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 I 

Resumo 

 

Galectina-3, dentre outras atividades, comporta-se como uma molécula atraente para 

monócitos e macrófagos. Através de citometria de fluxo e microscopia confocal, 

observamos que hrGal-3 se liga à superfície de monócitos humanos, via CRD, uma 

vez que esta interação é inibível por lactose. Através da separação eletroforética de 

extratos protéicos das porções citoplasmática e de membrana de monócitos, seguida 

da eletrotransferência para membrana de nitrocelulose e seqüênciamento proteico das 

bandas obtidas, foram identificadas como moléculas ligantes de galectina-3: 

integrinas αIIb e β3, αactinina-1 e vinculina. Confirmamos alguns dados anteriores 

da literatura de que hrGal-3, é capaz de induzir migração de monócitos de maneira 

dose-dependente, proporcionando uma curva em forma de sino característica de 

outros atraentes. Com o intuito de melhor caracterizarmos os mecanismos 

envolvidos na migração de monócitos induzida por galectina-3, avaliamos também 

se hrGal-3 induz migração de monócitos por mecanismo haptotático. Nossos 

resultados demonstram que hrGal-3 induz migração de monócitos humanos por 

haptotaxia, mecanismo viabilizado pela interação da lectina com as glicoproteínas da 

matriz extracelular, laminina e fibronectina. Os domínios N- e C-terminal de 

galectina-3 estão envolvidos na interação da lectina com laminina, enquanto na 

interação com fibronectina está envolvido principalmente o domínio N-terminal. 

 

 

 

Palavras-chave: Monócitos; galectina-3; haptotaxia; glicoproteínas da matriz 

extracelular. 



 II 

Abstract 

 

Galectin-3, among other activities, behaves itself as an attractant molecule for 

monocytes e macrophages. Using flow cytometry and confocal microscopy, we 

observed that hrGal-3 binds to the surface of human monocytes, through its CRD,  

since this interaction can be inhibited by lactose. Following electrophoretic 

separation of cytoplasmic and membrane portions of monocyte protein extracts, 

electrotransference to nitrocellulose membrane and protein sequencing of the 

obtained  bands, we identified as ligands for galectin-3: αIIb and β3 integrins, 

αactinin-1 and vinculin. We corroborated some data of literature that hrGal-3 is able 

to induce monocyte migration in a dose-dependent manner, resulting in a bell-shaped 

curve as seem with other known attractants. To better characterize the mechanisms 

involved in galectin-3 induced monocyte migration, we also evaluated if hrGal-3 

induced monocyte migration by a haptotatic mechanism. Our results showed that 

hrGal-3 induces monocyte migration by haptotaxis, through the interaction between 

the lectin and extracellular matrix glicoproteins, laminin and fibronectin. The 

galectin-3 N- and C-terminal domains are involved in the interaction between such 

lectin and laminin, while the N-terminal is the mainly involved domain in the 

interaction between the lectin and fibronectin. 

 

 

 

 

Keywords: Monocytes; galectin-3; haptotaxis; extracellular matrix glycoproteins. 
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1. Monócitos. 

A resposta inflamatória pode ser dividida em dois tipos: aguda e crônica. A 

inflamação aguda é limitada à uma resposta particularmente benéfica durante os desafios 

infecciosos , enquanto a inflamação crônica é um fenômeno persistente, que pode progredir 

para doenças inflamatórias. Uma característica da inflamação aguda é o infiltrado inicial 

composto de neutrófilos que, após 24 a 48h passa a ser predominantemente composto de 

células monocíticas (Kaplanski et al., 2003). Monócitos possuem um importante papel 

tanto nas respostas imunes inatas quanto adaptativas, eliminando potógenos microbianos e 

células tumorais, e exercendo funções imunoregulatórias através da produção de citocinas 

e do processamento e apresentação de antígenos para linfócitos.  

Monócitos originam-se na medula óssea a partir de progenitores mielóides comuns, 

que também dão origem aos neutrófilos. Após saírem da medula óssea, as células 

monocíticas indiferenciadas se mantêm circulantes na corrente sangüínea por volta de 3 

dias, em seguida penetram o tecido repovoando a população de macrófagos teciduais 

(Volkman and Gowans, 1965). Essa curta meia-vida tem sustentado o conceito de que os 

monócitos circulantes devem repovoar continuamente a população de macrófagos e células 

dendríticas, mantendo a homeostase e, durante processos inflamatórios desempenham 

papéis críticos nas respostas imunes (Ziegler-Heitbrock, 2000). 

 A população de monócitos humanos constitui de 5 a 10% dos leucócitos do sangue 

periférico, sendo que sua morfologia é bastante heterogênea. Há variação entre as células 

quanto ao tamanho, aos diferentes graus de granulosidade e à morfologia nuclear (Gordon 

and Taylor, 2005). 

Em humanos, os monócitos circulantes se dividem em dois subtipos baseados na 

expressão de CD14 , componente do complexo receptor de lipopolissacarídeo (LPS), e de 

CD16, receptor de imunoglobulina FCγRIII, sendo que essas populações celulares são 
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ativadas por diferentes estímulos. As células CD14+ compõem 80% a 90%  da população 

monocítica. Em geral são células um pouco maiores, expressam altos níveis de CCR1, 

CCR2, CXCR2, CD62-L e CD11-b, e respondem ao MCP-1 em ensaios de migração 

celular. Já as células CD16+ expressam altos níveis de CX3CR1 e em ensaios de migração 

respondem a CX3CL1 (Serbina et al., 2008). 

É notável a grande capacidade de monócitos circulantes se diferenciarem em uma 

ampla variedade de células fagocíticas, incluindo macrófagos, células dendríticas, 

osteoclastos, microglia no sistema nervoso central, e céluals de Kupfer no fígado. Além 

disso, em situações específicas, como na presença de estímulos, pode haver a diferenciação 

de monócitos em céluals não fagocíticas (Seta and Kuwana, 2007). 

 

2. Migração celular 

Um evento fundamental para que ocorra a resposta inflamatória e a defesa do 

organismo contra agentes infecciosos é a migração direcionada de leucócitos do interior 

dos vasos sangüíneos para os tecidos perivasculares. Esse processo complexo e 

precisamente regulado ocorre devido a múltiplas interações adesivas dos leucócitos com as 

células endoteliais e componentes do tecido perivascular, estando envolvidas diferentes 

famílias de moléculas, como selectinas e integrinas (Butcher, 1991; Luster, 1998; Springer, 

1995). Esta migração pode se dar por mecanismo quimiotático ou haptotático. No primeiro 

caso o quimioatraente atua em sua forma solúvel, enquanto no segundo, ele se encontra 

ligado a um substrato sólido, como os componentes da matriz extracelular, da superfície 

das células endoteliais ou do tecido conjuntivo perivascular (Qi et al., 2001; Rot, 1992). 

O modelo de quimiotaxia encontra algumas dificuldades para se concretizar. A 

viabilidade do gradiente solúvel estaria atrelada a uma reposição contínua, já que as 

condições locais de fluxo sanguíneo ou plasmático constantes não favorecem a 
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manutenção de um gradiente de substâncias solúveis (Rot, 1992; Tanaka et al., 1993). Por 

outro lado, a hipótese de haptotaxia parece ser mais realística, tendo sido fundamentada 

por vários estudos in vitro. Através deste mecanismo, o leucócito, seletivamente ativado 

por quimiocinas ligadas à membrana basal e/ou matriz extracelular do endotélio, passa a 

aderir firmemente às células endoteliais através da ação de selectinas, inicialmente, e 

integrinas, subseqüentemente. O modelo de haptotaxia também seria importante no 

direcionamento da migração do leucócito no tecido perivascular em direção ao local de 

inflamação ou infecção (Acker et al., 1996; Tanaka et al., 1993). 

As moléculas de adesão celular (CAM) são receptores de superfície que medeiam 

as interações célula-célula e célula-matriz extracelular. A expressão das moléculas de 

adesão pelos diferentes tipos de leucócitos é variável e, em algumas situações, está 

associada ao estado de ativação da célula. 

A adesão inicial dos leucócitos ao endotélio vascular, no processo de migração 

celular, é mediada por glicoproteínas denominadas selectinas, expressas na superfície de 

leucócitos (selectina-L), plaquetas (selectina-P) e células endoteliais (selectinas-E e P) 

(Lasky, 1992). A selectina-L é de expressão constitutiva na superfície de leucócitos, 

participando na adesão de linfócitos às vênulas endoteliais altas (HEVs- high endothelial 

venules) dos linfonodos periféricos e, na adesão de neutrófilos e monócitos ao endotélio 

vascular nos sítios de inflamação (Gallatin et al., 1983; Lasky, 1992; Lewinsohn et al., 

1987).  

Através das interações fracas estabelecidas pelas selectinas e seus ligantes 

glicosilados, os leucócitos realizam vários contatos reversíveis com o endotélio vascular 

(tethering ou tateamento). Estabelecem-se, então, novas interações adesivas, sob condições 

de fluxo sangüíneo, que resultam no movimento de deslizamento (rolling ou rolamento) 

dos leucócitos ao longo da superfície endotelial. Esse movimento leucocitário permite a 
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análise da superfície endotelial, na tentativa de encontrar quimiotraentes e receptores de 

integrina. As interações mediadas pelas selectinas são fundamentais para que a próxima 

etapa, a firme adesão dos leucócitos, ocorra (Lasky, 1992; Rossiter et al., 1997).  

Integrinas, glicoproteínas constituídas por duas subunidades transmembrânicas não 

covalentemente associadas (α e β), também participam do rolling e, em adição, medeiam a 

adesão firme dos leucócitos ao endotélio, através de interações estabelecidas com seus 

ligantes expressos na superfície das células endoteliais como as moléculas ligantes da 

superfamília das imunoglobulinas - ICAM-1, ICAM-2 e VCAM-1 (revisto por Wagner and 

Roth, 2000; revisto por Ley et al., 2007). O rolling dependente de VLA-4 (integrina 41) 

tem sido descrito para monócitos e linhagens celulares monocíticas (Chan et al., 2001; Huo 

et al., 2000). Além da função adesiva, as integrinas apresentam funções de sinalização.  

A maioria dos leucócitos circulantes mantém as integrinas em um estado de baixa 

afinidade (da Costa Martins et al., 2007). Para apresentarem uma alta avidez por seus 

ligantes endoteliais e estabelecerem uma firme adesão dos leucócitos ao endotélio, as 

integrinas devem ser moduladas. Quimioatraentes clássicos e quimiocinas são os mais 

potentes ativadores fisiológicos da adesão mediada por integrinas. Particularmente as 

quimiocinas são capazes de regular rapidamente a avidez de integrinas, de maneira célula-

específica, através do aumento, tanto da afinidade, quanto da valência dessas moléculas 

(Constantin et al., 2000; Laudanna et al., 2002; Shamri et al., 2005). A ligação de GPCRs 

(G-protein coupled receptors) heterotriméricos específicos pelas quimiocinas leva a 

ativação das integrinas através da indução de uma complexa cascata de sinalização 

intracelular. A sinalização ativada por quimiocinas pode regular diferentes integrinas em 

subtipos distintos de leucócitos, o que demonstra a existência de diferentes módulos de 

sinalização, integrina e célula-específicos (revisto por Ley et al., 2007).  
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Integrinas ativadas por GPCRs necessitam estar propriamente ancoradas ao 

citoesqueleto de actina para estabelecerem adesão sob condições de fluxo. Nesse sentido, 

moléculas adaptadoras do citoesqueleto como a paxilina exercem papéis importantes 

(Hyduk et al., 2004). 

 Além de mediarem as interações célula-célula, as integrinas constituem a principal 

família de receptores que medeiam a ligação de células à matriz extracelular, através do 

reconhecimento da  RGD (Arg-Gly-Asp), presente em muitas glicoproteínas da matriz 

(fibronectina, laminina, colágeno, trombospodina, vitronectina, entactina, tenascina) 

(Ruoslahti, 1991; Ruoslahti and Pierschbacher, 1987).  

Uma vez estabelecida no endotélio a firme adesão dos leucócitos, essas células 

sofrem uma alteração morfológica denominada polarização. A polarização é induzida 

principalmente por quimiocinas e envolve a reorganização do citoesqueleto de actina, do 

Golgi, do centro organizador de microtúbulos, assim como a redistribuição de moléculas 

da superfície celular (Arnaout et al., 2005; Kim et al., 2003; Shamri et al., 2005). 

Subseqüentemente, os leucócitos migram sobre a superfície apical do endotélio em direção 

às junções interendoteliais, pelas quais podem transmigrar para o tecido subendotelial 

(Rose et al., 2007). Após penetrarem a barreira composta pelas células endoteliais os 

leucócitos precisam, então, migrar através da membrana basal (Ley et al., 2007). 

As várias etapas do processo de migração transendotelial (TEM) de leucócitos 

ocorrem de uma maneira dinâmica, havendo  a participação de várias moléculas de adesão. 

Sugere-se que em monócitos há a participação de integrinas β3 na TEM, uma vez que, em 

ensaios de TEM in vitro, células de linhagem monocítica deficientes desta integrina 

apresentaram uma menor capacidade migratória quando comparadas com células de 

linhagem monocítica que expressam a molécula. A transfecção da cadeia β3 para as células 

deficientes conferiu às mesmas um aumento na capacidade migratória. Além disso, 
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observou-se que as células de linhagem monocítica transmigraram preferencialmente 

através de monocamadas celulares que expressam ICAM-1 (Weerasinghe et al., 1998).  

Vencida a barreira endotelial, o leucócito passa a se mover em direção de ao 

gradiente de atraente, estabelecido no espaço subendotelial. O atraente pode dirigir o 

movimento do leucócito, ainda localizado na junção endotelial, desde que se difunda e 

estabeleça um gradiente juncional, a partir do sub-endotélio (Zocchi et al., 1996). 

 

3. Glicoproteínas da matriz extracelular 

A função considerada básica da matriz extracelular é conferir sustentação e firmeza 

aos tecidos e órgãos. Entretanto, componentes da matriz estão envolvidos em processos de 

diferenciação, proliferação, polarização, sinalização e migração celular (Har-el and Tanzer, 

1993; Schuppan and Rühl, 1994). A matriz extracelular corresponde a um conjunto de 

moléculas de tecido conjuntivo, compreendendo colágeno, laminina, fibronectina, 

trombospondina, vitronectina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (ácido hialurônico) 

(Schuppan and Rühl, 1994). 

A laminina é uma glicoproteína predominante na membrana basal composta por 

três diferentes cadeias polipeptídicas (α, β e γ) unidas por pontes dissulfeto, arranjadas em 

uma estrutura cruciforme. Existem pelo menos 5 tipos de cadeia α, que diferem no 

tamanho e na estrutura. A combinação das cadeias α com diferentes cadeias β e γ resulta 

em diferentes isoformas de laminina (Ferletta and Ekblom, 1999; Timpl, 1996). A 

isoforma mais estudada é a clássica laminina isolada de tumor Elgelbreth-Holm-Swarm 

(EHS) de camundongo (~900 kDa), a qual é constituída por uma cadeia α (400-440 kDa) 

associada às cadeias β e γ (cada uma 200-220 kDa) (Timpl, 1989; revisto por Beck e 

colaboradores (1990). Análises da composição de glicanas em laminina purificada de 

sarcoma Elgelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongo revelaram um padrão de N-
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glicosilação bastante heterogêneo, apresentando oligossacarídeos do tipo-complexo bi- tri- 

e tetra-antenários com cadeias laterais contendo unidades repetitivas de Galβ1-

4GlcNAcβ1-3 ligadas ao core trimanosídeo, com ou sem ácido siálico terminal e 

oligossacarídeos do tipo high-mannose (Arumugham et al., 1986; Fujiwara et al., 1988; 

Knibbs et al., 1989). Essa glicoproteína participa de várias atividades biológicas, incluindo 

adesão, crescimento e diferenciação de vários tipos celulares. 

Fibronectina desempenha função fundamental na adesão entre células e matriz 

extracelular. Elas são encontradas no sangue como glicoproteínas solúveis, no tecido 

conjuntivo frouxo e na maioria das matrizes extracelulares mesenquimais. Coágulos 

também apresentam grandes quantidades de fibronectina associada com fibrina, que 

servem como substrato para células migratórias durante o remodelamento tecidual. 

Fibronectina é formada por duas cadeias polipeptídicas idênticas e compostas por três tipos 

de unidades repetitivas (tipo I, II e III), sendo que a maior parte da molécula consiste de 

repetições tipo III. Vários domínios nessas moléculas apresentam determinantes de ligação 

específicos para fibrina, heparina, colágeno, integrinas e outras moléculas. Muitas células 

aderem à fibronectina através do domínio central que apresenta a sequência de 

reconhecimento RGD (Har-el and Tanzer, 1993). Análises da composição de glicanas em 

fibronectina humana de placenta revelaram que esta glicoproteína contém nove cadeias de 

açúcar, sendo (1) resíduos de galactose contendo ácido siálico em suas posições C-3; (2) 

oligossacarídeos bi- e tetra-antenários tendo como cadeia principal Manα 1-6(Manα 1-3) 

Manβ 1-4 GlcNacβ 1-4 (αFuc 1-6) GlcNac, e (3) repetitivos grupamentos de N-

acetilglicosamina e Galβ1-4 GlcNacβ1 (Takamoto et al., 1989). 

Vitronectina é uma glicoproteína monomérica de 75 kDa encontrada no plasma e na 

matriz extracelular, que pode mediar adesão celular, proteger células da destruição por 

complexos formados pela ativação do complemento e proteger a trombina da inativação 
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pela antitrombina III (Tomasini and Mosher, 1991). A ligação de células à vitronectina 

ocorre através da sequência RGD, reconhecida por integrinas (Suzuki et al., 1985). Os 

complexos receptor-vitronectina localizam-se em regiões de adesão focal das células, em 

associação com elementos do citoesqueleto intracelular (vinculina, talina, paxilina e as 

extremidades de microfilamentos de actina). 

 

4. Galectina-3: um mediador inflamatório 

Lectinas são todas as proteínas que possuem pelo menos um domínio de 

reconhecimento de carboidrato (CRD) e que se ligam especificamente a açúcares, de 

maneira reversível (VAN-DAMME, E. Resumo apresentado no 20th International Lectin 

Meeting - Copenhagen - Dinamarca, maio de 2002). As lectinas são capazes de se ligar 

seletivamente a glicanas da superfície de muitas células. Essa ligação modifica a fisiologia 

da membrana e/ou induz sinalização celular de maneira a induzir diversas respostas 

bioquímicas celulares, através da decodificação da informação biológica contida nas 

células (Sharon and Lis, 1993).  

As lectinas animais fazem parte de um importante grupo de moléculas que 

participam da defesa imunitária, especialmente da imunidade inata, atuando na primeira 

linha de defesa (Gabius and Wu, 2007). 

Galectina-3, uma proteína ligante de β-galactosídeo pertencente à família das 

galectinas animais, está envolvida em vários processos biológicos. Sua estrutura é formada 

por (A) um domínio carboxi-terminal que corresponde ao sítio de ligação com carboidrato 

(CRD); e por (B) um pequeno domínio amino-terminal de ligação protéica, que contém 

seqüências repetidas em tandem ricas em prolina, tirosina e glicina (Liu, 1990).  

Galectina-3 é encontrada no núcleo, no citoplasma e na superfície de muitas 

células. Recebendo a denominação Mac-2, foi descrita como expressa na superfície de 
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macrófagos elicitados com tioglicolato (Ho and Springer, 1982). Foi posteriormente 

identificada, em vários níveis de expressão, numa grande variedade de tipos celulares, tais 

como eosinófilos, neutrófilos, células dendríticas, mastócitos, linfócitos, células de 

Langerhans e células epiteliais (Flotte et al., 1983; Foddy et al., 1990; Haines et al., 1983; 

Nabarra and Papiernik, 1988; Truong et al., 1993). Uma vez liberada, essa lectina pode 

funcionar como uma molécula extracelular que ativa diferentes células. As características 

de galectina-3 e sua capacidade de induzir a ativação de mastócitos, 

monócitos/macrófagos, neutrófilos e linfócitos, sugere uma possível participação dessa 

molécula na modulação de interações imunes e respostas inflamatórias (Hsu et al., 2000; 

Rabinovich et al., 2004; Rubinstein et al., 2004).  

As funções biológicas da galectina-3 incluem a regulação do crescimento celular, 

apoptose, transformações neoplásicas e respostas inflamatórias (Hsu et al., 2000). Os 

papéis exercidos pela galectina-3 na inflamação envolvem suas funções intra e 

extracelulares e a sua expressão aumenta durante este processo, assim como na 

proliferação e diferenciação celulares (Sano et al., 2000). Em camundongos geneticamente 

deficientes em galectina-3 (gal3-KO) observou-se redução significativa no acúmulo de 

células inflamatórias (macrófagos e neutrófilos) no modelo de peritonite aguda, reforçando 

a idéia de que galectina-3 exerça importante papel neste processo (Hsu et al., 2000).  

Outro fenômeno demonstrado foi a atividade anti-apoptótica da galectina-3 

exógena. Sua porção carboxi-terminal apresenta uma seqüência altamente conservada 

encontrada em Bcl-2, que tem atividade supressora de apoptose (Akahani et al., 1997; 

Yang et al., 1996). Portanto, é possível que a expressão de galectina-3 em células 

inflamatórias possa também prolongar a sobrevida dessas células, e assim contribuir para a 

persistência da inflamação, sustentando sua função pró-inflamatória (Hsu et al., 2000). 
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Galectina-3 tem a capacidade de se auto-associar funcionando de maneira 

multivalente, em certas condições. Isso a torna adequada para o exercício da função de 

adesão celular, tanto célula-célula quanto célula-matriz extracelular (Kuwabara and Liu, 

1996). Esta lectina promove a adesão de neutrófilos humanos a superfícies revestidas com 

laminina de modo dependente do CRD. Alternativamente, galectina-3 induz a adesão de 

neutrófilos a superfícies revestidas com fibronectina de modo dependente da expressão de 

integrinas β2 (Kuwabara and Liu, 1996). Essas observações sugerem que galectina-3 possa 

mediar a adesão de neutrófilos através de dois mecanismos: (1) a lectina medeia a adesão 

de neutrófilos à laminina de modo independente de integrinas β2, mas dependente do 

reconhecimento de carboidrato; (2) a lectina induz a ativação de neutrófilos, de modo 

dependente do CRD, resultando na expressão de outras moléculas de adesão. 

Em linhagens celulares de carcinoma mamário, a super expressão de galectina-3 

leva a uma série de modificações, como um significativo aumento da adesão à laminina, 

fibronectina e vitronectina, ocorrido de maneira direta ou através do aumento da expressão 

de integrinas específicas. O aumento da adesão das células tumorais à matriz extracelular, 

induzido pela galectina-3, pode ter um papel importante no mecanismo de invasão e 

metástase tumorais (Matarrese et al., 2000). 

Em sítios inflamatórios, juntamente com outras moléculas de adesão, galectina-3, 

liberada por células epiteliais ou inflamatórias, pode exercer um papel importante na 

promoção da transmigração de neutrófilos através da membrana basal (CARON and 

SÈVE, 2000). 

 KM+ de A. integrifolia é outra lectina dotada de capacidade de induzir a migração 

de neutrófilos, através de mecanismo haptotático. Esta lectina tetramérica interage, de 

modo dependente dos CRDs, tanto com os componentes glicosilados da superfície do 

neutrófilo, quanto os da matriz extracelular. A sua interação com o neutrófilo é 
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estabelecida pelo reconhecimento de glicanas do receptor CXCR2 (Pereira-da-Silva et al., 

2006), enquanto a interação com o endotélio vascular e/ou matriz extracelular envolve a 

ligação a glicanas de laminina (Ganiko et al., 1998; Ganiko et al., 2005). 

Além da participação da galectina-3 na migração de neutrófilos, foi comprovado 

em ensaios in vitro que galectina-3 recombinante (rGal-3) induz a migração de monócitos 

de forma passível de inibição por lactose, e também atrai macrófagos do sangue periférico 

e alveolares. Essa atividade parece ser dependente de ambos os domínios, amino e carboxi 

terminais. A migração de monócitos humanos induzida por galectina-3 ocorre de maneira 

dose-dependente; em altas concentrações a lectina é quimiotática, enquanto em baixas 

concentrações, quimiocinética. Galectina-3 também induz a produção de superóxido por 

monócitos (Sano et al., 2000).  

 A potência de galectina-3 como quimioatraente de monócitos e macrófagos 

humanos é muito maior do que a clássica proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) 

(Almkvist and Karlsson, 2002). A quimioatração de macrófagos é muito relevante, já que 

existem poucos quimioatraentes para macrófagos maduros. A migração de monócitos 

induzida por galectina-3 pode ser parcial ou totalmente inibida por toxina pertussis (PTx), 

dependendo da concentração de galectina. No entanto, a migração induzida por MPC-1 é 

totalmente inibida por PTx, independentemente da concentração do atraente. Um receptor 

sensível a PTx é considerado ser acoplado à proteína G, e esse tipo de receptor parece estar 

envolvido na migração de monócitos induzida por galectina-3. Em ensaios com 

camundongos deficientes de galectina-3 também se observou a redução na concentração de 

macrófagos peritoneais exsudados em resposta à injeção de tioglicolato, reforçando a idéia 

de que galectina-3 tenha atividade quimioatraente sobre essas células (Sano et al., 2000). 

A migração de monócitos induzida por galectina-3 pode ocorrer por diversos 

mecanismos. No entanto, tem-se na haptotaxia um importante e eficiente mecanismo para 
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induzir células do sistema imune a se movimentarem em direção ao sítio inflamatório. 

Sendo galectina-3 um indutor da migração de monócitos e da sua ativação, capaz ainda de 

se associar com laminina, é plausível considerar que ela possa recrutar monócitos através 

de mecanismo haptotático. Outra questão a ser respondida refere-se à identificação dos 

ligantes expressos na superfície de monócitos e na matriz extracelular. 
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Este trabalho foi delineado com o intuito de: 

 

1. Comprovar a ocorrência de ligação de galectina-3 à superfície de monócitos humanos; 

 

2. Identificar os ligantes de galectina-3 expressos em monócitos humanos; 

 

3. Investigar os mecanismos envolvidos na migração de monócitos humanos induzida por 

galectina-3, incluindo a participação de glicoproteínas da matriz extracelular. 
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Projeto analisado e aprovado pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (Conep), 

processo número 10461/2006. 

1. Reagentes 

Laminina, fibronectina, vitronectina, β-lactose e albumina sérica bovina (BSA) 

utilizados foram de procedência Sigma chemical Co., St Louis, MO, USA. Anticorpo 

murino anti-CD14 humano (Caltag laboratories, Burlingame,CA). Estreptoavidina- FITC 

(SA-FITC; Pierce), estreptoavidina-Alexa fluor-594 (Molecular Probes Eugene, Oregon, 

USA). MCP-1 (Prepo Tech, Rocky Hill, NJ). Meio de cultura RPMI (RPMI-1640; Gibco- 

BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA). 

 

2. Purificação de hrGal-3 

hrGal-3 foi obtida conforme descrito por HSU et al. 1992. Resumidamente, 

bactérias E. coli M15 expressando galectina-3 humana recombinate foram cultivadas em 

2L de meio Luria-Bertani (LB) broth (Acumedia Manufacturers, Inc. Michigan 48912, 

USA) suplementado com 100 µg/ml de ampicilina (USB Corporation, Cleveland USA). A 

cultura foi mantida sob agitação constante (200 rpm) durante 4h a 37°C, na presença de 1 

mM de IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em 

seguida, a cultura foi centrifugada por 20 min, 5000 xg a 4°C e o sobrenadante descartado 

para submissão do pellet (acrescido de inibidores de proteases) a 5 ciclos de sonicação de 1 

min cada. Após nova centrifugação por 45 min, 10000 xg a 4°C o sobrenadante foi 

coletado e submetido a cromatografia de afinidade em coluna de agarose contendo lactose 

imobilizada. Durante este procedimento a coluna de lactose foi incubada por 1h com o 

sobrenadante obtido e o material não ligante, eluído com PBS, pH 7.2. O material retido 

foi recuperado com a adição de β-lactose 0,1 M a 4ºC. O pool de frações ligantes à lactose 

foi submetido à ultradiafiltração em membrana YM-10 (Amicon® Division, W. R., Grace 
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& Co., MA. USA). As amostras foram ainda depletadas de LPS através de cromatografia 

de afinidade em coluna de polimixina B (Detoxi-gel- Pierce Rockford, IL, USA) e 

submetidas ao método de BCA (Sigma) para estimar a concentração protéica de cada 

preparação. A pureza das preparações foi avaliada através de análise eletroforética para 

constatação de banda única de 26 kDa e do teste de LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (Kit 

QCL-1000- Quantitative Cromogenie- Bio Whittaker- ACAMBREX company) para a 

detecção de endotoxinas.  

 

3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Nossas análises foram realizadas em sistema de eletroforese vertical Mini-

PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Para tanto, géis de 

poliacrilamida (10 ou 12%) receberam amostras diluídas em tampão de amostra redutor 

(10 mM Tris/HCl (pH 6.8)/1% (w/v) SDS/25% (v/v) glycerol/0.1 mM 2-

mercaptoethanol/0.03% (w/v) Bromophenol Blue) e detergente de carga negativa (dodecil 

sulfato de sódio, SDS) e foram submetidos a corrida sob 200 volts constantes e corrente em 

torno de 30 mA durante aproximadamente 45 minutos.  

A presença de bandas protéicas foi revelada pela coloração de azul de comassie 

coloidal, e seus pesos moleculares aparentes determinados com base na migração de 

proteínas padrões (BIO-RAD; fermentas).  

 

4. Biotinilação de hrGal-3 

hrGal-3 foi conjugada com Sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce) de acordo com 

recomendações do fabricante. Amostra de 430 g de galectina foi diluída em 220 l de 

tampão bicarbonato de sódio 50 mM, pH 8.5, seguindo-se adição de 16 l da solução de 

biotina (1mg/ml). Após incubação durante 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação 
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constante, a preparação foi submetida à diafiltração contra PBS utilizando-se sistema 

Centricon YM10 (Centricon, Amicon, Inc., Beverly, MA, USA).  

 

5. Obtenção de monócitos humanos 

Monócitos humanos foram isolados a partir do sangue periférico de voluntários 

sadios. Células mononucleares foram adquiridas pela centrifugação (400 xg, 40 min, 20oC) 

de suspensão de sangue total diluído (1:1), em meio RPMI, em gradiente Ficoll Hypaque 

Plus (Amersham Biociences, Uppsala, Sweden). O anel de células mononucleares, 

coletado e lavado em meio RPMI, foi ressuspenso em RPMI acrescido de 5% de soro fetal 

bovino. Nestas condições foi permitida a adesão celular em garrafas de cultura de 25 m2 

(Nunc A/S, Denmark, UK), por 60 minutos em estufa umidecida, 5% CO2 e 37°C. Após a 

incubação, as células não-aderentes foram removidas lavando-se a garrafa por 3 vezes com 

PBS. As células aderentes, monócitos, foram cultivadas, por no máximo 24 horas, em 

RPMI completo para uso experimental. A preparação de monócitos foi analisada quanto à 

viabilidade pelo método de exclusão de azul de Trypan. 

 

6. Citometria de fluxo 

Monócitos humanos (1x106 células) foram incubados com hrGal-3 pré-incubada 

(16 h, 4°C) ou não com solução 10 mM de β-lactose, numa concentração final de 25 µg/ml. 

Amostras controle receberam apenas meio RPMI incompleto ou hrGal-3 previamente 

incubada com sacarose (10 mM). Decorridos 60 min de incubação à temperatura ambiente 

e lavagem por centrifugação (500 xg, 15 min) foi adicionada estreptoavidina- FITC na 

diluição 1:1000 ou anticorpo murino anti-CD14 humano conjugado a FITC, conforme 

recomendações do fabricante, e após nova incubação por 45 min a 4ºC, no escuro, as 

células foram lavadas com 2 ml de meio RPMI incompleto e ressuspensas em 300 µl de 
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PBS, contendo 1% de formaldeído, para conservação das células. Foram utilizados como 

controle negativo de fluorescência, suspensões de células tratadas apenas com o conjugado 

(SA-FITC) ou isotipo controle (IgG-FITC). As células foram adquiridas por citometria de 

fluxo em FACsorting (Becton Dickinson lmmunocytometry Systems, Moun-. tain View, 

CA), e os dados analisados utilizando-se o programa FlowJo V7.2.5. 

 

7. Microscopia confocal 

Monócitos humanos em suspensão (106 células/ml) foram adicionados a lamínulas 

localizadas em poços de uma placa de cultura (24 poços), a placa foi mantida em estufa 

umidecida, 5% CO2 e 37C, por 2h para permitir a adesão dos monócitos. As células foram 

incubadas, por 1 hora a 4°C, com hrGal-3 biotinilada (25 µg/ml), pré-incubada ou não com 

10 mM de lactose por 16h a 4°C. Como controle negativo foi utilizado somente meio 

RPMI ou sacarose (10 mM). Após 3 lavagens com PBS (à segunda foi acrescida glicina 

1% - Reagen), os monócitos foram incubados com streptavidina conjugada a Alexa fluor-

594 e com anticorpo murino anti-CD14 humano (50 µg/ml), por 40 min. Após 15 lavagens 

com PBS, as células foram então fixadas com paraformaldeído (Electron Microscopy 

Sciences, Port Washington) a 4%, por 20 minutos. As lamínulas foram montadas com 

Fluormount (Fisher) em água deionizada (1:1). Finalmente, os monócitos foram 

submetidos à análise por microscopia confocal. 

 

8. Western blot  

Candidatos a ligantes de galectina-3 presentes da superfície e/ou citoplasma de 

monócitos foram detectados por Western blot, usando-se hrGal-3 biotiniolada. Foram 

obtidos extratos protéicos da membrana e do citoplasma de monócitos humanos preparados 

por fracionamento subcelular na presença de Triton X-114 (JW Goding - 1996 - Academic 
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Press). Os extratos foram diluídos em tampão de amostra redutor, fervidos e submetidos a 

SDS-PAGE em gel contendo 10% de acrilamida. Após separação eletroforética, o material 

foi eletrotransferido para membrana de nitrocelulose (Millipore, Bedford, MA, USA), a 

qual foi incubada com solução PBS-gelatina 3%-Tween20 0,05% (tampão de bloqueio), 

por 16 horas, a 4°C, e na sequência, hrGal-3 biotinilada (5 µg/ml) diluída em tampão de 

bloqueio, por 2 horas, temperatura ambiente. Seguiram-se lavagens da membrana e nova 

incubação com conjugado fosfatase-alcalina (Pierce), diluído (1/1000) em tampão de 

bloqueio, por 60 min à temperatura ambiente. Finalmente, a reação foi revelada usando-se 

solução de NBT-BCIP (Nitro blue tetrazolium-5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) 

(SIGMA-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As proteínas visualizadas no gel por coloração 

com Azul de Coomassie que corresponderam às reveladas na incubação com galectina-3, 

foram excisadas e submetidas à análise peptídica por espectrometria de massa do tipo 

MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4700 MALDI-TOF/TOF Proteomics Analyzer) 

no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP) 

 

9. Quimiotaxia e Haptotaxia 

Foi usado sistema Transwell tanto para a quimiotaxia como para a haptotaxia. 

(Corning Incorporated Costar, NY, USA) em placa de 24 poços inserts contendo filtros de 

policarbonato com poros de 5 m. Os poços receberam 400 µl dos seguintes estímulos: 

meio de cultura RPMI acrescido de soro fetal bovino 1%; hrGal-3 em concentrações 

variadas (0.032-23.4 µg/ml) e MCP-1 (100 ng/ml). Para os ensaios de haptotaxia os inserts 

foram mantidos no interior dos poços, contendo os devidos estímulos, por um período de 

90 min a 37°C. Ao término deste intervalo, os inserts foram lavados em PBS estéril e secos 

à temperatura ambiente. De posse dos inserts preparados e dos poços preenchidos, os 

ensaios foram realizados a 37°C, durante 1 hora, partindo de uma solução de 50ul de RPMI 
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1% contendo 1 x 105 monócitos. Ao término da incubação, as células que não migraram 

foram lavadas dos inserts. Células migrantes foram fixadas com metanol 70% (v/v) e 

coradas com HEMA3 (Biochemical Sciences, Inc., Swedesboro, NJ, USA). A análise dos 

resultados foi realizada através da contagem dos monócitos que migraram em direção ao 

compartimento inferior da câmara e foram visualizados na face inferior da membrana.  

Alternativamente, para estudar o envolvimento de glicoproteínas da matriz 

extracelular na haptotaxia de monócitos, induzida por galectina-3, foram utilizados poços 

preenchidos com meio de cultura RPMI 1%, acrescidos ou não de hrGal-3, e inserts 

tratados com laminina, fibronectina e vitronectina (20 µg/ml). Ainda, as possíveis 

interações proteína-carboidrato foram avaliadas através do pré-tratamento ou não de hrGal-

3 com solução de sacarose ou lactose (10 mM) por um período de 16h a 4ºC. 
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1. hrGalectina-3 purificada e depletada de LPS apresenta banda única de 26 kDa 

Amostras, tanto de hrGal-3 purificada e depletada de LPS, quanto do extrato 

bacteriano (E.coli M 15), antes e após a indução com IPTG, foram submetidas à análise 

por SDS-PAGE. Verificamos que os procedimentos executados para a obtenção da 

proteína recombinante foram eficientes, já que a coloração com comassie coloidal revelou 

banda protéica com massa molecular aparente de 26 kDa, tanto em gel de poliacrilamida 

12 (figura 1A, pista 2), quanto 10% (figura 1B, pista 3). Além disso, a análise 

eletroforética do extrato bacteriano após indução com IPTG (+) mostrou uma banda com 

peso molecular semelhante ao de hrGal-3 (figura 1B, pista 2), inexistente antes da indução 

com IPTG (-) (figura 1B, pista 1). A obtenção de hrGal-3 purificada em quantidades 

satisfatórias foi uma etapa primordial para o desenvolvimento das etapas seguintes do 

trabalho. 
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Figura 1. Análise eletroforética das preparações de hrGal-3. hrGal-3 e extrato 

bacteriano, induzido (+) ou não (-) com IPTG, tiveram seu perfil eletroforético analisado 

por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% (A) e 10% (B). As quantidades de amostra 

aplicadas aos géis foram 5 µg de hrGal-3 (pistas 2A e 3B) e 10 µg do extrato bruto 

bacteriano (pistas 1 e 2B). A migração eletroforética de proteínas de massa molecular 

conhecida está representada à esquerda do painel A. 
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2. Galectina-3 se liga a componentes glicosilados da superfície de monócitos humanos 

 Os monócitos utilizados nos ensaios biológicos foram isolados de sangue periférico 

humano heparinizado, através de centrifugação em meio de separação apropriado. Foram 

utilizadas preparações que apresentavam viabilidade celular em torno de 90%, determinada 

pelo método de exclusão por azul de Trypan.  

A ligação de galectina-3 à superfície de monócitos foi ensaiada por citometria de 

fluxo e microscopia confocal e as análises foram restritas às células positivas para o 

antígeno CD14 humano, identificadas através de anticorpo específico anti-CD14 

conjugado a FITC. Os resultados obtidos são a seguir descritos.  

Nos ensaios de citometria de fluxo, as amostras, avaliadas pela incubação das 

células com o anticorpo anti-CD14, apresentaram uma população composta de 

aproximadamente 91% de monócitos (figura 2A). A interação entre monócitos e galectina-

3 foi avaliada através da incubação dessas células com hrGal-3 biotinilada e SA-FITC. 

Após a incubação dos monócitos, 90,35% das células foram positivas para galectina-3 

(figura 2C). A interação da lectina com os monócitos foi inibida em cerca de 81,5% na 

presença de lactose (figura 2D, 10 mM lactose), indicando que os ligantes de galectina-3 

na superfície destas células são glicosilados. A seletividade do efeito inibitório da lactose é 

demonstrada quando se verifica que sacarose, na concentração de 10 mM, não foi capaz de 

inibir a ligação de hrGal-3 à superfície dos monócitos (figura 2E, 10 mM sacarose).  

 A análise por microscopia de fluorescência, ilustrada na figura 3, evidenciou a 

distribuição de galectina-3 marcada com Alexa-594 na superfície de monócitos CD14+ 

(figura 3A). Os monócitos incubados com galectina-3 biotinilada, na presença de lactose 

(10 mM), não apresentaram marcação positiva na superfície (figura 3B), contrariamente 

àqueles incubados com a lectina na presença de sacarose, mesmo em altas concentrações 
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(50 mM) (figura 3C), que apresentaram marcação semelhante à proporcionada por 

galectina-3, na ausência de açúcar (figura 3A). 
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Figura 2. Ligação de hrGal-3 exógena à superfície de monócitos humanos. Monócitos 

humanos incubados com hrGal-3 biotinilada (25 µg/ml), na presença ou na ausência de 10 

mM de lactose ou sacarose, foram analisados por citometria de fluxo. A detecção de hrGal-

3 foi evidenciada através da  incubação das células com estreptoavidina-FITC. Os 

resultados, representativos de três ensaios independentes, são expressos como porcentagem 

de monócitos hrGal3+. 

A 

B C 

D E 
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Figura 3. Ligação de hrGal-3 exógena à superfície de monócitos humanos. Monócitos 

humanos incubados com hrGal-3 biotinilada (25 µg/ml), na ausência (3A) ou presença de 

lactose (3B, 10 mM) ou sacarose (3C, 50 mM), foram selecionados através da ligação de 

anticorpo murino anti-CD14 humano conjugado a FITC e analisados por microscopia 

confocal. A detecção de hrGal-3 foi evidenciada através da incubação das células com 

estreptoavidina-Alexa fluor-594. O resultado é representativo de três ensaios 

independentes. 
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Os resultados obtidos anteriormente, sugestivos de que hrGal-3 se liga a 

componentes glicosilados da superfície de monócitos, motivou-nos a investigar a 

identidade desses ligantes. Para tanto, extratos protéicos das porções citoplasmática e de 

membrana de monócitos foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e 

transferidos para membrana de nitrocelulose para posterior incubação com hrGal-3 

biotinilada e conjugado fosfatase alcalina. Após incubação com NBT-BCIP, na pista 

correspondente aos extratos protéicos da porção de membrana, foram visualizadas bandas 

com massas moleculares aparentes variáveis: 130kDa, 95kDa, 84kDa, 60kDa, 35kDa e 

20kDa (figura 4, pista 1). Já na pista correspondente aos extratos protéicos da porção 

citoplasmática foram visualizadas bandas com massas moleculares aparentes de 130kDa, 

115kDa, 95kDa e 87kDa (figura 4, pista 2). 

As proteínas visualizadas no gel por coloração com Azul de Coomassie que 

corresponderam às reconhecidas por galectina-3 após transferência à membrana de 

nitrocelulose, foram excisadas e submetidas à análise peptídica por espectrometria de 

massa do tipo MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4700 MALDI-TOF/TOF 

Proteomics Analyzer) no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade 

do Porto (IPATIMUP). As sequências obtidas foram identificadas mediante utilização das 

bases de dados do Swissprot (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/). Dentre as proteínas de 

membrana de monócitos foram identificadas integrinas αIIb e β3 (CI=100%) (massas 

moleculares 124 e 111, respectivamente) e dentre as proteínas citoplasmáticas, αactinina-1 

(CI=100%) e vinculina (CI=99,5) (massas moleculares 111 e 124, respectivamente). 
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Figura 4. Identificação eletroforética de componentes de monócitos ligantes de 

galectina-3. Monócitos humanos foram lisados na presença de Triton X-114 e as porções 

de membrana (MB; pista 1) e citoplasmática (Cit; pista 2) foram isoladas. As proteínas 

componentes destas porções foram submetidas a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 

10% e transferidas para membrana de nitrocelulose. Após incubação com hrGal-3 (5 

µg/ml) e conjugado fosfatase alcalina, os componentes que se ligaram a hrGal-3 foram 

visualizados pela revelação com NBT-BCIP.  
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3. Galectina-3 induz migração de monócitos humanos de maneira dose dependente 

Para testar a atividade atraente das nossas preparações de hrGal-3 sobre monócitos 

humanos, foram realizados ensaios de migração em sistema Transwell. Para tanto, 

concentrações de 0,032 a 23,4 µg/ml de hrGal-3 foram testadas. Os controles negativos e 

positivos foram, respectivamente, meio RPMI e MCP-1. hrGal-3 foi capaz de induzir 

migração dos monócitos de maneira dose-dependente e a concentração de 2,6 µg/ml 

determinou a resposta máxima, semelhante à observada para o quimioatraente MCP-1 e 

correspondente a uma migração de monócitos cerca de 5 vezes superior à migração 

randômica, quando apenas RPMI foi aplicado nos poços inferiores da microcâmara (figura 

5). As doses de 0,28; 0,86 e 7,8 µg/ml de hrGal-3 proporcionaram menores respostas, cerca 

de 3 a 4 vezes a migração randômica, enquanto que as doses de 0,096 e 23,4 apresentaram 

indução de migração não significativa e 0,032 µg/ml  não foi indutora de migração. 
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Figura 5. Migração de monócitos induzida por hrGal-3. hrGal-3, nas concentrações de 

0,032 a 23,4 µg/ml, foi adicionada aos poços inferiores de um sistema Transwell. RPMI foi 

utilizado como controle negativo e MCP-1 (100ng/ml) como positivo.  Em seguida, 5x104 

monócitos foram adicionados aos inserts. Os resultados, representativos de 3 experimentos 

independentes, foram determinados através da contagem do número de monócitos 

migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em triplicata, e expressos como 

média  ± SD. * P< 0,0001 em relação ao meio. 

 
 

4. Galectina-3 induz haptotaxia de monócitos humanos 

A haptotaxia de monócitos humanos foi também avaliada em sistema Transwell. 

Para tanto, os filtros de policarbonato foram tratados ou não com diferentes concentrações 

de hrGal-3. 

Conforme se observa na figura 6, hrGal-3 induziu haptotaxia de monócitos de 

maneira dose-dependente e a concentração de 0,28 µg/ml, fraca indutora de quimiotaxia, 

determinou a resposta máxima, semelhante à determinada pelo controle positivo, MCP-1, e 
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cerca de 7,5 vezes superior à migração randômica. As doses de 0,096; 0,86 e 2,6 µg/ml de 

hrGal-3 proporcionaram menores respostas, cerca de 5 vezes a migração randômica. hrGal-

3, nas concentrações de 0,032 e 7,8 µg/ml apresentou indução de migração não 

significativa e 23,4 µg/ml não induziu migração celular. 

 

 

 

Figura 6. Haptotaxia de monócitos humanos induzida por hrGal-3. Filtros de 

policarbonato foram tratados com hrGal-3 nas concentrações 0,032 a 23,4 µg/ml, ou com  

100 ng/ml  de MCP-1. Os poços foram preenchidos com meio (poços com filtro tratado) e 

no interior do insert foram adicionadas 5x104 células. Os resultados, representativos de 3 

experimentos independentes, foram determinados através da contagem do número de 

monócitos migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e expressos 

como média ± SD. * P< 0,0001 em relação ao meio. 
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5. Associação entre hrGal-3 e glicoproteínas da matriz extracelular na haptotaxia de 

monócitos humanos 

Diante das evidências de que hrGal-3 induz migração de monócitos humanos por 

mecanismo haptotático e de que a lectina interage com glicoproteínas da matriz 

extracelular, laminina, fibronectina e vitronectina, passamos a avaliar a possível 

participação dessas moléculas na  haptotaxia de monócitos induzida por galectina-3. 

 Primeiramente, observamos em sistema Transwell que monócitos humanos não 

migram em resposta a gradientes de laminina, fibronectina, vitronectina ou BSA (controle 

negativo). Os gradientes destas moléculas foram mantidos e, nessas condições, hrGal-3 

solúvel, na concentração de 0,28 µg/ml, foi adicionada aos poços inferiores. A associação 

entre hrGal-3 e as glicoproteínas laminina ou fibronectina resultou na potencialização da 

migração celular induzida pela lectina, uma vez que o número de células migrantes foi 

cerca de 1,6 vezes superior quando comparados com o número de células migrantes nos 

poços contendo apenas hrGal-3, na mesma concentração, imobilizada na membrana. Os 

resultados indicam a possibilidade de não haver associação entre hrGal-3 e vitronectina 

durante o mecanismo de haptotaxia de monócitos, uma vez que nessas condições houve 

diminuição da migração de monócitos, se comparado à resposta proporcionada por hrGal-3 

imobilizada (Figura 7). 

 O conjunto destes resultados sugere que glicoproteínas da matriz extracelular, 

laminina e fibronectina, sejam substratos para hrGal-3, uma vez que o gradiente desta 

lectina formado sobre laminina e fibronectina proporciona haptotaxia de monócitos 

humanos in vitro. 
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Figura 7. Haptotaxia de monócitos em resposta à hrGal-3 associada a glicoproteínas 

da matriz extracelular. Filtros de policarbonato foram tratados com  laminina, 

fibronectina, vitronectina ou BSA (20 µg/ml), ou com hrGal-3 (0,28 µg/ml) ou MCP-1 

(100ng/ml). Os poços foram preenchidos com meio ou hrGal-3 e no interior do insert 

foram adicionadas 5x104 células. Os resultados, representativos de 3 experimentos 

independentes, foram determinados através da contagem do número de monócitos 

migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e expressos como 

média ± SD. A * P< 0,0001 em relação ao meio. B * P< 0,05 em relação à Gal-3. 

A 

B 
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6. O N- e o C-terminal de hrGal-3 estão envolvidos na haptotaxia de monócitos 

humanos. 

Visto que laminina e fibronectina participam da haptotaxia de monócitos humanos 

passamos, então, a avaliar se a interação entre hrGal-3 e essas glicoproteínas  depende do 

domínio de reconhecimento de carboidratos da lectina. Para tanto, os ensaios de haptotaxia 

foram repetidos utilizando-se amostras de hrGal-3 pré-incubadas com 10 mM do açúcar 

específico -lactose – ou com 10 mM de sacarose.  Os resultados ilustrados pela figura 8A 

demonstram que a incubação prévia da hrGal-3 com lactose reduziu em cerca de duas 

vezes a haptotaxia de monócitos induzida pela lectina, o que não foi observado quando 

hrGal-3 foi incubada com sacarose  

 Ao analisarmos a participação de laminina e fibronectina na migração monocítica 

induzida por hrGal-3, observamos que, na presença de gradiente de laminina, a pré-

incubação da lectina com lactose resultou em redução da migração celular de 

aproximadamente 2 vezes, o que indica que a interação entre hrGal-3 e a glicoproteína 

laminina ocorra tanto de maneira dependente, quanto independente de carboidratos (figura 

8B). Na presença de gradiente de fibronectina, por outro lado, a incubação prévia de hrGal-

3 com o mesmo açúcar reduziu somente 1,2 vez a migração de monócitos, indicando  a 

ocorrência de uma interação entre essas moléculas majoritariamente independente do CRD 

da lectina (figura 8C).  
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Figura 8. Envolvimento do N- e do C-terminal de  hrGal-3 na haptotaxia de 

monócitos humanos. Filtros de policarbonato foram tratados com laminina ou 

fibronectina (20 µg/ml), ou com hrGal-3 (0,28 µg/ml) ou MCP-1 (100 ng/ml), pré-

incubados ou não com 10 mM de lactose ou sacarose. Os poços foram preenchidos com 

meio (A) ou hrGal-3 (B e C) pré-incubada ou não com 10 mM de lactose ou sacarose, e no 

interior do insert foram adicionadas 5x104 células. Os resultados, representativos de 3 

experimentos independentes, foram determinados através da contagem do número de 

monócitos migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e estão 

expressos como média do número de monócitos por campo ± SD. A e C * P< 0,005 em 

relação à Gal-3. B * P< 0,0001 em relação à Gal-3. 

A 

B C 
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No presente trabalho, estudamos a ligação de galectina-3 a componentes 

glicosilados da superfície de monócitos humanos. Algumas proteínas, de membrana e 

citoplasmáticas, foram identificadas como  prováveis ligantes da lectina nessas células. 

Caracterizamos, em ensaios in vitro, o mecanismo de haptotaxia de monócitos induzido 

por galectina-3, o qual envolve a participação das glicoproteínas laminina e fibronectina. 

Além disso, avaliamos a participação das regiões N- e C-terminais da molécula de 

galectina-3 na haptotaxia. 

Galectina-3 é uma lectina ligante de beta-galactosídeos que, em diversas 

circunstâncias, age como molécula pró-inflamatória (Hsu et al., 2000). Devido a sua 

propriedade indutora de migração de monócitos/macrófagos e a sua atividade anti-

apoptótica, tem-se nessa lectina uma possível molécula reguladora da resposta imune e/ou 

da resposta inflamatória (Rabinovich et al., 2004; Rubinstein et al., 2004). SANO et al. 

(2000) demonstraram que galectina-3 induz migração de monócitos in vitro de uma 

maneira dose-dependente e que essa é quimiotática em altas concentrações e 

quimiocinética em baixas concentrações.  

A descrição de moléculas atraentes para monócitos e macrófagos é muito relevante, 

já que existem poucos quimioatraentes descritos para essas células. Além disso, 

fisiologicamente, sugere-se que galectina-3 expressa e/ou secretada por células epiteliais 

(Nio et al., 2005) e por monócitos e macrófagos possa contribuir para a atração de 

diferentes tipos celulares durante o processo inflamatório. A ação atraente de galectina-3 

sobre monócitos tem se mostrado célula-específica, já que essa mesma lectina não induz 

migração de outros tipos celulares como linfócitos e eosinófilos (Sano et al., 2000). 

O conjunto dessas constatações nos levou a avaliar o mecanismo que estaria 

envolvido na migração de monócitos humanos induzida por galectina-3, incluindo a 

possível participação de glicoproteínas da matriz extracelular neste processo.  
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Quando ainda era denominada Mac-2, galectina-3 foi descrita como expressa na 

superfície de macrófagos elicitados com tioglicolato, mas não em macrófagos residentes 

(Ho and Springer, 1982). Galectina-3 está presente de forma abundante no citosol, sendo 

encontrada também na superfície de células e/ou secretada no fluido extracelular 

(Lindstedt et al., 1993; Liu et al., 1995; Sato et al., 1993).  

Os resultados que obtivemos com os ensaios de citometria de fluxo e de 

microscopia confocal demonstraram que hrGal-3 biotinilada reconhece e se liga a 

componente(s) da superfície de monócitos humanos. Sugere-se que tais ligantes sejam 

glicosilados, pois a interação foi parcialmente inibida na presença do açúcar lactose. Estes 

dados reforçam a hipótese de que o domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD) de 

hrGal-3 esteja envolvido no reconhecimento e na interação dessa lectina com 

glicoconjugados da superfície de monócitos humanos. A confirmação de que hrGal-3 

possui glicoligantes na superfície de monócitos nos motivou a buscar a identidade de tais 

receptores.  

A leitura de trabalhos anteriormente publicados pode nos fornecer algumas pistas 

quanto à identidade dos receptores de galectina-3 da superfície de monócitos. Por exemplo, 

a migração de monócitos e macrófagos induzida por galectina-3 é sensível ao tratamento 

com toxina pertussis, fato que indica que galecina-3 ativa receptores acoplados à proteína-

G (GPCR), semelhantes àqueles reconhecidos por quimiocinas, fMLP, C5a e LTB4, dentre 

outros (Baggiolini, 1998; Sallusto et al., 1998). Embora galectina-3 não tenha similaridade 

estrutural com nenhum agonista que se liga a GPCR, é possível que a lectina reconheça 

porções glicosiladas desses receptores. No entanto, até o presente momento essas 

alternativas não passam de especulações, já que, por exemplo, nenhum dos receptores de 

quimiocinas presentes na superfície de monócitos (CCR1, CCR2, CCR5 e CXCR4) 

(Baggiolini, 1998; Sallusto et al., 1998) foi identificado como receptor de galectina-3. 
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Especulações outras se estendem a moléculas tais como CD11b, LAMP1, LAMP2, Mac-3 

e CD98, porém todas sem confirmação até o presente momento (Sano et al., 2000). As 

informações, por nós obtidas, das seqüências peptídicas de ligantes de galectina-3 da 

membrana e do citoplasma de monócitos, levaram à  identificação das integrinas αIIb e β3, 

α-actinina-1 e vinculina como candidatos a receptores de galectina-3 nessas células.  

As integrinas constituem a principal família de receptores celulares para as 

proteínas da matriz extracelular (ECM). A partir da combinação de 18 tipos de cadeias α 

com 8 de cadeias β são geradas 24 heterodímeros distintos de integrinas (Erik Hj Danen, 

2003; Hynes, 2002). Ao se ligar à ECM, as integrinas desempenham um papel direto na 

adesão celular e também medeiam a migração celular promovendo, por meio de 

adaptadores, a ligação da ECM ao sistema de microfilamentos de actina. Cada integrina 

tem um modelo de expressão única, possuindo diferentes especificidades para a ligação 

com componentes da ECM e distinta capacidade de transdução de sinal bi-direcional (Erik 

Hj Danen, 2003; Haines et al., 1983). Importante função das integrinas é a capacidade de 

gerar sinais em cascatas a partir da ECM para o interior da células, tornando-a uma 

molécula chave no controle das funções celulares como proliferação, diferenciação, 

sobrevivência e migração. 

Dois membros da família das integrinas β3, αIIbβ3 e αvβ3, reconhecem um grande 

número de proteínas da matriz extracelular como fibronectina, vitronectina e 

trombospondina (Switala-Jelen et al., 2004). As integrinas β3 podem mediar a migração de 

várias células em diferentes substratos como vitronectina, fibronectina, fibrinogênio, 

laminina e colágeno (Marshall and Hart, 1996). A integrina αIIbβ3 é um receptor expresso 

principalmente na superfície de plaquetas e de seus precursores (megacariócitos). No 

entanto, também foi demonstrado que αIIbβ3 é expressa na superfície de monócitos  

humanos, granulócitos e linfócitos (Burns et al., 1986). Faull et al., (1996) ao estudar a 
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expressão de moléculas adesivas em monócitos, observaram que a expressão da cadeia β3 

ocorria específicamente associada à cadeia αIIb.  

Durante as adesões focais, as integrinas β1 e β3 estão ligadas a moléculas de α-

actinina (Otey et al., 1990). As α-actininas compõem uma família de proteínas ligantes de 

actina que consiste de quatro membros, incluindo as α-actininas 2 e 3 músculo específicas 

e as α-actininas 1 e 4 que são expressas de maneira ubíqüa (Carol A. Otey, 2004). A 

molécula α-actinina-1 está localizada na região final das fibras de actina e nas junções 

aderentes, onde desenvolve um importante papel na formação das fibras de stress, na 

promoção de adesão e regulação do formato celular e na motilidade (Gluck and Ben-Ze'ev, 

1994; Knudsen et al., 1995; Otey et al., 1990). 

Vinculina é uma proteína que se localiza nos contatos focais e nas junções 

aderentes intercelulares (Burridge et al., 1988; Jockusch and Isenberg, 1981). Em ambos os 

contatos, vinculina forma complexos com outros componentes, permitindo o ancoramento 

dos filamentos de actina à membrana. Nas adesões focais, a molécula vinculina liga-se à 

talina (Burridge and Mangeat, 1984), α-actinina (Wachsstock et al., 1987), paxilina 

(Turner et al., 1990), actina (Johnson and Craig, 1994), além de formar dímeros (Johnson 

and Craig, 1995). Ezzell et al., (1997) demonstraram que vinculina controla a adesão, o 

remodelamento do citoesqueleto e o espalhamento celular pela estabilização mecânica da 

ligação molecular entre actina e integrinas, que forma o centro da adesão focal e, dessa 

forma, aumenta tanto a habilidade de transmissão, quanto a resistência às tensões do 

citoesqueleto. 

Baseado nas características funcionais das integrinas que, juntamente com as 

moléculas α-actinina e vinculina, participam e controlam a migração celular, é plausível 

que ocorra a ligação de galectina-3 a essas moléculas durante a indução de migração de 

monócitos humanos por essa lectina.  
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 Como mencionado anteriormente (item Introdução), tem-se na quimiotaxia 

(gradiente solúvel) a primeira hipótese para o mecanismo de migração leucocitária em 

direção ao sítio inflamatório. Entretanto, condições hidrodinâmicas na região da vênula 

pós-capilar não favorecem a manutenção de um gradiente de substâncias solúveis, pois 

esse gradiente seria “lavado”, difundir-se-ia e teria que ser reposto continuamente (Rot, 

1992; Tanaka et al., 1993). Portanto, a hipótese de um gradiente formado a partir da 

ligação de quimioatraentes ligados a substratos sólidos (gradiente haptotático) parece ser 

mais realística. Isso ocorre com os atraentes C5a (Webster et al., 1980), IL-8 (Rot, 1992), a 

lectina KM+ (Ganiko et al., 1998a; Santos-de-Oliveira et al., 1994) e a lectina animal de 

rato MNCF (Dias-Baruffi et al., 1995).    

A partir de ensaios in vitro em sistema Transwell, demonstramos que hrGal-3, além 

de induzir quimiotaxia de monócitos humanos, induz haptotaxia dessas mesmas células em 

diferentes concentrações (0,032 a 23,4 µg/ml). Essa haptotaxia mostrou ser dose-

dependente. Obtivemos um resultado que reforça o mecanismo haptotático em detrimento 

do quimotático, a concentração de 0,28 µg/ml, fraca indutora de quimiotaxia, mostrou ser a 

concentração ótima para o mecanismo haptotático. Ganiko et al., (1998) e Santos-de-

Oliveira et al., (1994), demonstram que concentrações de KM+ solúveis que não induziam 

migração de neutrófilos, quando imobilizadas no filtro de policarbonato passavam a 

apresentar essa atividade. 

Recentemente, demonstrou-se que o gradiente haptotático de KM+ para 

recrutamento de neutrófilos é viabilizado pela ligação da lectina à laminina, cujas glicanas 

são reconhecidas pela lectina na membrana basal do endotélio (Ganiko et al., 2005). 

MNCF, uma lectina de mamífero ligante de D-galactose, interage com laminina de matriz 
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extracelular (de Toledo et al., 2007; Dias-Baruffi et al., 2003) e apresenta atividade 

indutora de migração neutrofílica via mecanismo haptotático (Dias-Baruffi et al., 1993).   

Neste trabalho testamos se as glicoproteínas laminina, fibronectina e vitronectina, 

uma vez que interagem com galectina-3, poderiam servir de substrato para que as 

moléculas de galectina-3 pudessem formar um gradiente estável  para indução de migração 

de monócitos humanos. As glicoproteínas aqui estudadas por si só não induzem 

quimiotaxia/haptotaxia de monócitos humanos em sistema Transwell. A adição de 

galectina-3 solúvel ao substrato de matriz extracelular promove haptotaxia de monócitos 

humanos. Esse fenômeno biológico é potencializado  quando o gradiente formado por 

laminina ou fibronectina é comparado ao gradiente estável formado apenas por hrGal-3 

imobilizada nos poros do filtro de policarbonato. Parece não haver associação entre 

vitronectina e hrGal-3 no processo de haptotaxia estudado. O conjunto destes resultados 

indica que as glicoproteínas da matriz extracelular, laminina e fibronectina, atuam como 

substratos para galectina-3 durante o processo de migração de monócitos humanos.  

Segundo Kuwabara e Liu, (1996), galectina-3 é adequada para a função de adesão 

celular, tanto célula-célula quanto célula matriz extracelular, devido a sua capacidade de se 

auto-associar, funcionando de maneira multivalente, em certas condições. Uma das 

funções da matriz extracelular é a migração celular (Har-el and Tanzer, 1993; Schuppan 

and Rühl, 1994). Dentre os seus componentes a laminina é a glicoproteína predominante, 

um conhecido ligante de galectina-3 (Kuwabara and Liu, 1996). Esses autores mostraram 

que a galectina-3 medeia a adesão de neutrófilos à laminina por um mecanismo dependente 

de CRD e medeia a adesão de netrófilos a fibronectina por mecanismo dependente da 

expressão de integrinas β2. 

Além do envolvimento do CRD de galectina-3 em sua atividade atraente sobre 

monócitos, acredita-se que o domínio N-terminal também esteja envolvido. A ação de 
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ambos os domínios, amino e carboxi terminais, de galectina induz ainda a produção de 

superóxido por monócitos (Sano et al., 2000).  

A última etapa do trabalho foi avaliar, então, se a região CRD de galectina-3 estava 

envolvida no processo de haptotaxia de monócitos humanos. Para tanto foram repetidos os 

ensaios em sistema Transwell utilizando-se hrGal-3 pré-incubada com o açúcar especifico 

- lactose. A inibição da migração celular foi mais acentuada quando o substrato era 

formado pela glicoproteína laminina, demonstrando que a interação de galectina-3 com 

essa glicoproteína na haptotaxia de monócitos ocorre tanto via CRD, quanto através de 

interação proteína-proteína. Diferentemente, no caso da glicoproteína fibronectina, a pré-

incubação da lectina com lactose resultou em uma pequena inibição, o que sugere que a 

interação entre galectina-3 e fibronectina, na haptotaxia de monócitos, ocorra  

majoritariamente via domínio N-terminal. 

Huber et al., (1991) e Tanaka et al., (1993) sugerem que um bom indutor de 

migração leucocitária deva interagir com proteoglicanas do endotélio/matriz extracelular, 

proporcionando a adesão de leucócitos e estimulando a migração leucocitária.  

Finalmente, elegemos galectina-3 uma lectina haptotática para monócitos humanos, 

com a participação de glicoproteínas da matriz extracelular. A transposição deste 

conhecimento para modelos inflamatórios in vivo sugere que a haptotaxia induzida por 

galectina-3 seja viabilizada pela interação da lectina com as glicoproteínas laminina e 

fibronectina. Tais interações promovem a formação de gradiente estável da lectina 

galectina-3, necessário para induzir haptotaxia de monócitos humanos a partir do interior 

do vaso sanguíneo para o tecido inflamado. 

O modelo proposto de haptotaxia de monócitos humanos, induzida por galectina-3, 

é demonstrado resumidamente no esquema abaixo, onde: 

 



                                                                                                           Discussão 

 42 

 

Durante uma infecção macrófagos residentes são ativados e secretam diversos mediadores 

inflamatórios, incluindo galectina-3 ( ). A lectina (Gal-3) seria difundida pelo tecido 

perivascular até atingir os vasos sanguíneos, local onde iniciaria a sua participação no 

recrutamento de leucócitos. A ativação e adesão de monócitos ao endotélio, permitindo que 

essas células atravessem a barreira endotelial, é mediada pela interação de galectina-3 com 

seus receptores ( ) presentes nesses monócitos. No interior do tecido perivascular, a 

interação de galectina-3 com laminina ( ) e fibronectina ( ), 

componentes da matriz extracelular, dá origem ao gradiente haptotático. A formação desse 

gradiente haptotático direciona os monócitos até o sítio inflamatório para que então possam 

exercem suas funções efetoras. 
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Neste estudo foi avaliado o mecanismo de migração de monócitos induzido por 

galectina-3 e a participação de glicoproteínas da matriz extracelular neste processo. Os 

resultados obtidos demonstram que: 

 

 1) hrGal-3 se liga a componentes glicosilados da superfícies de monócitos humanos; 

 

2) As proteínas integrinas αIIb e β3, αactinina-1 e vinculina são prováveis ligantes de hrGal-3 

em monócitos humanos; 

 

3) hrGal-3 induz migração de monócitos através de mecanismo haptotático e a associação 

entre a lectina e as glicoproteínas laminina e fibronectina, que resulta na formação de um 

substrato de hrGal-3, potencializa a atividade indutora de migração da lectina; 

 

4) A associação entre hrGal-3 e laminina, que ocorre durante o mecanismo haptotático, 

envolve ambas as regiões N- e C-terminal da lectina. Já a associação de hrGal-3 com 

fibronectina ocorre principalmente via região N- terminal da lectina. 
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