ou tratados com fMLP (ALMKVIST et al., 2002,
DIAS-BARUFFI et al., 2003), COOPER e colaboradores (2008) ndo observaram o
aumento da ligacdo da Gal-1 em neutrofilos estimulados com PAF (platelet-
activating factor) ou ap6s a ativacdo com PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).
Estes autores sugerem que o0 aumento de ligantes para Gal-1 na superficie dos
neutréfilos ndo justifica sua acdo sobre estas células em resposta a diferentes
ativadores, uma vez que esta lectina € capaz de induzir influxo de célcio em
neutrofilos tanto ativados quanto ndo ativados (STOWELL et al., 2007).

O presente trabalho mostra que, em neutrofilos ndo ativados, a Gal-1 ndo
induz a producdo de EROs, mas modula negativamente o metabolismo oxidativo
quando as células séo ativadas com fMLP ap0s serem tratadas com esta lectina. O
efeito inibitério da Gal-1 em relacdo ao fMLP foi parcialmente revertido pelo TDG
(49%) (acucar hapteno especifico para Gal-1), o que sugere que o efeito inibitério da
Gal-1 na producdo de EROs em células ndo ativadas pode estar associado a sua
propriedade lectinica. Este efeito modulatério pode estar relacionado a capacidade
da Gal-1 de regular vias de sinalizacdo associadas a producdo de EROs por
neutréfilos como a via do NF-kB e do RAS (FISHER et al., 2005, SUIRE et al., 2006,
KIM; CHA, 2009, TOSCANO et al., 2011). Ainda, esta lectina pode desfavorecer a
producdo de EROs em neutréfilos ndo ativados por regular a localizacdo de
elementos de sinalizacdo celular em microdominios lipidicos da superfice celular
“Lipid Rafts” (PRIOR et al., 2003) e estes microdominios sdo importantes para a
producdo adequada de EROS por estes leucocitos (FUHLER et al., 2007). Com
base nestes achados, sugere-se que a Gal-1 pode participar do ajuste da producao
de EROs, desfavorecendo, por um lado, lesdes teciduais mediadas pela producéo
de radicais livres na auséncia de infeccdo (SMITH, 1994) e favorecendo, por outro, a
eliminacdo de agentes infecciosos no local da inflamacé&o por otimizar a producéo de
EROs de neutrdfilos ativados (MAYER-SCHOLL et al., 2004).
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Apesar de a Gal-1 induzir maior producado de EROs em neutréfilos ativados, in
vitro, com fMLP, n&o foi possivel demonstrar que o tratamento destes leucécitos com
Gal-1 foi mais eficiente na eliminacdo de bactérias da cepa E.coli O86:B7. Ao
contrario de galectinas 4 e 8, que podem interagir com a E.coli O86:B7 e elimina-la
(STOWELL et al.,, 2010), a Gal-1 nado induz diretamente a morte desta cepa
bacteriana. Considerando, ainda, que neutrofilos ativados com fMLP expressam um
padrdao de ligantes que possibilita o efeito da inducdo de EROs pela Gal-1
(ALMKVIST et al., 2002), sugere-se que a interacdo do neutrofilo com a cepa
086:B7 de E.coli pode levar a expressao de outros ligantes e, portanto, conduzir a
uma resposta ndo relacionada a producdo de EROs induzida por esta lectina.
Entretanto, futuras investigacbes deverdo ser realizadas visando ao melhor
entendimento deste fendémeno.

Com base nos achados da Gal-1 sobre neutrofilos humanos in vitro e no fato
de que estes fagdcitos podem combater infec¢des bacterianas e/ou provocar leséo
tecidual (SMITH, 1994), o proximo passo foi avaliar a participacdo desta lectina no
modelo de sepse polimicrobiana induzida em camundongos destituidos ou ndo do
gene da Gal-1. Camundongos Gal-1" s&o mais sensiveis & sepse polimicrobiana
moderada em relacdo aos selvagens. Na sepse 0s mecanismos de defesa sao
insuficientes para a contencdo e eliminacdo do agente infeccioso no local da
infeccdo (COHEN, 2002). Assim, no inicio da sepse agentes patogénicos (produtos
destes agentes, elementos de necrose celular, alarminas, PAMPs e outros
elementos) podem ganhar a circulagdo favorecendo a transicdo da resposta
inflamatéria normal no local da infecgdo para uma resposta inflamatéria sistémica
conhecida como sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) (COHEN, 2002;
FRY, 2012). Na SIRS ha a participacdo de citocinas (TNF-a e IL-1B), leucotrienos,
moléculas de adesdo, quimocinas, EROs e 6xido nitrico (NO). Posteriormente,
ocorre a liberacao: (i) de mediadores anti-inflamatérios como TGF-B e IL-10, (i) de
supressores da cascata de sinalizagdo envolvida no reconhecimento de patdégenos,
(i) de prostaglandinas e de horménios (DINARELLO, 1997, MULLER KOBOLD et
al., 2000, COHEN, 2002). Neste cenario, o recrutamento de neutrofilos para o foco
infeccioso € um dos bragos iniciais e 0 mais critico da resposta imunologica inata
(PINHEIRO da SILVA F; SORIANO, 2009). Contudo, para investigar o possivel
mecanismo que proporcionou uma maior mortalidade dos animais Gal-1", foi

avaliado o recrutamento de neutréfilos no sitio de infeccdo apds 6 horas. A
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quantidade de neutroéfilos determinada na cavidade peritoneal de camundongos Gal-
1" foi maior em relacéo & dos camundongos selvagens. Estes achados concordam
com dados da literatura que mostram que a Gal-1 inibe a quimiotaxia, o rolamento e
a adesado de neutréfilos ao endotélio ativado (COOPER; NORLING; PERRETTI,
2008) e, consequentemente, provoca uma significativa diminuicdo da migracéo de
neutrofilos in vitro e in vivo (LA et al.,, 2003). Embora a quantidade de neutréfilos
fosse elevada na cavidade peritoneal nos camundongos Gal-1", no periodo de 6
horas, a carga bacteriana nesta cavidade também foi maior nestes animais em
relagdo aos selvagens. Entretanto, curiosamente, o nimero de bactérias no sangue

+/+

dos animais Gal-1" foi menor do que nos animais Gal-1"*, sugerindo que os animais
deficientes de Gal-1 foram mais eficientes em conter a infeccdo bacteriana na
cavidade peritoneal. A carga bacteriana elevada no periténio de animais Gal-1"", no
modelo de sepse moderada provocada por perfuracdo intestinal, pode estar
associada a potencial participacdo da Gal-1 enddgena na cicatrizacdo do epitélio
intestinal, uma vez que outras galectinas podem estar envolvidas neste processo
(PACLIK et al.,, 2008). Além disso, este fenbmeno poder ser consequéncia do
comprometimento da homeostase do epitélio intestinal, da integridade da mucosa
intestinal e da funcao de barreira deste epitélio (SANTUCCI et al., 2003, MUGLIA et
al. 2011). A Gal-1 participa também do controle funcional de células THi, THiz e T
regulatorias (TOSCANO et al., 2007; BLOIS et al., 2007; RABINOVICH; TOSCANO,
2009; GARIN et al., 2007). De modo interessante, foi demonstrado com o uso do
modelo de CLP que a ativacdo exagerada de células T CD4 pode conduzir a um
aumento da permeabilidade intestinal, maior atividade efetora de neutrdéfilos e uma
eliminacao de bactérias mais eficiente. Entretanto, 0 aumento na ativacédo de células
T CD4 também provoca maior leséo tecidual e mortalidade dos animais (KASTEN et
al., 2010). Este conjunto de informagdes pode justificar, parcialmente, a aparente
contradicdo entre os achados de carga bacteriana, migracdo de neutrdfilos e a
menor resisténcia dos camundongos Gal-1"a sepse moderada.

No presente trabalho, neutréfilos coletados do peritdnio de camundongos Gal-
17 liberaram mais EROs, in vitro, em resposta ao fMLP e & Gal-1 exégena, quando
comparados aos neutrofilos de animais selvagens. Sabe-se que EROs favorece a
atividade microbicida de neutrdfilos, o que pode parcialmente justificar os resultados
obtidos in vivo, segundo os quais camundongos Gal-17" infectados com bactérias

isoladas do ceco de animais selvagens apresentaram maior atividade bactericida no
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lavado peritoneal e no sangue. A interacdo Gal-1/agente infeccioso pode favorecer
a eliminacdo ou o estabelecimento deste agente no hospedeiro (GARNER et al.,
2010, OUELLET et al., 2005). Nessa linha, Gal-3 é capaz de interagir com LPS e
inibir a ativagcdo e a producdo de citocinas por macrofagos induzidas por este
agente. Entretanto, apesar de animais deficientes de Gal-3 serem mais susceptiveis
ao choque induzido por LPS, eles sdo mais resistentes a infecgdo experimental por
Samonella minnesota Re 595. O mecanismo pelo qual a Gal-3 favorece a infecgéo in
Vvivo por esta bactéria ndo é totalmente conhecido, mas pode envolver a inibicdo da
producdo de EROs e modulagdo de uma resposta TH;. Ainda, a interagdo da Gal-3
com glicanas da superficie desta bactéria pode “esconder” os sinais de perigo deste
microrganismo e diminuir a resposta do hospedeiro contra esta infeccéo (LI et al.,
2008). Ainda, as galectinas podem atuar como receptor de reconhecimento padrao
(PRR) por reconhecer glicanas expressas nas superficies de microrganismos
semelhantes ou ndo a estruturas do hospedeiro (SATO et al. 2009). Apesar de Gal-
1 e Gal-3 reconhecerem glicanas semelhantes ou idénticas (SATO et al., 2009),
serdo necessarios novos estudos para descobrir se a Gal-1 também é capaz de
interagir diretamente com bactérias e interferir na evolucao de processos infecciosos
disparados por estes agentes.

No modelo experimental de sepse moderada, a resposta inflamatéria nos
camundongos Gal-17 pode estar associada ao maior nimero de neutréfilos e a
producdo elevada de EROs no foco infeccioso, contribuindo para aumentar o
descontrole da resposta inflamatéria, a severidade de lesbes teciduais, e a taxa de
mortalidade destes animais. Em processos infecciosos a expresséo de galectina-1
pode estar elevada nos linfonodos (10 uM) e atuar como um DAMP (OUELLET et al.
2005, SATO et al., 2009). DAMPS sdo moléculas enddgenas que alertam o sistema
imunoldgico da presenca de lesdo tecidual provocada por insultos infecciosos ou
estéreis conduzindo a inflamacéo e ao inicio do reparo tecidual (IZUISHI et al., 2006,
PICCININI & MIDWOOD, 2010, MASON et al., 2012). Recentemente, foi
demonstrado que a deficiéncia do gene da Gal-1 provoca um aumento no grau de
severidade de lesbes oculares provocadas pela infeccdo com virus herpes simples,
e isto pode estar associado a um maior infiltrado de neutrofilos no sitio de infecgéo
(RAJASAGI et al., 2012). Ainda nesta linha, a taxa de letalidade de animais
deficientes de CCR2 submetidos a sepse severa é menor e isto estd associado ao

menor infiltrado tecidual de neutréfilos e a uma reducdo nos niveis séricos de
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marcadores bioquimicos de leséo e disfuncédo de 6rgédos (SOUTO et al., 2011). Por
outro lado, neutrofilos podem apresentar um papel imunomodulador via a liberacao
de IL-10 frente a um processo de infeccdo bacteriana, como em modelos
experimentais de sepse moderada, e isto poderia regular negativamente a funcéo de
macrofagos e células dendriticas (ZHANG et al. 2009, OCUIN et al., 2011). Assim,
considerando que a Gal-1 induz a producdo de IL-10 e animais Gal-1"" produzem
menos desta citocina imunoregulatéria (VAN DER LEIJ et al., 2007, RAJASAGI et
al., 2012), sugere-se que, provavelmente, os neutréfilos dos animais Gal-17 possam
produzir menos IL-10 favorecendo a ativagdo de macréfagos e de células
dendriticas.

A provavel elevacdo da resposta inflamatéria aguda indicada pelo maior
namero de neutréfilos e a maior producdo de radicais livres pode ter impedido a
infeccao sistémica, pois a carga bacteriana detectada no sangue dos animais Gal-1""
foi menor. Portanto, estes resultados sugerem a participacdo da Gal-1 endégena no
controle da infeccdo em animais selvagens submetidos a sepse moderada. Deste
modo, a resposta imunolégica diante da infeccdo pode ser dependente da carga
bacteriana e, ainda, a Gal-1 parece estar envolvida na modulagcdo do processo
inflamatorio inicial. Sabe-se também que a Gal-1 inibe a liberacdo do AA e diminui a
expressao da iNOs em macréfagos (CORREA et al., 2003).

Na sepse, ocorre 0 aumento da atividade da iNOs e a producédo de NO, que
atua como um importante modulador da migracdo de neutrdfilos, inibindo a ligacdo
destes leucdcitos ao endotélio, além de interagir com outras moléculas, inclusive as
espécies reativas do oxigénio (BENJAMIM et al.,, 2000). O resultado da
transformacdo do O, em peroxinitrito (ONOO-) pelo NO consiste na inibicdo da
polimerizacao do citoesqueleto de actina, da migracéo, da fagocitose e da atividade
da NADPH oxidase ex-vivo (CLEMENTS et al., 2003, TORRES-DUENAS et al.,
2007). Multiplos mecanismos sdo responsaveis pela hiporresponsividade e pela
inibicdo do recrutamento de neutrdéfilos na sepse.

Sabe-se que pacientes com sepse apresentam, ap0s 24 horas, um padrdo de
hiporresponsividade a estimulos inflamatérios associados a menor expressao de
genes envolvidos na sintese de receptores do tipo toll (receptores de moléculas
associadas ao dano tecidual-DAMPS) e ao NF-kB (TANG et al., 2007). Entretanto,
na sepse, em resposta a presenca de mediadores inflamatérios, ocorre um aumento

na rigidez da membrana celular do neutréfilo. Como resultado da alteragéao
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morfolégica e do aumento da deposicdo de F-actina, os neutréfilos acabam sendo
sequestrados em 0rgdos secundarios distantes do local da infeccdo, principalmente
no pulmédo (DROST et al, 1999). Uma vez no pulmao, ocorre oclusdo vascular
devido a deficiéncia na transmigracdo destas células, resultando em isquemia e em
consequente faléncia multipla de 6rgdos (COHEN, 2002). In vitro, esta rigidez da
membrana do neutrofilo pode ser induzida por fMLP ou TNF-a e esta associada ao
acumulo de F-actina abaixo da membrana celular (DROST et al, 1999). No entanto,
a auséncia de Gal-1 endégena ndo promoveu um maior acumulo de neutrofilos no
tecido pulmonar dos animais Gal-1”" em relacédo aos selvagens. Este fato pode estar
associado as caracteristicas do modelo de sepse utilizado, uma vez que o acumulo
de neutrdfilos no pulméo é claramente detectado na sepse severa e ndo na sepse
moderada (TAVARES-MURTA et al., 2002, ALVES-FILHO et al., 2006; 2008).

Com base neste conjunto de resultados foi possivel demonstrar que a Gal-1,
exdgena e enddgena, pode regular positiva ou negativamente a producdo de EROs
por neutréfilos em resposta ao fMLP por meio de um mecanismo dependente do
reconhecimento de carboidrato. Ainda, sugerimos que as propriedades
imunoregulatérias da Gal-1 podem ser importantes na resolugdo de processos
infecciosos e/ou nas lesOes teciduais provocadas por infeccbes bacterianas.
Portanto, a continuidade deste projeto ira contribuir para o entendimento do papel da
Gal-1 na modulacéo da resposta imunolégica no modelo de sepse moderada, além
de elucidar o impacto biolégico desta lectina na homeostase de neutréfilos e gerar
subsidios para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o tratamento de
outras patologias infecciosas.
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