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RESUMO

CALLEJON, D.R. Estudo da interacao de galectina-1 e mastdcitos. 2008. 122f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A galectina-1 (Gal-1) pertence a uma familia de proteinas ligantes de pB-
galactosideos e participa de varios processos biolodgicos, tais como a modulagao da
resposta inflamatéria. Os mastdcitos desempenham um importante papel em
eventos inflamatérios e alérgicos. Entretanto, o impacto da Gal-1 na biologia dos
mastécitos € pouco conhecido. Neste trabalho, foram analisados os aspectos
morfolégicos e funcionais de células RBL-2H3 tratadas com Gal-1. Além disso, foi
investigado o efeito da auséncia de Gal-1 enddgena sobre a desgranulacao in vivo.
A avaliagédo da interacdo de Gal-1Texas-Red com células RBL-2H3, por citometria
de fluxo, indicou que esta lectina ligou-se as superficies dessas células de modo
dose-dependente. A Gal-1 foi capaz de promover a exposicao de fosfatidilserina (FS,
um marcador de apoptose) nas superficies dessas células por meio de
reconhecimento de carboidratos. Entretanto, as células RBL-2H3 tratadas com Gal-1
nao apresentaram apoptose e/ou necrose, como indicado pelos resultados obtidos
dos ensaios de TUNEL, DNA laddering, hipodiploidia, citotoxicidade e microscopia
eletrénica de transmissdo. As andlises de microscopia eletrbnica de varredura e
Differential Interference Contrast (DIC) de células tratadas com Gal-1 (10 uM-1 hora)
indicaram que essa lectina induziu ondulagdes apenas nas porcdes apicais das
membranas plasmaticas de células RBL-2H3. Além disso, a Gal-1 modulou
negativamente a formacdo de ondulacées nas superficies de células RBL-2H3
estimuladas via FceRI. A distribuicdo de componentes de Lipid Rafts relacionados ao
processo de ativacdo celular via FceRl (Lyn, LAT e GD1b) foi modificada pelo
tratamento dessas células com Gal-1 (10 uM), por 1 hora. As células RBL-2H3
tratadas com Gal-1(10uM-45 minutos) apresentaram niveis de liberacdo da enzima
B-hexosaminidase (B-HEX) semelhantes ao do controle negativo, sugerindo que
essa lectina ndo promove a desgranulacdao de células RBL-2H3. Por outro lado, a
Gal-1 inibiu a desgranulacdo de células RBL-2H3 ativadas via FceRl. O valor
maximo de inibicdo (80%) da liberagdo de B-HEX foi atingido quando as células
foram tratadas com 10 uyM de Gal-1 por 24 horas. Este efeito inibitério ndo foi
detectado quando as células foram tratadas com Gal-1 na presenca de B-p-
Tiogalactopiranosideo (TDG), quando estimuladas com ionéforo de calcio ou
tratadas com a forma monomérica da Gal-1. Os dados de microscopia confocal
mostraram que os granulos secretérios de células submetidas ao procedimento de
estimulagédo via FceRIl, foram fracamente marcados com o anticorpo AD1 e
apresentaram uma distribuicdo citoplasmatica difusa. Entretanto, células tratadas
com Gal-1 (10 uM - 24 horas) e estimuladas via FceRI foram intensamente marcadas
com anticorpo AD1 e mostraram um padrao perinuclear, como detectado em células
nao estimuladas. De modo interessante, camundongos deficientes para o gene de
Gal-1 quando submetidos ao ensaio de anafilaxia passiva cutdnea (PCA)
apresentaram uma reacao significativamente maior que os animais selvagens. Com
base no conjunto de resultados obtidos sugere-se que a Gal-1 pode participar da
homeostase de mastoctios sem provocar apoptose e/ou necrose dessas células.
Além disso, a Gal-1 pode modular o processo de exocitose de mastocitos por meio
das propriedades lectinica e de dimerizagdo dessa proteina e esse efeito
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modulatério parece estar associado a eventos de sinalizacao celular anteriores ao
influxo de calcio.

Palavras-chaves: Galectina-1, Mastécito, Inflamacéao, Desgranulacdo, Apoptose.



ABSTRACT



v

ABSTRACT

CALLEJON, D.R. Study of the interaction between Gal-1 and mast cell. 2008.
122f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Galectin-1 (Gal-1) belongs to a family of B-galactoside-binding proteins and is
involved in several biological processes, including modulation of the inflammatory
response. Mast cells play a critical role in allergic and inflammatory events, however,
little is known about the impact of Gal-1 on mast cell biology. In this study, we
examined the role of Gal-1 in mast cell function using RBL-2H3 (Rat Basophilic
Leukemia) and galectin-1 deficient mice. We report that Gal-1 recognized
glycoconjugates on mast cells and this interaction promotes phosphatidylserine (PS)
exposure in the absence of cell death or apoptosis. Morphological analysis of Gal-1-
treated RBL-2H3 cells, by scanning electron microscopy and Differential Interference
Contrast (DIC), indicated that Gal-1 induces modifications on cell membranes and
modulation of ruffles formation on cell surface of stimulated RBL-2H3 cells.
Interesting, Gal-1 treatment of RBL-2H3 cells, with or without stimulation, promotes
alterations in the distribution of the components (Lyn, LAT and GD1b) of Lipid Rafts.
Gal-1 did not promote degranulation on RBL-2H3 with or without prior sensitization
with IgE. However, Gal-1 treatment inhibits the cell degranulation mediated by via
FceRI and this effect was time and dose-dependent. Also, this inhibition was related
to carbohydrate recognition domain and required Gal-1 dimerization. Importantly,
confocal microscopy analysis showed that Gal-1 was distributed in cytoplasm close
to secretory granules stained AD-1 antibody on RBL-2H3 with or without prior
stimulation with FceRIl. In addition, we found significantly increased passive
cutaneous anaphylaxis reaction in Gal-1 deficient mice. The results demonstrated
that Gal-1 may participate of homeostasis and exocytose in mast cells suggesting
that Gal-1 can have important role in allergic and inflammatory process.

Key word: Galectin-1, Mast Cell, Inflammation, Degranulation, Apoptosis.
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1 INTRODUGAO
1.1 Galectinas: uma familia de lectinas de mamiferos

Lectinas sao proteinas capazes de reconhecer carboidratos de modo
especifico: associados (glicoconjugados), ou nao, a outras moléculas como
proteinas e lipideos (SHARON; LIS, 1986; LIS; SHARON, 1998; VARKI et al., 1999).
Originalmente, as lectinas foram identificadas em plantas como proteinas que
apresentavam a habilidade de aglutinar eritrocitos de diferentes tipos sangliineos de
modo seletivo (revisado por SHARON; LIS, 1972). BOYD; SHAPLEIGH (1954)
consideraram a atividade hemaglutinante dessas proteinas para cunharem o nome
lectina, do latim legere, escolher, reconhecer ou discriminar. SHARON; LIS (1972)
propuseram a generalizacao do termo lectina para toda proteina com capacidade de
reconhecer agucar de modo especifico de origem nao imune.

As lectinas estdo presentes em varios organismos, desde virus a seres
humanos (SHARON; LIS, 1989; KARLSSON, 1995; LIS; SHARON, 1998).
Provavelmente, o primeiro registro da literatura sobre a presenca de atividade
lectinica em animais foi feito por FLEXNER; NOGUCHI (1902). Eles demonstraram
que o veneno de serpente Crotalus durissus era capaz de promover a aglutinacao
de eritrocitos humanos (KILPATRICK, 2002).

A primeira evidéncia direta da existéncia de lectinas em mamiferos foi obtida
a partir de estudos que demonstraram que a meia-vida de glicoproteinas séricas
poderia ser controlada por atividade lectinica presente no figado de coelhos
(ASHWELL; MORELL, 1972). A continuacao do trabalho destes pesquisadores levou
ao isolamento pioneiro de uma lectina de mamifero, ela foi purificada do figado de
coelhos, ligava-se a residuos de galactose e foi denominada receptor hepatico para

asialoglicoproteinas (STOCKERT et al., 1974; HUDGIN et al., 1974).
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A partir de meados de 70, varios achados sobre lectinas de origem animal e
ligantes B-galactosideos foram descritos. BARONDES et al. (1994), propuseram a
criagdo da familia das galectinas para agrupar essas proteinas. A “eletrolectin” foi o
primeiro membro dessa familia, ela foi isolada a partir de tecidos de peixe elétrico
(TEICHBERG et al., 1975). Ainda nessa época, foram descritas as primeiras lectinas
ligantes de B-galactosideos derivadas de mamiferos (de WAARD et al., 1976), as
quais foram posteriormente definidas com galectina-1 e 3 (BARONDES et al., 1994).

Ha uma enorme diversidade estrutural de glicoconjugados nos seres vivos, a
qual pode estar associada a uma grande diversidade biol6gica, pois estas glico-
estruturas podem codificar diversas informacdes biolégicas que podem ser
decodificadas por lectinas (SHARON; LIS, 1989; LIS; SHARON, 1998). A Figura 1

ilustra algumas interacdes bioldgicas mediadas pelas lectinas.
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sintese de glicoproteinas; imunidade inata e resposta inflamatéria; ativacdo, proliferacdo e
crescimento celulares; apoptose; embriogénese e fertilizacdo. (Figura modificada de SHARON; LIS,
2004).

Portanto, o reconhecimento de carboidratos por lectinas é um fenémeno
bioquimico associado a varios processos fisiolégicos e/ou patolégicos como
fertilizacdo, embriogénese, migracao, proliferacao e diferenciacao celulares, defesa
imunoldgica, infeccdo por microorganismos e, cancer (SHARON; LIS, 1986;
SHARON; LIS, 1989; LIS; SHARON, 1998; SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994;
DIAS-BARUFFI et al., 2003; LIU; RABINOVICH, 2005). Além disso, lectinas podem
ser utilizadas como ferramentas na pesquisa basica e aplicadas (SANTOS-DE-
OLIVEIRA et al., 1994; SANTUCCI et al., 2003; ROGERIO et al., 2007, SHARON,
2007).

Nas superficies das células de vertebrados existe uma camada de
glicoconjugados composta por glicoproteinas, glicolipidios e glicosaminoglicanos,
conhecida por “glicocalix” que pode ser alvo para diferentes lectinas (VARKI et al.,
1999). Geralmente, as lectinas sdo moléculas multivalentes que podem estabelecer
pontes entre células e matriz extracelular, através do reconhecimento concomitante
de glicanas contidas em ambas as estruturas (SHARON; LIS, 1993).

Em linhas gerais, o reconhecimento de carboidratos pelas lectinas € um
evento reversivel que se manifesta por meio de um equilibrio quimico regido pela lei
da acdo das massas. Assim, a afinidade quimica de uma lectina por seu ligante
pode ser definida a partir da constante desse equilibrio (VARKI et al., 1999). As
ligagbes quimicas mais comuns envolvidas na combinagéo entre lectinas e glicanas
sdao pontes de hidrogénio (sendo as vezes mediadas pela agua), ligacdes
hidrofébicas, interacdes eletrostaticas (menos freqlientes) e coordenacao por metais

(SHARON, 2007).
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A capacidade das lectinas de se ligar especificamente a aclUcares é atribuivel
a uma porcao globular e limitada dessas moléculas, denominada dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD) (WEIS; DRICKAMER, 1996, DODD;
DRICKAMER, 2001). Os CRDs de muitas lectinas relacionam-se entre si, quanto a
seqUéncia de aminoacidos e a especificidade de carboidratos, o que faz com que
muitas lectinas conhecidas possam ser agrupadas em familias (WEIS; DRICKAMER,
1996; DODD; DRICKAMER, 2001). Uma das familias de lectinas animais mais
estuda é a das galectinas, sendo que, inicialmente, os membros dessa familia foram
caracterizados como lectinas tipo-S ou Lac-S por reconhecerem B-galactosideos de
modo dependente de estado de oxidagao de seus grupos sulfidrilicos presentes em
cisteinas livres e independente de ions calcio (BARONDES et al., 1994; COOPER,;
BARONDES, 1999). Na atualidade, sabe-se que a propriedade lectinica das
galectinas nado &, necessariamente, dependente de grupos sulfidrilicos
(KILPATRICK, 2002).

As galectinas sao lectinas de mamiferos que apresentam sequiéncias de
consenso de aminoacidos no CRD e reconhecem preferencialmente unidades
repetidas de lactosaminas, polilactosaminas, com residuos de galactose acessiveis
(BARONDES et al., 1994; STOWELL et al., 2004; LOPEZ-LUCENDO et al., 2004). A
importancia biolégica das galectinas pode ser ilustrada pela elevada conservacao
evolucionaria e pela ampla distribuicdo dessas proteinas, pois distintos tecidos e/ou
células de diferentes organismos (protozoarios a seres humanos) podem expressar
essas lectinas ou seus homdélogos (RUBINSTEIN et al, 2004a). Estudos
termodinamicos e bioldégicos mostram que apesar dessas proteinas reconhecerem
lactosaminas como requisito quimico minimo, elas podem apresentar diferencas

sutis de especificidade no reconhecimento de carboidratos. Por exemplo, a
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galectina-1, e ndo a galectina-3, liga-se com maior afinidade para residuos de
galactose terminais do que os internos em polilactosaminas (AHMAD et al., 2004.,
STOWELL et al,, 2004). Nessa linha, tem sido descrito que as galectinas 1 e 3
podem reconhecer distintas glicanas na superficie de células T e isto pode
influenciar diferencialmente a producao de citocinas e a apoptose dessas células
(STILLMAN et al., 2006; TOSCANO et al., 2007; VAN DER LEIJ et al., 2007).
Atualmente j& foram descritas 15 galectinas derivadas de mamiferos e todas
apresentam um CRD com aproximadamente 130 residuos de aminoacidos.
HIRABAYASHI; KASAI (1993) classificaram as galectinas em 3 categorias: “proto-
type”, quimera e “tandem repeat-type”. As primeiras possuem um unico tipo de CRD
e se apresentam com mondmeros ou dimeros com CRD idénticos associados de
modo nao-covalente (galectinas: 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15). A galectina-3
representa o tipo quimera, ela tem um CRD e um dominio ndo-lectinico envolvido
em sua oligomerizacdo. As galectinas 4, 6, 8, 9 e 12 sdo conhecidas como “Tandem
repeat-type” por apresentarem dois CDRs distintos unidos por pequeno peptideo

ligador (RUBINSTEIN et al., 2004a ; LIU et al., 2005).
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Tipo Estrutura Membros
1 DRC 1,2,A5, 7,10,11,,14,15
Monbémeros ou dimeros com 2
DRC idénticos
Tipo 3. - :

Quimérica ngaggo com Ilga~ntes _
carboidratos e ndao-carboidratos
4,6,8,9,12

2 DRC Ligacdo com 2 ligantes

diferentes (carboidratos)

Figura 2. Classificacdo das galectinas em relacao ao DRC. Representagdo esquematica da
divisdo dos tipos de galectinas em relagdo ao DRC. Modificado de RUBINSTEIN et al., (2004b).

A maioria das galectinas apresenta caracteristicas de proteinas
citoplasmaticas como regidao N-terminal acetilada, presenca de grupos sulfidrilicos
nao-oxidados (livres) e auséncia de glicosilacdo (RUBINSTEIN et al., 2004a e b).
Entretanto, as galectinas podem estar localizadas na superficie celular, matriz
extracelular, citoplasma e nucleo (RUBINSTEIN et al.,, 2004a). Apesar de essas
proteinas serem detectadas no meio extracelular, elas ndo apresentam peptideo
sinal, sendo secretadas pelas células por mecanismo nao classico e independente
do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi (HUGHES, 1999). Dados da
literatura sugerem que a galectina-1 (Gal-1) pode ser secretada pela translocacao
direta do citosol através da membrama plasmatica com auxilio de fatores do citosol e
da membrana, como descrito para o fator-2 de crescimento de fibroblasto
(SCHAFER et al., 2004; NICKEL et al., 2005). As galectinas podem promover no
meio extracelular o intercruzamento de glicoconjugados da superficie das células e

induzir eventos de transducao de sinal por meio da formacao de agrupamentos de
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receptores e de uma malha (galectina-receptor) na superficie celular (BREWER, et
al., 2002). Ja no meio intracelular, os eventos biolégicos das galectinas parecem nao
depender de sua propriedade lectinica e nesse microambiente elas podem
participam do processamento de RNA e da regulacdo da homeostasia celular (LIU et
al., 2002; WANG et al., 2004). De modo interessante, as galectinas podem exercer
efeitos antagdnicos em funcdo da localizagdo destas proteinas no meio intra ou
extracelulares (YANG et al., 1996; FUKUMORI et al., 2003).

As galectinas sdo moléculas multifuncionais que participam de varios
processos bioldégicos como controle da adesao, proliferacdo e ciclo celulares,
apoptose, génese de tumores, fagocitose e processamento de RNA (PERILLO et al.,
1995; LIU et al, 2002; DIAS-BARUFFI et al, 2003; LEFFLER et al., 2004;
RUBINSTEIN et al., 2004a, STOWELL et al., 2007). As galectinas também podem
estar associadas ao risco de infarto do miocardio e ao controle de processo

inflamatério (TANAKA; OZAKI, 2006; OZAKI et al., 2004; TOSCANO et al., 2006).

1.2 Galectina-1 (Gal-1)

O gene da galectina-1 humana esta localizado no cromossomo 22 entre as
regides q12-q13 deste cromossomo, em camundongos na regidao E do cromossomo
15 (GITT; BARONDES, 1991; BALDINI et al., 1993). Esta lectina € um homodimero
de 28kDa, associado de modo ndo covalente apresentando uma constante de
dissociacdo de ~ 7 uM (CHO; CUMMINGS, 1995). A expressao da Gal-1 é verificada
em varios tecidos.

Em condicbes normais, a Gal-1 é expressa em musculos, timo, préstata,
figado, baco, células endoteliais, pele e cérebro em desenvolvimento (YANG; LIU,

2003). Recentemente, foi descrito que a Gal-1 pode participar da fisiologia e do
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desenvolvimento embrionario de pulmao (FOSTER et al., 2006; CASE et al., 2007).
Em condi¢cdes patoldgicas, a Gal-1 € expressa em carcinomas de tiréide, célon,
ovario, melanoma e linfoma (PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998). Varios agentes
podem induzir a expressao de galectina-1, por exemplo, o estrogeno, lipoproteina de
baixo peso molecular minimamente oxidada e citocinas (BAUM et al, 1995;
TAHARA et al., 2003).

Na literatura sao descritos varios ligantes para a Gal-1, incluindo os
localizados na superficie celular, tais como as integrinas, nos lisossomos com a
proteinas de membrana lissosomal 1 e 2; no citoplasma com o oncogene H-Ras; no
nucleo com ribonucleoproteinas e Gemin-4; e na matriz extracelular com laminina e
fibronectina (CAMBY et al., 2006).

A maioria dos efeitos biologicos da Gal-1 é dependente da propriedade
lectinica, a qual é abolida pela oxidacdo dos grupos sulfidrilicos das cisteinas
presente na estrutura da Gal-1, impedindo o reconhecimento de carboidratos por
esta lectina (VARKI et al, 1999). O meio intracelular apresenta carater redutor,
enquanto o extracelular é oxidante. Portanto, segundo alguns autores, a
preservacao da atividade lectinica da Gal-1 no meio extracelular ou em condi¢des
experimentais in vitro € depende da ligacao imediata dessa proteina aos seus
ligantes e/ou da presenca de agentes redutores como 2B-mercaptoetanol (2-ME)
(BAUM et al., 1995; VARKI et al., 1999; DIAS-BARUFFI et al., 2003; STOWELL, et
al., 2007). Entretanto, a Gal-1 oxidada, forma sem atividade lectinica, é capaz de
promover crescimento axonal de neurbnios da raiz dorsal apés a instalacao de lesédo
de nervos periféricos (KADOYA et al., 2005).

A Gal-1 exerce uma variada gama de funcbes abrangendo varias patologias

tais como; no cancer, envolvida na progressao e metastase de tumores; em doencas
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neurodegenerativas; a forma oxidada da Gal-1 esta relacionada a regeneracao do
sistema nervoso central; em processos inflamatérios, modulacao da resposta imune
(CAMBY et al., 2002; RUBINSTEIN et al, 2004; CHANG-HONG et al., 2005

KADOYA; HORIE, 2005; CAMBY et al., 2006; RABINOVICH et al., 2007)

1.3 Gal-1 e o sistema imune

As lectinas animais constituem um importante grupo de moléculas que
participam da defesa imunoldgica, principalmente da imunidade inata, pois atuam na
defesa do hospedeiro como: aglutininas, ativadoras do sistema complemento,
moléculas indutoras da secrecao de mediadores (GABIUS et al., 1997). Logo, a Gal-
1 sendo uma lectina possui importantes efeitos na regulacdo da resposta imune.

A Gal-1 participa da resposta imune inata e adaptativa, promovendo um efeito
antiinflamatério. Os mecanismos envolvidos neste efeito antiinflamatério séo
relacionados ao fato da Gal-1 modular a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e
participar da homeostasia de leucdcitos.

Primeiramente, a Gal-1 pode inibir a secrecao de citocinas proé-inflamatérias
in vitro, tais como IL-2, Interferon y (INFy) e TNF-a (Tumor Necrosis Factor q)
(VESPA et al, 1999; ILARREGUI et al., 2005). Estudos in vivo, em modelos
experimentais de inflamagao crénica e autoimunidade, mostraram a capacidade da
Gal-1 modular o balango da resposta imunolégica em dire¢do a um padrao Th-2,
com diminuicdo dos niveis de IFN-y, IL-2 e aumento dos niveis de secrecdo de IL-5
ou IL-10 por células T (SANTUCCI et al., 2003; BAUM et al., 2003; TOSCANO et al.,
2006; RABINOVICH et al., 2007).

Outro aspecto é o fato da Gal-1 exercer um efeito regulador da fisiologia da

célula T. Foi demonstrado que a Gal-1 induziu apoptose dos timécitos corticais in
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vitro, sugerindo que a Gal-1 tem um papel na manutencdo da tolerancia central
(PERILLO et al., 1997) e de células T ativadas (PERILLO et al., 1995; RABINOVICH
et al., 1998). Este efeito pro-apoptético da Gal-1 foi demonstrado, em muitos casos,
em altas concentracées (na razdao de uM), mas é incerto que este nivel de
concentragdo seja encontrado in vivo. Entretanto, um estudo demonstrou que a
quantidade de Gal-1 secretada por diferentes tipos celulares € suficiente para
promover a morte das células T (HE; BAUM, 2004). Em outros estudos, demonstrou-
se que Gal-1 induz apoptose em células CEM e em células de linhagem T MOLT-4,
indicada pela monitorizagdo da exposicao de fosfatidilserina (FS) (PACE et al., 1999;
PACE et al.,, 2000), um fosfolipidio de membrana que pode ser expresso na
superficie de células apoptéticas (MARTIN et al., 1995) e ndo-apoptoéticas (FRASCH
et al., 2000).

A apoptose de células T pela Gal-1 envolve varios sinais tais como:
modulacdo da producdo da proteina Bcl-2, despolarizagdo do potencial de
membrana da mitocéndria e liberacdo do cromossomo ¢ e ativacdo de caspases
(ION et al., 2005; MATARRESE et al., 2005; RABINOVICH et al., 2000a).

Logo, estes achados indicam que a Gal-1 exerce um efeito regulatério nas
células T ativadas sugerindo um mecanismo autécrino de morte para manutencao
da homeostasia durante o término da resposta imune (BLASER et al., 1998;
RABINOVICH et al., 2002).

Recentemente, foi descrito que a Gal-1 pode promover a apoptose de células
T produtoras de citocina pré-inflamatéria IL-17 (Tp-17) e ndo de células T,2
produtoras de IL-10 e TGF-B (citocinas com carater antiinflamatério) por meio de
reconhecimento diferencial de glicanas nas superficies dessas células (TOSCANO

et al., 2007). Além disso, células associadas a linfomas de Hodgkin, podem
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promover o escape da resposta imunolégica antitumoral desses linfomas, por
expressar 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 secrecao de citocinas Tn2 e a expansao de células T regulatérias do tipo
CD4+, CD25(high) e FOXP3+.

Apesar deste potencial apoptético da Gal-1, ha relatos que a Gal-1 esta
envolvida na homeostase celular por via independente da apoptose. Estudos
mostraram que apesar da Gal-1 induziu a exposicao de FS na superficie de células
MOLT-4, na auséncia de apoptose, pois ndo se detectou fragmentacao de DNA e
perda da capacidade proliferativa nessas células apés tratamento com Gal-1 (DIAS-
BARUFFI et al., 2003; STOWELL et al., 2007). Além disso, Gal-1 dimérica promoveu
a exposicao de FS na superficie de neutréfilos pré-ativados e a fagocitose dessas
células. Logo, estes autores sugerem que a fagocitose de leucdcitos, na auséncia de
apoptose, é uma das vias pela qual a Gal-1 pode modular a homeostasia
leucocitaria e a resolugéo da inflamacao.

Nessa linha, CHUNG et al. (2000) demonstraram que a Gal-1 pode promover
a fosforilacéo parcial da cadeia zeta do receptor de células T e este fato pode inibir
0s eventos inicias da ativagao dessas células sem promover apoptose. HANH et al.,
(2004), mostraram que a Gal-1 induziu apoptose em células da linhagem leucémicas
de células T MOLT-4, mas este processo de apoptose nao foi acompanhado de 2
marcadores caracteristicos de apoptose, liberacdo do citocromo c¢ e ativacdo de
caspase-3.

Atualmente, sugere-se que varios fatores podem influenciar a acdo da Gal-1

no controle da resposta imunoldgica adaptativa e da inflamacéo, tais como o tipo
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celular envolvido, o microambiente, estado de ativacdo celular e o padrdao de
glicosilagéo das células alvo (BIANCO et al., 2006).

Com base nestes estudos verifica-se que a Gal-1 tem um papel importante
nas respostas imunoldégicas pela regulacdo da homeostasia de leucécitos e

modulacao da secrecdo de mediadores.

1.4 Mastocitos

Os mastécitos sao células do sistema imunolégico que podem participar da
imunidade inata e adquirida. Estas células sdo derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas positivas para diferentes marcadores como CD13, CD34*, CD117
(METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997). Os mastécitos deixam a medula éssea
como células indiferenciadas e completam o processo de diferenciacao nos tecidos
periféricos (KITAMURA, 1989; METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997).

Nos tecidos, os mastécitos estdo localizados preferencialmente em
associagdo com 0s vasos sanguineos e nervos préximos a superficie de interface
ambiente-hospedeiro, sendo uma das primeiras células a entrar em contato com
patégenos invasores (METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997; WEDEMEYER; TSAI;
GALLI, 2000).

No homem e nos roedores, 0os mastdcitos apresentam uma heterogeneidade
relacionada a localizacdo e nas caracteristicas morfologicas, bioquimicas,
histoquimicas e funcionais. Considerando estes aspectos, os mastécitos podem ser
classificados:

e Mastécitos de mucosa (MMC — Mucosal Mast Cell), localizados na

lamina propria dos intestinos e pulmaoes.
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e Mastocitos de tecido conjuntivo (CTMC — Conective Tissue Mast Cell)
localizados no tecido conjuntivo, principalmente pele e cavidade
peritoneal (GAYTAN et al, 1990; METCALFE; BARAM; MEKORI,
1997).

A atuacdo dos mastécitos nos mecanismos de defesa do organismo esta
principalmente relacionada aos processos alérgicos, inflamatérios e na expulsédo de
parasitas (METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997; GALLI, 2000). Os mastocitos
também podem participar de doencas degenerativas, como mal de Alzhemeir,
esclerose multipla; doencgas cardiovasculares e artrites inflamatérias (PANULA et al.,
1998; SECOR et al., 2000; ZAPUELA et al., 2002; THEOHARIDES; COCHRANE,
2004).

No sistema imune, os mastocitos atuam como células efetoras na imunidade
inata e adquirida, reacoes alérgicas e inflamatérias e na defesa contra patdégenos.
Nestes processos, ocorre a ativacao celular e consequente liberagdo de uma variada
gama produtos ou mediadores farmacologicamente ativos. Estes mediadores séo
classificados em: mediadores pré-formados; mediadores neo-formados e
mediadores neo-sintetizados (MARSHALL, 2004; GILFILLAN; TKACZYK, 2006).

Os mediadores pré-formados sdo produzidos e armazenados nos granulos
citoplasmaticos e sao liberados apds a estimulagao celular. Dentre estes fatores
podemos citar: substdncias como histamina, heparina, [B-hexosaminidase,
proteoglicanas, proteases neutras e algumas citocinas. Entre estes fatores
encontram-se as interleucinas IL-8 e IL-16, e alguns fatores como TNF-o (Tumor

Necrosis Factor a), b-FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial

Growth Factor), TGF-B (Transforming Growth Factor ), SCF (Stem Cell Factor)
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(RANZIN et al,1983; IRANI et al, 1986; GORDON; GALLI, 1990; MARSHALL,
2004).

Os mediadores neo-formados sao liberados logo apds a estimulacao celular e
compreende alguns derivados do metabolismo do &cido aracdbnico, como a PGD,
(Prostaglandina-D2), leucotrienos como o LTC4 e LTB4, PAF (Platelet Activing
Factor) e tromboxanos (MENCIA-HUERTA et al., 1983; HEAVEY et al., 1988; GALLI;
NAKAE; TSAI, 2005).

Os mediadores neo-sintetizados sao sintetizados apés 8 a 12 horas da
estimulacdo dos mastocitos, dentre eles, destacam-se as interleucinas IL-13, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10; interferon-y (INF-y) e o fator estimulador de colénias
granuldcito/macréfago (GM-CSF) (PLAUT et al., 1989; BURD et al., 1989; GORDON;
GALLI, 1990; RIVERA; GILFILLAN 2006).

A sobrevivéncia dos mastoécitos é prolongada (alguns meses) e a taxa de
proliferacdo parece estar relacionada a fatores intrinsecos dessas células e ao
microambiente onde elas residem (FODINGER et al.,, 1994; METCALFE; BARAM,;
MEKORI, 1997; KAWAKAMI; GALLI, 2002). Entretanto, o nimero de mastécitos é
relativamente constante nos tecidos em condicbes normais e apds a resolucéao da
resposta imune (HUANG; SALI; STEVENS, 1998). Este fato parece depender de um
balanco entre a proliferagao celular e apoptose (HARTMANN; METCALFE, 2000).
Citocinas como SCF (Stem Cell Factor) e IL-3 sdo fundamentais nos processos de
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de mastécitos (GALLI; ZSEBO;
GEISSLER, 1994; LANTZ et al., 1998).

Os mastécitos estdo envolvidos em processos patologicos associados ao
descontrole da resposta inflamatéria e a processos tumorais (HARTMANN;

METCALFE, 2000; CHEN et al.,, 2002; SIMPSON; METCALFE, 2002; WYMANN et
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al., 2003). Nessas patologias, tanto a proliferacdo quanto a apoptose dessas células
podem estar desreguladas (HUANG; SALI; STEVENS, 1998; HARTMANN;

METCALFE, 2000).

1.4.1 Ativacao dos mastocitos via FceRl e a liberagcao de mediadores

A participacado dos mastdcitos em processos fisiologicos e/ou patologicos esta
relacionada a producdo e liberacdo dos mediadores pela ativacdo celular destas
células. A principal via de ativacdo é mediada por receptores de alta afinidade para a
imunoglobulina E, o receptor FceRI (SIRAGANIAN, 2003). No entanto, a liberacao de
mediadores pelos mastocitos também pode ocorrer de modo independente do FceRl
quando induzida diretamente por mediadores quimicos e moléculas basicas como
substancia P, mastoporam, ionéforos de calcio, composto 48/80, polimixina B,
citocinas, anafilotoxinas e outros. A desgranulacdo € um processo nao citotoxico e
nao litico que permite a regranulacdo dos mastocitos (JAMUR; VUGMAN, 1988;
METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997)

O receptor FceRI pertence a classe de receptores multi-cadeia de
reconhecimento imune (Multi-Chain Recognition Receptor — Mirrs), a qual se inclui o
receptor de célula T (TCR), receptor de célula B (BCR) e outros dois receptores para
lgG, FcyRl e FcyRlIll (CAMBIER, 1995).

O receptor FceRI é formado por 3 subunidades (afy2) € ndo possui atividade
enzimatica intrinseca (RIVERA; GILFILAN, 2006). A subunidade o possui um unico
dominio transmembrana, sendo que a porcao extracelular & responsavel pela
ligacao de alta afinidade com a porcao Fc da imunoglobulina E (IgE) na proporgao
1:1. A subunidade B possui quatros dominios transmembranas com as porgoes

amino e carboxi-terminais citoplasmaticos. As subunidades y sdo ligadas por pontes



Introducéo 16

de dissulfeto formadas por um dominio extracelular e outro citoplasmatico. Esta
subunidade esta associada a cadeia 3 do receptor (Figura 1) (PEREZ-MONTFORT;
KINET; METZGER, 1983; RIVERA et al., 1988; BLANK et al., 1989).

Nestes receptores encontram-se os ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-Based
Activaction Motif), que sdo seqiéncias que contém residuos de tirosina que serao
fosforilados, iniciando assim a transducao de sinal. No receptor FceRlI, os ITAMs
estdo localizados nos dominios citoplasmaticos das subunidades B e y (KINET,

1990; RIVERA;GILFILAN, 2006).

Figura 3. Estrutura do receptor de alta afinidade para IgE (FceRl). O tetrdmero que compéem o
receptor é formado por uma subunidade o, responsavel pelas regidées de ligagdo com a IgE; uma
subunidade B, a qual possui quatro porgdes transmembrana com dominios intra e extracelulares e
duas subunidades v, ligadas por pontes de dissulfeto. Nas caudas citoplasmaticas das subunidades 3

e y encontram-se os ITAMs, Y representa as tirosinas que podem ser fosforiladas (Modificado de
RIVERA; GILFILLAN, 2006).

As tirosinas localizadas nos ITAMs quando fosforiladas sdo utilizadas como
sitios de ligacdo para outras proteinas de sinalizacdo, as quais sdo responsaveis

pela propagacdo do sinal, resultando em fosforilagdo de outras proteinas
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intracelulares, aumento do calcio intracelular e ativacdo de genes (LIN et al., 1996;
NADLER et al. 2001).

Na cascata de sinalizacdo do receptor FceRl, a fosforilacdo das tirosinas
(ITAMs) da cadeia 7y € suficiente para iniciar a cascata, sendo que a amplificacao
desta sinalizacao é realizada pela fosforilagdo das tirosinas (ITAMs) da cadeia 3 (LIN

et al., 1996; DOMBROWICZ et al, 1998).

1.4.2 Transducao de sinal via FceRl

A imunoglobulina E liga-se com alta afinidade a subunidade o, no dominio
extracelular do receptor FceRI, sem provocar mudanca conformacional e ndo induz a
desgranulagdo dos mastdcitos. Na desgranulagao ocorre a ligacao cruzada de IgE-
FceRIl por um antigeno multivalente (alérgeno), o que acarreta a agregagcéao deste
receptor resultando na ativacao celular, consequentemente na producéo e liberacao
de mediadores (METZGER, 1992, NADLER et al., 2001).

Quando ocorre o intercruzamento dos receptores FceRl, ha o deslocamento
destes receptores para microdominios lipidicos da membrana denominados lipids
rafts ou balsas lipidicas. Estes microdominios da membrana séo ricos em colesterol,
esfingomielina, gangliosideos e proteinas com modificagdes lipidicas e tem a funcéao
de facilitar e direcionar as interagbes moleculares para transdugéo de sinal, pois
nestes microdominios encontram-se importantes proteinas para o desenvolvimento
da cascata de sinalizacado (FIELD, HOLOWKA, BAIRD, 1999; WILSON; PFEIFFER,;
OLIVER, 2000).

O receptor FceRl ndo contém atividade de quinase intrinseca, mas durante o
intercruzamento dos receptores e a formagéao dos lipids rafts, a Lyn, uma proteina

tirosino quinase (PTK) promove a fosforilagcdo dos ITAMs de ambas as subunidades
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B e v (EISEMAN; BOLEN, 1992; VONAKIS et al., 2005; GILFILAN; TKACZYK,
2006).

A sinalizacao prossegue pela interacdo direta dos ITAMs fosforilados das
subunidades 3 e Y com outras proteinas. A Syk (Proteina tirosina quinase do baco —
spleen tyrosine kinase) interage principalmente no ITAM fosforilado da subunidade vy
através de seus dois dominios SH2 (Src homology), promovendo a fosforilacéo e
ativacao da Syk. Este processo de fosforilacao é restrito a receptores ativado sendo
imediatamente reversivel apds a desagregacao dos receptores FceRl (ZHANG et al.,
1996; SIRAGANIAN et al., 2002).

Apés a ativagao, a Sky e a Lyn vao promover a fosforilacdo da LAT (Linker for
activaction of T cells), uma proteina transmembrana que se localiza nos lipids rafts, a
qual é crucial para os passos subsequentes da sinalizacao. A fosforilacdo da LAT
resulta na formacdo de uma “plataforma molecular” para a ligacdo de inUmeras
proteinas adaptadoras e reguladoras, tais como a Grb2 (Growth-factor-receptor
bound protein 2 - proteina adaptadora), Gads (GRB2 - proteina adaptadora), SHC
(SH2-dominian-containing transforming protein C) e SLP-76 (SHZ2-dominian-
containing leukocyte protein of 76 kDa), Sos (son of sevenless homologue), Vav
(guanine nucleotide exchange factor) e a enzima FLCy (Fosfolipase C v) (SAITOH et
al., 2000; ZHANG et al., 2000; GILFILAN; TKACZYK, 2006).

A formacdo deste complexo macromolecular resulta na diversificacdo da
cascata de sinalizacdo, o que € necessario para a liberacdo de varios mediadores
(pré-formados, neo-formados e neo-sintetizados) (SAITOH et al., 2000; GILFILAN;
TKACZYK, 2006).

Para a liberacdo dos mediadores pré-formados armazenados nos granulos

citoplasmaticos, a FLCyé translocada para a membrana, onde hidroliza
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fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) produzindo 2 segundos mensageiros: inositol-
1,4,5 trifosfato (InsP3) e o diacilglicerol (DAG). O InsP5 promove a liberagdo de Ca*?
do reticulo endoplamético e o DAG ativa a proteina quinase C (Protein kinase C —
PKC), a qual é responsavel pela fosforilacdo de varias proteinas alvos, resultando na
liberagéo dos granulos (TKACZYK et al., 2003; RIVERA; GILFILLAN, 2006).

Na producdo de mediadores neo-formados e neo-sintetizados, ocorre a
ativacdo das GTPases Ras/Rac que ativam a cascata MAPK (Mitogen-activated
protein kinase) e ERK (extracelular-signal-regulated kinase-1). Por esta via, ocorre a
ativacdo da fosfolipase A2 (FLA2) para a producdo dos mediadores neo-formados,
que sao produzidos apartir do metabolismo de fosfolipidios de membrana. Ja para
os mediadores neo-sintetizados, ha ativacdo da proteina JNK (JUN amino-terminal
kinase) que fosforila os fatores de transcricdo responsaveis pela producdo de
citocinas e fatores de crescimento, os quais sdo produzidos e liberados apo6s 8-12
horas apés a ativacdo dos mastécitos (HIRASAWA et al., 1995; ZHANG et al., 1997;
RIVERA; OLIVEIRA, 2007).

Os eventos da cascata de sinaliza¢do estdo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da via de transducao de sinal em mastdcitos. O intercruzamento dos
receptores FceRIl por meio de um antigeno multivalente desloca o receptor para os lipid rafts. A
fosforilacao (P) dos residuos de tirosina, localizada nos ITAMs das subunidades y e B do receptor, &
realizada pela Lyn e Syk, as quais também sao responsaveis pela fosforilacdo da LAT. A fungéo da
LAT é promover a propagacao do sinal, pelo recrutamento de moléculas adaptadoras e enzimas
formando uma plataforma molecular. A fosforilagdo da LAT resulta no recrutamento da FLC, a qual
regula o influxo de célcio e a ativagdo da PKC resultando na desgranulagdo. As moléculas
adapatoras ativam as GTPases Ras/Rac as quais ativam a cascata de MAPK controlando assim a
sintese de citocinas e eicosanoides. InsP3:1,4,5 trifosfato; PIP2: fosfatidilinositol-4,5 bifosfato; DAG:
diacilglicerol; PKC: proteina quinase C; FLC: Fosfolipase C. Modificado de MOLFETTA et al., (2007).

Algumas enzimas exercem um importante papel nesta cascata de transducao
de sinal, tais como as fosfolipases. Estas enzimas fazem a hidrélise de fosfolipides
da membrana gerando eicosandides e moléculas de sinalizacdo (segundos
mensageiros). Por exemplo, a fosfolipase A2 (FLA2) é responsavel pela producao de
eicosanoides, as fosfolipases C e D estao relacionadas com a producdo de
segundos mensageiros (BINGHAM; AUSTEN, 1999; RIVERA; GILFILLAN, 2006).

A ativacdo da fosfolipase C (FLC) gera a producao de DAG e InsP3;, ambos

segundo mensageiros, pela metabolizacdo de PIP, localizado nas membranas

(TKACZYK et al.,, 2003; RIVERA; OLIVEIRA, 2007).
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A fosfolipase D (FLD) faz a hidrolise da fosfatidilcolina, outro fosfolipide de
membrana, produzindo 2 segundos mensageiros: 0 DAG que vai ativar a PKC; e o
acido fosfatidico que esta relacionado com alteragdes morfolégicas e o processo de
exocitose (PENG; BEAVEN; 2005; RIVERA; OLIVEIRA, 2007). A FLD apresenta as
isoformas 1 e 2; a FLD1 esta localizada nos granulos e envolvida no processo de
desgranulacdo; a FLD2 é localizada nas membranas e sua atividade esta
relacionada com as alteragdes morfoldgicas durante a ativagcao celular (BROWN et
al., 1998; CHOI et al., 2002).

A ativacao dos mastécitos pela via FceRlI, por meio da interacdo do antigeno
com a IgE especifica ligada aos receptores FceRIl, € um processo extremamente
regulado com o objetivo da manutencdo da homeostasia, sendo iniciado
simultaneamente aos sinais de ativacao.

O estimulo inibitério da via FceRI pode ser gerado por receptores inibitorios,
0S quais sao expressos na membrana de mastécitos e possuem motivos ITIM
(Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) (KATZ, 2002; BRUHNS;
FREMONT; DAERON, 2005). A fosforilacdo das tirosinas dos ITIMs promove o
recrutamento e ativacdo de moléculas de sinalizagdo negativa, as quais sao
responsaveis por reacdes de defosforilacdo, dentre estas moléculas podemos citar
SHIP (SH2-contaning 5’ inositol phophatase), PTEN (Phosphatase and tensin
homologue deleted on chromossome 10), SHP-1 e -2 (SHZ2-contaning inositol
phophatase 1/2) (ONO et al, 1996; KIMURA et al., 1997; HUBER et al., 1998;
FURUMOTO et al., 2006; MERTSCHING, et al., 2007).

Entre os receptores ITIMs , os quais podem interagir com o receptor FceRl;

podemos destacar: FcyRIIB (receptor de baixa afinidade para 19G); MAFA (Mast cell
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function-associated antigen); PECAM-1 (ou CD31) (XU et al., 2001; LESOURNE,
FRIDMAN, DAERON, 2005; UDELL et al., 20086).

O processo de desgranulacdo ou exocitose também é regulado por um
sistema de proteinas, as quais controlam a fusdo das membranas dos granulos com
membrana plasmatica e a consequente liberagdo dos mediadores pré-formados.
Estas proteinas sdo denominadas SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide attachament
protein receptors), localizadas nos granulos (v-SNAREs) e na membrana plasmatica
(t-SNAREs). As SNAREs formam um complexo multimolecular com a presenca de
GTPases e a interacao de outras moléculas permitindo assim que a fusao dos
granulos e da membrana apenas ocorra apés a ativacao via FceRl e consequente
aumento do calcio intracelular (PAUMET et al., 2000; PURI et al., 2003; BLANK;

RIVERA, 2004).

1.5 Lectinas, galectinas e mastocitos
O efeito das lectinas na desgranulacdo de mastdcitos foi verificado em varias
espécies, como coelhos, camundongos, ratos e hamsters (LAUGUNOFF; MARTIN;
READ, 1983). A desgranulacdo dos mastocitos pela concavacilina A (Con A) é um
processo nao citoxico e inibido por altas concentragdes de carboidratos (KELLER,
1973; SHIBASAKI et al., 1992). O possivel mecanismo para explicar este efeito da
Con A seria o favorecimento intercruzamento das moléculas de IgE na membrana
celular através da ligacado de residuos de manose das glicanas da imunoglobulina,
de maneira similar a induzida pelo complexo antigeno-IgE-receptor (LEUG;
PEARCE, 1984).
MORENO et al. (2003) verificaram a acao das seguintes lectinas em

mastocitos: Fator quimiotatico de neutrofilo derivado de macréfago (MNCF,
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Macrophage-derived neutrophil chemotatic factor), uma lectina animal que se liga a
D-Galactose, e da KM+ uma lectina vegetal ligante a D-manose extraida da

Artocarpus integrifolia. Neste estudo mostrou-se que ambas as lectinas induziram a

desgranulagao, sendo que a KM+ ativou tanto células de linhagem de mastécitos
(RBL-2H3) sensibilizadas com IgE ou nao, enquanto a MNCF ativou apenas as
células sensibilizadas.

Em relacdo as galectinas, alguns estudos mostraram os efeitos da Gal-3,
antes denominada ¢éBP, em mastdcitos. FRIGERI; LIU (1992) demonstraram que os
niveis de expressao de Gal-3 aumentaram com a ativacao celular desencadeada via
FceRIl. Em trabalhos subsequientes, mostraram que a Gal-3 induziu a liberacdo de
mediadores quimicos em células RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia Cells) sendo
este efeito inibido por glicanas (FRIGERI; ZUBERI; LIU, 1993; ZUBERI; FRIGERI;
LIU, 1994). Estes resultados sugerem que a Gal-3 possa realizar a agregacao dos
receptores FceRI pelo reconhecimento de glicanas no receptor FceRI (LIU, 1993).

Recentemente, foi demonstrado que a Gal-3 € importante para liberacdo de
mediadores em mastdcitos, pois 0s mastdcitos de camundongos deficientes para o
gene da Gal-3 apresentaram baixos niveis de liberacdo de histamina e de IL-4
(CHEN et al., 2006). Outro estudo demonstrou que Gal-3 induz apoptose em células
RBL-2H3 por mecanismo dependente de estresse oxidativo, alteragcdo da
permeabilidade mitocondrial e ativacdo de capases 3 e 7, sem promover a
desgranulacao dessas células (SUZUKI et al., 2008).

Os efeitos da Gal-1 em mastocitos, ainda ndo estdo bem definidos na
literatura. RABINOVICH et al. (2000b) relataram que a Gal-1 inibiu 0 edema, o
extravasamento de neutrofilos e foi verificado-se poucos mastécitos desgranulados

em patas de ratos tratadas com fosfolipase A2. SENA et al., (2006) mostraram um
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aumento da expressao de Gal-1 em pdélipos nasais tratados com glicocorticéides,
sendo a Gal-1 localizada em mastdcitos. Recentemente, foi demonstrado que a Gal-
1 ndo é capaz de promover a desgranulacao de células RBL-2H3 e nem a inducao
de exposicao de fosfatidilserina na superficie dessas células (SUZUKI et al., 2008).
Finalmente, considerando-se que ha poucos relatos na literatura sobre os
efeitos de Gal-1 em mastécitos, foi proposto a realizacdo deste estudo para
investigar o papel de Gal-1 exdgena e/ou endbgena sobre alguns aspectos
morfolégicos e funcionais de mastécitos. Uma vez que, essa galectina exerce um
importante papel na homeostasia de leucécitos e na modulacdo do processo

inflamatério (ILARREGUI et al., 2005; STOWELL et al., 2008).
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6 CONCLUSAO
O estudo da interacao entre Gal-1 e mastécitos possibilitou a elaboracao das

seguintes proposicoes:

v Gal-1 interage com glicoconjugados de células RBL-2H3.

v Gal-1, via o reconhecimento de carboidratos, induz a exposicao de
fosfatidilserina nas superficies de células RBL-2H3 na auséncia de apoptose e

desgranulagéo.

v Células RBL-2H3 ndo estimuladas e tratadas com Gal-1 apresentaram
ondulagdes nas porcoes apicais das membranas plasmaticas. A Gal-1 inibiu a
formacao dessas ondulacées em células RBL-2H3 estimuladas via FceRl.

v Céluas RBL-2H3 estimuladas ou nao via FceRI e tratadas com Gal-1
apresentaram modificacées na distribuicdo de constituientes de lipids rafts.

v O tratamento de células RBL-2H3 estimuladas via FceRl com a forma
dimérica da Gal-1 provocou a inibicdo da desgranulacao dessas células. Este efeito
inibitério foi dependente da concentracdo dessa lectina e do tempo do tratamento.

v A Gal-1 exégena apresentou localizacdo semelhante aos granulos em

células estimuladas e nao estimuladas.

v Animais deficientes do gene da Gal-1 foram mais responsivos a reacao
de anafilaxia cutdnea passiva, mediada por IgE, em comparacdo com o0s animais

selvagens.

v Os resultados obtidos sugerem que a Gal-1 pode participar da
homeostase e da modulacao de funcées de mastdcitos em processos inflamatérios e

alérgicos.
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