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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.



1. Introducéo

1.1 Lectinas: proteinas multifuncionais

As lectinas, também conhecidas como proteinas ligantes de glicanas,
sdo proteinas que se ligam a carboidratos de modo reversivel e especifico.
Glicana € um termo genérico usado para se referir a aglcares ou conjunto de
acucares 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 sdo agrupadas em diferentes familias identificadas como
tipos: C (calcio dependente), S (galectinas), I, M, L, P, R e outras. Além disso,
existe uma classe de lectinas que reconhecem glicosaminoglicanos (GAG).
GAGs sao polissacarideos compostos por unidades repetitivas de dissacarideo
linear, como hexosamina e hexose ou &cido hexurbnico, associados a cadeias
laterais de proteinas (proteoglicanos), ou sdo 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 hepética ligante de
galactose (the galactose-specific hepatic asialoglycoprotein receptor), ocorreu
em 1974, enquanto os pesquisadores GILBERT ASHWELL e ANATOL G.
MORELL buscavam estudar os mecanismos que controlam o tempo de vida de
glicoproteinas na circulacdo 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 3-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
manutencao de seus grupos sulfidrilicos na forma reduzida (BARONDES et al.,
1994; CUMMINGS; LIU, 2009). As galectinas sdo proteinas soluveis, néo
possuem peptideo sinal, estdo confinadas em compartimentos citosélicos e séo
liberadas para o meio extracelular através de um mecanismo secretorio nao
convencional (COOPER; BARONDES, 1990; SATO et al, 1993). Em
mamiferos, foram descritas, até o momento, 15 galectinas, subdivididas em
trés categorias com base na homologia estrutural de seus CRDs e de suas
sequéncias de aminoacidos. A figura 1 ilustra as galectinas do tipo: a)
prototypical, que sdo aquelas que contém um UuUnico CRD e formam
homodimeros ndo 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 oligomerizacao dessas lectinas;
c) tandem-repeat, polipeptideos Unicos compostos por dois CRDs distintos
conectados por um peptideo ligador de 5 a 50 residuos de aminoacidos
(CUMMINGS; LIU, 2009; BOSCHER; DENNIS; NABI, 2011).
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Figura 1. Classificacdo das galectinas de mamiferos. As galectinas sdo 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.



As galectinas sd@o expressas por uma grande variedade de tipos
celulares e podem tanto participar de interagcbes célula-célula e célula—matriz
extracelular quanto modular fungbes 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 producédo de citocinas e mediadores,
adesao celular, apoptose, quimiotaxia e endocitose (CUMMINGS; LIU, 2009;
LIU; RABINOVICH, 2010, BOSCHER; DENNIS; NABI, 2011).
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Figura 2. Galectinas participam de varios eventos biolégicos por meio da interagéo
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
polimerizagcdo de actina e o remodelamento de fibronectina. As intera¢des 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 pr6 e anti-inflamatérias. 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.



Ja em um ambiente intracelular, as galectinas podem tanto participar de
vias de sinalizacdo e splicing de mRNA quanto modular algumas respostas
biolégicas, como apoptose, diferenciacdo e migracdo celulares. Assim, essas
proteinas podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento da
resposta inflamatoria, 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 padrbes moleculares associadas a patdgenos (pathogen associated
molecular patterns - PAMPS). Ainda, por serem encontradas em tecidos
danificados por acdo de patégenos, sdo descritas como potenciais candidatas
a padroes 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 que 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), € 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- anti-paralelas (LOPEZ-
LUCENDO et al., 2004). Os mondémeros de Gal-1 possuem massa molecular
aparente de ~15kDa, associam-se por meio de interacbes nao covalentes e
formam homodimeros com constante de associagdo 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 regido gl2 (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 €



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 proteina de 135 aminoacidos
(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 condicfes oxidantes. A expressao
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
orgaos 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
nacleo (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 indugdo 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 glicosilagdo especifica dessas
glicoproteinas, que afetam a resposta de células T a Gal-1. A ligacéo de Gal-1
a células T inicia uma variedade de eventos de transducéo de sinal, tais como

ZAP-70 e ERK-2, fosforilagéo da tirosina de fosfolipase Cy-1 (PCy-1), influxo de



calcio, ativacdo de fatores de transcricdo como AP-1 e NF-kB e reducédo da
proteina anti-apoptotica Bcl-2, importante para a fisiologia e a sobrevivéncia de
célula T (VESPA et al., 1999; RABINOVICH et al., 2000a; TOSCANO et al.,
2011).

Além disso, a Gal-1 pode promover a apoptose de células T produtoras
da citocina proé-inflamatéria IL-17 (Ty17) 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 o0 escape da resposta imunoldgica antitumoral, por expressarem
grandes quantidades de Gal-1 (JUSZCZYNSKI et al., 2007). Segundo esses
autores, a Gal-1 estd envolvida neste processo de escape imunologico por
favorecer a secrecao de citocinas Ty2 (MOTRAN et al., 2008) e a expansao de
células T regulatorias do tipo CD4+, CD25+(high) e FOXP3+.

Diversos trabalhos também mostram a participacao da Gal-1 na resposta
imunoldgica inata e em processos inflamatérios. A Gal-1 inibe tanto a liberacdo
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 producédo de oxido nitrico (NO) e a
expressdo de NO sintetase induzivel (iNOS) em macréfagos estimulados com
LPS (CORREA et al., 2003). Nesta mesma linha, mondcitos humanos tratados
com essa lectina apresentam reducdo da fagocitose via receptores da classe
FcyRI e inibicdo da expressao de MHCII, com consequente reducdo da
apresentacao 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 inflamacéo cronica em modelos experimentais de
encefalomielite autoimune (OFFNER et al., 1990), colite (SANTUCCI et al.,
2003), pancreatite crénica (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 padréo Ty2 (RABINOVICH et al., 1999).

A reducdo na producgdo 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 neuroinflamacgédo autoimune
experimental (TOSCANO et al., 2007).

Portanto, esses estudos realizados em varios modelos experimentais
tém estabelecido que a Gal-1 tem atividade anti-inflamatéria e imuno-
regulatoria, estando essa modulacdo da resposta imunolégica relacionada ao
efeito benéfico do uso de Gal-1 no tratamento de diversas doencas
autoimunes/inflamatorias experimentais (LIU; RABINOVICH, 2010).

1.3 O neutro6filo naimunidade inata

Os neutrofilos sdo granuldcitos produzidos e armazenados na medula
Ossea e liberados para o sangue periférico, onde tém uma média de vida na
circulacdo de apenas 6 - 7 horas. Essas células representam de 50 a 70% do
total de leucdcitos no sangue periférico humano, sao esféricas e possuem
tamanho de 10 a 20um de diametro, com ndcleo segmentado constituido de
cromatina purpurea escura e densa e com de 3 a 5 l6bulos interligados
(JOHNSON; VARANI; SMOLEN, 1992). Os granulos intracelulares sao
classificados em primarios (ou azurdfilos), secundéarios (ou especificos),
terciarios (ou de gelatinase) e vesiculas secretérias, cujos componentes estéo
relacionados a fagocitose e a morte intracelular de microrganismos (matriz rica
em enzimas e peptideos com atividade microbicidas (BORREGAARD;
COWLAND, 1997). Tais granulos s@o responsaveis pelo armazenamento e
pela expressdo de moléculas de adeséo (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 imunologico inato como fagocitos
profissionais, contribuindo para a primeira linha de defesa do organismo contra
agentes patogénicos (KUMAR; SHARMA, 2010). O recrutamento de neutrofilos
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 o rolamento dos neutrofilos sdo mediados primeiramente



pela ligacdo de moléculas de baixa afinidade, presentes no endotélio (P- e E-
selectinas), com ligantes presentes na superficie dos neutrofilos (PSGL-1-
ligante de P-selectina, ESL-1-ligante de E-selectina e CD44). A presenca de
guimiocinas, bem como a ligacdo com seus respectivos alvos nestas células,
modula positivamente a expressdo de moléculas de alta afinidade como as
integrinas (B2 — CD18). As integrinas LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1
(CD11b/CD18) interagem com ICAMs (moléculas de adesdo 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 inflamacédo, os neutréfilos atuam através de
mecanismos independentes e dependentes de oxigénio, 0s quais
compreendem a fagocitose, a desgranulacdo, a producédo de mediadores anti e
pro-inflamatorios (IL-1, IL-6 e IL-8, ativador de plasminogénio, TNF-a), aléem de
poderem atuar como apresentadores de antigenos para linfocitos T (MAYER-
SCHOLL et al., 2004) A destruicdo de patdgenos no interior do fagossoma de
modo independente do oxigénio ocorre com a fusdo de granulos, seguida da
liberacdo de substancias microbicidas, tais como defensinas, lisozimas e
proteases. A elastase neutrofilica € 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 explosao respiratéria, metabodlica ou
oxidativa (BABIOR, 1999). A producdo 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, iono6foros, complexos imunes e
ainda particulas antigénicas (zimozan, latex) opsonizadas com anticorpos e
componentes do sistema complemento (BROWN, 1995). O metabolismo
oxidativo dos neutrofilos € mediado por um complexo enzimatico chamado
NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato Reduzida) oxidase
(BABIOR, 2002). O complexo € formado por componentes existentes no citosol



[p40P"% pa7P"%% pE7P"*(phox=phagocyte) e Rac?] e subunidades encontradas
na membrana plasmética, na membrana dos granulos especificos, de
gelatinase e vesiculas secretérias (gp91P"™, p22P"* e Rapl). As duas
subunidades gp91P"™* e p22°"* ocorrem como uma flavohemeproteina
conhecida como citocromo b558, cuja funcdo é transferir elétrons através da
membrana (tanto para fora das células quanto dentro dos fagossomas) para o
oxigénio molecular, gerando o anion superoxido (Oy). A separacao desses dois
grupos de componentes da NADPH oxidase e a distribuicdo entre
compartimentos celulares distintos permitem que a oxidase esteja inativa

enquanto a célula néo 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 translocacdo. O processo de ativagdo envolve fosforilacéo
da p47 e consequente translocacdo do complexo citoplasméatico para a membrana,
formando o complexo ativo. O NADPH doa seus elétrons, os quais séo transferidos para
0 oxigénio molecular através das subunidades gp91°"* e p22P"* gerando o Aanion
superoéxido (05). 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.




A atividade da NADPH oxidase foi verificada em neutrofilos humanos de
pacientes com doenca granulomatosa crénica (DGC). A DGC é autossdmica
recessiva e se caracteriza por um defeito genético no componente citosolico da
NADPH oxidase, p® e p*’ respectivamente, caracterizando as diferentes
formas dessa doenca (ROOS et al., 1996).

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

Em um estudo que utilizou células diferenciadas HL-60 (linhagem pro-
mielocitica humana) e neutrofilos 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 bloqueio da atividade enzimatica com
DPI (lodoniodifenileno) mostrou a inibicdo da exploséo respiratéria e a falha na
exposicao 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 formacdo do
complexo.

BENGTSONN e colaboradores (2006) demonstraram ainda que o0s
processos de polimerizacdo e despolimerizacdo do citoesqueleto de actina
contribuem para regulagédo e montagem do complexo NADPH oxidase presente
nos neutrofilos.

Na literatura, portanto, ainda sdo conflitantes os achados referentes a
correlacdo entre apoptose e geracdo de espécies reativas do oxigénio, bem
COmMO 0S processos que incluem a participagcdo de marcadores constitutivos do
reconhecimento celular nos processos de fagocitose e/ou apoptose envolvendo

a homeostase de células do sistema imune.



1.4 Participacdo da Gal-1 nas funcdes de neutroéfilos

Dados da literatura tém mostrado a acdo da Gal-1 sobre alguns
aspectos funcionais dos neutréfilos. TIMOSHENKO e colaboradores (1993)
demonstraram que Gal-1 originada da placenta humana induz a liberacdo de
superéxido em neutrofilos de pacientes com determinados tipos de tumores e
que Gal-1 humana, proveniente do baco, também induz o mesmo efeito em
neutréfilos homaologos, 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-l se liga,
principalmente, a superficie de neutroéfilos ativados (membrana dos granulos de
vesiculas secretorias e de granulos de gelatinase). Em neutréfilos ativados e
em células de linhagem pro-mielocitica (HL60), foi descrito que esta lectina é
capaz de ativar a enzima NADPH oxidase, de induzir expressédo de FS e de
promover a fagocitose dessas células por macréfagos sem promover
fragmentacdo 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 neutrofilos independentemente da apoptose
(ALMKVIST et al, 2002; DIAS-BARUFFI et al., 2003; KARMAKAR;
CUMMINGS; MCEVER, 2005; STOWELL et al., 2007).

A explosao respiratoria e a exposicao de FS em neutrofilos induzida por
Gal-1 ocorrem em neutréfilos ativados com fMLP, o que parece estar associado
a capacidade de fMLP provocar alterac6es na superficie dos neutréfilos (DIAS-
BARUFFI et al., 2003; ALMKVIST et al.,, 2002). Além disso, neutréfilos
humanos exsudados apresentam maior nimero de ligantes de Gal-1 em
comparacao aos neutrdfilos do sangue periférico (ALMKVIST et al., 2002).
ELOLA e colaboradores (2005) mostraram que o tratamento com Gal-1,
proveniente do baco de suinos, permitiu a desgranulacdo dos neutrofilos na
presenca de citocalasina B. Ainda, em neutrofilos humanos, de acordo com
ALMKVIST e colaboradores (2002), a Gal-1 é capaz de induzir a liberacdo de
MPO (mieloperoxidase) e gelatinase.

Em modelo experimental de inflamacg&o in vitro e in vivo, a Gal-1 inibiu a

migracao de neutrdfilos induzida por mediadores inflamatorios como a IL-1f3, a



IL-8 e 0 TNF-a (LA et al., 2003). Nesta linha, mostrou-se que essa lectina inibe
o edema, o extravasamento de neutréfilos e a desgranulagdo de mastocitos
(RABINOVICH et al., 2000b).

A interacdo do neutrofilo com o endotélio promove a expressao 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 migracao 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 participacédo desta
lectina na diminuicdo da quimiotaxia e no rolamento e na adesdo destes
leucocitos 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 expressao de moléculas de adesdo (L-selectina e B2-integrina)
na superficie de neutréfilos. Além disso, houve também uma diminuicdo nos
niveis dos mediadores TNF-a e IL-1B no lavado peritoneal destes
camundongos (GIL; GULLO; OLIANI, 2010).

Na maioria das células ndo ativadas por estimulos pré-inflamatérios, o
NF-kB esta presente no citoplasma e complexado com a proteina inibitéria IkBa
(GHOSH; KARIN, 2002). Mediadores pré-inflamatérios, como o LPS e o TNF-q,
promovem a fosforilacdo da proteina inibitéria citoplasmatica IkBa, e este
processo libera o NF-kB do complexo inibitério (NF-kB-IkBa), permitindo sua
translocacdo 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 pré-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 ativacdo NF-kB aumenta
a expressdo de Gal-1 em células T. Por outro lado, a Gal-1 exdgena pode

modular negativamente a ativacdo NF-kB através da inibicdo da degradacéo 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
transcricional NF-kB aumenta a expresséao de Gal-1, o que diminui 0os eventos
de sinalizacao a ele relacionados.

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

literatura, que a Gal-1 tem importante participagdo neste processo.

1.5 Participacao do neutroéfilo na patogenia da sepse

A sepse € resultado de uma complexa resposta imunolégica sistémica
deflagrada por um agente infeccioso. Esta sindrome complexa ocorre quando
0s mecanismos de defesa inicial do hospedeiro sdo incapazes de conter a
infeccdo primaria, resultando em um processo inflamatério e infeccioso
descontrolado, que conduz a quadros de hipotensdo, coagulopatia, falha
multipla de érgaos e até a morte (COHEN, 2002).

As caracteristicas da resposta imunologica inata s&do cruciais nha
evolucdo da sepse. Este processo € mediado por patdgenos ou seus produtos,
identificados como PAMPs (pathogen associated molecular patterns), que séo
reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (pattern recognition
receptors — PRR), por padrbes 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 ativacdo intracelular (BLEIBLO et al.,, 2012). A
ativacdo resulta na producdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e
espécies reativas do oxigénio, que, em altas concentracdes, 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 padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS)
(SATO et al., 2009). Esta lectina também participa da modulacdo negativa de
citocinas inflamatorias através da inibicdo da degradacéo 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 adesao (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 oxigénio em neutréfilos 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 € 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 & sepse nao
grave sao capazes de controlar a infeccédo, apresentando uma efetiva migracao
de neutrdfilos 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
primario, resultando no descontrole da infeccdo (ALVES-FILHO et al., 2006,
2008). A faléncia na migracdo dos neutréfilos foi também observada em
pacientes sépticos, e, junto a este fendmeno, foi relatada uma menor resposta
destas células diante de agentes quimiotaticos como CXCL8, fMLP e LTB4
(TAVARES-MURTA et al., 2002).

O papel do neutréfilo, no entanto, nem sempre € benéfico, podendo ser
nocivo no processo de resolucdo da sepse, pois estas células, quando néo
migram para o foco primario, acabam sendo sequestradas em 6&rgaos
secundarios distantes do local da infeccdo, como pulméo, figado, rins e
coracgao, conduzindo para leséo tecidual ou perda da funcéo organica (COHEN,
2002; ABRAHAM; SINGER, 2007). Estes eventos de migracéo contribuem para
a patogénese da sepse e estdo 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 participagdo da Gal-1 nas fungdes de neutrdfilos 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.

2. Conclusao

Neste trabalho foi possivel demonstrar que a Gal-1, exdégena e
enddgena, pode regular positiva ou negativamente a producdo de EROs por
neutrofilos em resposta ao fTMLP por meio de um mecanismo dependente do
reconhecimento de carboidrato. Ainda, sugerimos que as propriedades
imunoregulatérias da Gal-1 podem ser importantes na resolucao de processos
infecciosos e/ou nas lesdes teciduais provocadas por infec¢cdes bacterianas.
Portanto, a continuidade deste projeto ira contribuir para o entendimento do
papel da Gal-1 na modulacdo da resposta imunolégica no modelo de sepse
moderada, além de elucidar o impacto biolégico desta lectina na homeostase
de neutrofilos e gerar subsidios para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas para o tratamento de outras patologias infecciosas.
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