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Resumo

Galectina-3, dentre outras atividades, comporta-se como uma molécula atraente para
monacitos e macrofagos. Atraves de citometria de fluxo e microscopia confocal,
observamos que hrGal-3 se liga a superficie de mondcitos humanos, via CRD, uma
vez que esta interagdo € inibivel por lactose. Através da separacéo eletroforética de
extratos protéicos das porcoes citoplasmética e de membrana de mondcitos, seguida
da eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose e sequénciamento proteico das
bandas obtidas, foram identificadas como moléculas ligantes de galectina3:
integrinas allb e B3, cactinina-1 e vinculina. Confirmamos alguns dados anteriores
da literatura de que hrGal-3, é capaz de induzir migracdo de mondcitos de maneira
dose-dependente, proporcionando uma curva em forma de siho caracteristica de
outros atraentes. Com o intuito de melhor caracérizarmos 0S mecanismos
envolvidos na migracdo de mondcitos induzida por galectina-3, avaliamos também
se hrGal-3 induz migracdo de mondcitos por mecanismo haptotatico. Nossos
resultados demonstram que hrGal-3 induz migragdo de mondcitos humanos por
haptotaxia, mecanismo viabilizado pela interacdo da lectina com as glicoproteinas da
matriz extracelular, laminina e fibronectina Os dominios N- e C-terminal de
galectina-3 estdo envolvidos na interagdo da lectina com laminina, enquanto na

interacdo com fibronectina est4 envolvido principalmente o dominio N-terminal.

Palavras-chave: Mondcitos; galectina3; haptotaxia; dicoproteinas da matriz

extracelular.



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 latose. Following electrophoretic
separation of cytoplasmic and membrane portions of monocyte protein extracts,
electrotransference to nitrocellulose membrane and protein ®quencing of the
obtained bands, we identified as ligands for galectin-3: allb and B3 integrins,
aactinin-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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Introducéo

1. Mondcitos.

A resposta inflamatéria pode ®r dividida em dois tipos: aguda e cronica. A
inflamacdo aguda é limitada & uma resposta particularmente benéfica durante os desafios
infecciosos , enquanto a inflamacéo crénica € um fendmeno persistente, que pode progredir
para doencas inflamatdrias. Uma caracteristica da inflamagdo aguda é o infiltrado inicial
composto de neutrofilos que, apos 24 a 48h passa a ser predominantemente composto de
células monociticas (Kaplanski et al., 2003). Mondcitos possuem um importante papel
tanto nas respostas imunes inatas quanto adaptativas, eliminando potdgenos microbianos e
células tumorais, e exercendo fungdes imunoregulatorias através da produgdo de citocinas
e do processamento e apresentagdo de antigenos para linfdcitos.

Mondcitos originam-se na medula 6ssea a partir de progenitores mieldides comuns,
que também d&o origem aos neutdfilos. Aplés sairem da medula dssea, as células
monociticas indiferenciadas se mantém circulantes na corrente sangiiinea por volta de 3
dias, em seguida penetram o tecido repovoando a populacdo de macrofagos teciduais
(Volkman and Gowans, 1965). Essa curta meia-vida tem sustentado o conceito de que 0s
monacitos circulantes devem repovoar continuamente a populacdo de macrdfagos e células
dendriticas, mantendo a homeostase e, durante processos inflamatérios desempenham
papeis criticos nas respostas imunes (Ziegler-Heitbrock, 2000).

A populagdo de mondcitos humanos constitui de 5 a 10% dos leucdcitos do sangue
periférico, sendo que sua morfologia é bastante heterogénea. Ha variacdo entre as células
quanto ao tamanho, aos diferentes graus de granulosidade e & morfologia nuclear (Gordon
and Taylor, 2005).

Em humanos, 0os mondcitos circulantes se dividem em dois subtipos baseados na
expressdo de CD14 , componente do complexo receptor de lipopolissacarideo (LPS), e de

CD16, receptor de imunoglobulina FCyRIII, sendo que essas populagdes celulares sdo
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ativadas por diferentes estimulos. As células CD14" compdem 80% a 90% da populacio
monocitica. Em geral sdo células um pouco maiores, expressam altos niveis de CCRL,
CCR2, CXCR2, CD62-L e CD11-b, e respondem ao MCP-1 em ensaios de migracéo
celular. Ja as células CD16" expressam altos niveis de CX3CR1 e em ensaios de migrago
respondem a CX3CL1 (Serbina et al., 2008).

E notavel a grande capacidade de mondcitos circulantes se diferenciarem em uma
ampla variedade de células fagciticas, incluindo macrofagos células dendriticas,
osteoclastos, microglia no sistema nervoso central, e céluals de Kupfer no figado. Além
disso, em situacOes especificas, como na presenca de estimulos, pode haver a diferenciagdo

de mondcitos em céluals ndo fagociticas (Seta and Kuwana, 2007).

2. Migracao celular

Um evento fundamental para que ocorra a resposta inflamatéria e a defesa do
organismo contra agentes infecciosos é a migracdo direcionada de leucdcitos do interior
dos vasos sangliineos para o0s écidos perivasculares. Esse piocesso complexo e
precisamente regulado ocorre devido a multiplas interagdes adesivas dos leucdcitos com as
células endoteliais e componentes do tecido perivascular, estando envolvidas diferentes
familias de moléculas, como selectinas e integrinas (Butcher, 1991; Luster, 1998; Springer,
1995). Esta migragdo pode se dar por mecanismo quimiotatico ou haptotatico. No primeiro
caso 0 quimioatraente atua em sua forma solivel, enquanto no segundo, ele se encontra
ligado a um substrato sélido, como os componentes da matriz extracelular, da superficie
das células endoteliais ou do tecido conjuntivo perivascular (Qi et al., 2001; Rot, 1992).

O modelo de quimiotaxia encontra algumas dificuldades para s concretizar. A
viabilidade do gradiente solUwel estaria atrelada a uma repcsicdo continua, ja que as

condicbes locais de fluxo sangiineo ou plasmético constantes ndo favorecem a
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manuten¢do de um gradiente de substancias solUveis (Rot, 1992; Tanaka et al., 1993). Por
outro lado, a hipdtese de haptotaxia parece ser mais realistica, tendo sido fundamentada
por varios estudos in vitro. Através deste mecanismo, o leucdcito, seletivamente ativado
por quimiocinas ligadas & membrana basal e/ou matriz extracelular do endotélio, passa a
aderir firmemente as células endoteliais através da acdo de selectinas, inicialmente, e
integrinas, subsequentemente. O modelo de haptotaxia também seria importante no
direcionamento da migragcdo do leucdcito no tecido perivascular em dire¢do ao local de
inflamacéo ou infecgéo (Acker et al., 1996; Tanaka et al., 1993).

As moléculas de adesdo celular (CAM) sdo receptores de superficie que medeiam
as interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular. A expressio das moléculas de
adesdo pelos diferentes tipos de leuctcitos é variavel e, em algumas situacles, esta
associada ao estado de ativagdo da célula.

A adesdo inicial dos leucécitos ao endotélio vascular, no processo de migracao
celular, é mediada por glicoproteinas denominadas selectinas, expressas na superficie de
leucdcitos (selectina-L), plaquetas (selectina-P) e células endoteliais (selectinas-E e P)
(Lasky, 1992). A selectina-L é de expressdo constitutiva na superficie de leucdcitos,
participando na adeséo de linfocitos as vénulas endoteliais altas (HEVs- high endothelial
venules) dos linfonodos periféricos e, na adesdo de neutréfilos e mondcitos ao endotélio
vascular nos sitios de inflamagdo (Gallatin et al., 1983; Lasky, 1992; Lewinsohn et al.,
1987).

Através das interacOes fracas estabelecidas pelas selectinas e seus ligantes
glicosilados, os leucécitos realizam varios contatos reversiveis com o endotélio vascular
(tethering ou tateamento). Estabelecem-se, entéo, novas intera¢des adesivas, sob condigdes
de fluxo sangiineo, que resultam no movimento de deslizamento (rolling ou rolamento)

dos leucdcitos ao longo da superficie endotelial. Esse movimento leucocitério permite a
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analise da superficie endotelial, na tentativa de encontrar quimiotraentes e receptores de
integrina. As interacdes mediadas pelas selectinas sdo fundamentais para que a proxima
etapa, a firme adesdo dos leucdcitos, ocorra (Lasky, 1992; Rossiter et al., 1997).

Integrinas, glicoproteinas constituidas por duas subunidades transmembranicas néo
covalentemente associadas (o e 3), também participam do rolling e, em adi¢do, medeiam a
adesdo firme dos leucocitos ao endotélio, atraves de interagbes estabelecidas com seus
ligantes expressos na superficie das células endoteliais como as moléculas ligantes da
superfamilia 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 a41)
tem sido descrito para mondcitos e linhagens celulares monociticas (Chan et al., 2001; Huo
et al., 2000). Além da funcdo adesiva, as integrinas apresentam fungdes de sinalizacéo.

A maioria dos leucdcitos 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 adesdo dos leucdcitos ao endotélio, as
integrinas devem ser moduladas. Quimioatraentes classicos e quimiocinas sdo 0s mais
potentes ativadores fisiologicos da adesdo mediada por integrinas. Particularmente as
quimiocinas sdo capazes de regular rapidamente a avidez de integrinas, de maneira célula-
especifica, através do aumento, tanto da afinidade, quanto da valéncia dessas moléculas
(Constantin et al., 2000; Laudanna et al., 2002; Shamri et al., 2005). A ligacdo de GPCRs
(G-protein coupled receptors) hetrotriméricos especificos pelas quimiocinas leva a
ativacdo das integrinas através da inducdo de uma complexa @scata de sinalizacdo
intracelular. A sinalizagdo ativada por quimiocinas pode regular diferentes integrinas em
subtipos distintos de leucdcitos, o que demonstra a existéncia de diferentes modulos de

sinalizacdo, integrina e célula-especificos (revisto por Ley et al., 2007).
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Integrinas ativadas por GPCRs necessitam estar propriamente ancoradas ao
citoesqueleto de actina para estabelecerem adesdo sob condigdes de fluxo. Nesse sentido,
moléculas adaptadoras do citoesqueleto como a paxilina exercem papéis importantes
(Hyduk et al., 2004).

Além de mediarem as interagdes célula-celula, as integrinas constituem a principal
familia de receptores que medeiam a ligacdo de células a matriz extracelular, atraves do
reconhecimento da RGD (Arg-Gly-Asp), presente em muitas glicoproteinas da matriz
(fibronectina, laminina, colageno, trombospodina, vitronectina, entactina, tenascina)
(Ruoslahti, 1991; Ruoslahti and Pierschbacher, 1987).

Uma vez estabelecida no endotélio a firme adesdo dos leucdcitos, essas células
sofrem uma alteracdo morfoldgica denominada polarizacdo. A polarizacdo é induzida
principalmente por quimiocinas e envolve a reorganizacdo do citoesqueleto de actina, do
Golgi, do centro organizador de microtibulos, assim como a redistribuicdo de moléculas
da superficie celular (Arnaout et al., 2005; Kim et al., 2003; Shamri et al., 2005).
Subsequentemente, os leucdcitos migram sobre a superficie apical do endotélio em direcdo
as juncdes interendoteliais, pelas quais podem transmigrar para o tecido subendotelial
(Rose et al., 2007). Apds penetrarem a barreira composta pelas células endoteliais 0s
leucdcitos precisam, entdo, migrar através da membrana basal (Ley et al., 2007).

As vérias etapas do processo de migracdo transendotelial (TEM) de leucdcitos
ocorrem de uma maneira dindmica, havendo a participacdo de varias moléculas de adeséo.
Sugere-se que em mondcitos ha a participacdo de integrinas 33 na TEM, uma vez que, em
ensaios de TEM in vitro, células de linhagem monocitica deficientes desta integrina
apresentaram uma menor capacidade migratéria quando comparadas com células de
linhagem monocitica que expressam a molécula. A transfecgdo da cadeia 33 para as células

deficientes conferiu as mesmas um aumento na capacidade migmatdria. Além disso,
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observou-se que as células de linhagem monocitica transmigraram preferencialmente
através de monocamadas celulares que expressam ICAM-1 (Weerasinghe et al., 1998).
Vencida a barreira endotelial, o leucécito passa a se mover em direcdo de ao
gradiente de atraente, estabelecido no espago subendotelial. O atraente pode dirigir o
movimento do leucdcito, ainda localizado na juncdo endotelial, desde que se difunda e

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

3. Glicoproteinas da matriz extracelular

A funcdo considerada bésica da matriz extracelular é conferir sustentacéo e firmeza
aos tecidos e 6rgdos. Entretanto, componentes da matriz estdo envolvidos em processos de
diferenciacdo, proliferacéo, polarizagdo, sinalizagdo e migracao celular (Har-el and Tanzer,
1993; Schuppan and Ruhl, 1994). A matriz extracelular corresponde a um conjunto de
moléculas de tecido conjuntivg compreendendo colageno, lamiina, fibronectina,
trombospondina, vitronectina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (&cido hialurdnico)
(Schuppan and Ruhl, 1994).

A laminina é uma glicoproteina predominante na membrana basal composta por
trés diferentes cadeias polipeptidicas (o, B e y) unidas por pontes dissulfeto, arranjadas em
uma estrutura cruciforme. Existem pelo menos 5 tipos de cadeia a, que diferem no
tamanho e na estrutura. A combinagdo das cadeias o com diferentes cadeias B e y resulta
em diferentes isoformas de laminina (Ferletta and Ekblom, 1999; Timpl, 1996). A
isoforma mais estudada é a classica laminina isolada de tumor Elgelbreth-Holm-Swarm
(EHS) de camundongo (~900 kDa), a qual é constituida por uma cadeia o (400-440 kDa)
associada as cadeias B e y (cada uma 200-220 kDa) (Timpl, 1989; revisto por Beck e
colaboradores (1990). Andlises da composi¢do de glicanas em laminina purificada de

sarcoma Elgelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongo revelaram um padrdo de N
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glicosilacdo bastante heterogéneo, apresentando oligossacarideos do tipo-complexo bi- tri-
e tetra-antendrios com cadeias lateras contendo unidades repetitivs de GaBl-
4GlcNAcP1-3 ligadas ao core trimanosideo, com ou sem acio sialico terminal e
oligossacarideos do tipo high-mannose (Arumugham et al., 1986; Fujiwara et al., 1988;
Knibbs et al., 1989). Essa glicoproteina participa de vérias atividades bioldgicas, incluindo
adesdo, crescimento e diferenciagdo de varios tipos celulares.

Fibronectina desempenha funcdo fundamental na adesdo entre clulas e matriz
extracelular. Elas sdo encontradas no sangue como glicoproteinas sollveis, no tecido
conjuntivo frouxo e na maioria das matrizes extracelulares mesenquimais. Coagulos
também apresentam grandes quartidades de fibronectina associada com fibrina, que
servem como substrato para céllas migratérias durante o renmpdelamento tecidual.
Fibronectina é formada por duas cadeias polipeptidicas idénticas e compostas por trés tipos
de unidades repetitivas (tipo I, Il e IlI), sendo que a maior parte da molécula consiste de
repeticdes tipo I1l. Varios dominios nessas moléculas apresentam determinantes de ligacéo
especificos para fibrina, heparina, colageno, integrinas e outras moléculas. Muitas células
aderem & fibronectina através do dominio central que apreserta a sequéncia de
reconhecimento RGD (Har-el and Tanzer, 1993). Andlises da composi¢do de glicanas em
fibronectina humana de placenta revelaram que esta glicoproteina contém nove cadeias de
acUcar, sendo (1) residuos de galactose contendo &cido sialico em suas posi¢oes C-3; (2)
oligossacarideos bi- e tetra-antenarios tendo como cadeia principal Mano 1-6(Mano. 1-3)
Manf 1-4 GlcNacf 1-4 (aFuc 1-6) GlcNac, e (3) repetitivos gupamentos de N-
acetilglicosamina e GalB1-4 GlcNacB1 (Takamoto et al., 1989).

Vitronectina € uma glicoproteina monomeérica de 75 kDa encontrada no plasma e na
matriz extracelular, que pode mediar adesdo celular, proteger células da destruicdo por

complexos formados pela ativagdo do complemento e proteger a trombina da inativagéo
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pela antitrombina Il (Tomasini and Mosher, 1991). A ligacdo de células & vitronectina
ocorre através da sequéncia RGD, reconhecida por integrinas (Suzuki et al., 1985). Os
complexos receptor-vitronectina localizam-se em regides de adesdo focal das células, em
associagdo com elementos do citoesqueleto intracelular (vinculina, talina, paxilina e as

extremidades de microfilamentos de actina).

4. Galectina-3: um mediador inflamatdrio

Lectinas sdo todas as proteing que possuem pelo menos um daninio de
reconhecimento de carboidrato (CRD) e que se ligam especificamente a agUcares, de
maneira reversivel (VAN-DAMME, E. Resumo apresentado no 20" International Lectin
Meeting - Copenhagen - Dinamarca, maio de 2002). As lectinas sdo capazes de s ligar
seletivamente a glicanas da superficie de muitas células. Essa ligacdo modifica a fisiologia
da membrana e/ou induz sinalizgdo celular de maneira a indwir diversas respostas
bioquimicas celulares, através da decodificacdo da informacé® bioldgica contida nas
células (Sharon and Lis, 1993).

As lectinas animais fazem pare de um importante grupo de mdéculas que
participam da defesa imunitéaria, especialmente da imunidade inata, atuando na primeira
linha de defesa (Gabius and Wu, 2007).

Galectina-3, uma proteina ligante de B-galactosideo pertencente a familia das
galectinas animais, esta envolvida em vérios processos bioldgicos. Sua estrutura é formada
por (A) um dominio carboxi-terminal que corresponde ao sitio de ligagdo com carboidrato
(CRD); e por (B) um pequeno dominio amino-terminal de ligagdo protéica, que contéem
seqiiéncias repetidas em tandem ricas em prolina, tirosina e glicina (Liu, 1990).

Galectina-3 € encontrada no nucleo, no dtoplasma e na superficie de mnuitas

células. Recebendo a denominagdo Mac-2, foi descrita como expressa na superficie de
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macrofagos elicitados com tiodicolato (Ho and Springer, 1982). Foi posteriormente
identificada, em varios niveis de expressdo, numa grande variedade de tipos celulares, tais
como eosinofilos, neutrofilos, células dendriticas, mastocips, linfocitos, 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 caracteristicas
de galectina3 e sua capacidade de induzir a ativagdo de mastodios,
monadcitos/macréfagos, neutréfilos e linfécitos, sugere uma possivel participacdo dessa
molécula na modulagdo de interagdes imunes e respostas inflamatérias (Hsu et al., 2000;

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

As func¢Bes bioldgicas da galectina-3 incluem a regulacdo do crescimento celular,
apoptose, transformacgdes neoplasicas e respostas inflamatorias (Hsu et al., 2000). Os
papéis exercidos pela galectira-3 na inflamagdo envolvem suas fungBes intra e
extracelulares e a sua expressio aumenta durante este proceso, assim como na
proliferacdo e diferenciagdo celulares (Sano et al., 2000). Em camundongos geneticamente
deficientes em galectina-3 (gal3-KO) observou-se redugéo significativa no acimulo de
células inflamatorias (macrdfagos e neutrofilos) no modelo de peritonite aguda, reforgando
a idéia de que galectina-3 exerca importante papel neste processo (Hsu et al., 2000).

Outro fenbmeno demonstrado foi a ativilade anti-apoptotica da galectina3
exdgena. Sua porcdo carboxi-terminal apresenta uma seqiiéncia altamente conservada
encontrada em Bcl-2, que tem atividade supressora de apoptose (Akahani et al., 1997;
Yang et al., 1996). Portanto, é possivel que a epressdo de galectina-3 em células
inflamatGrias possa também prolongar a sobrevida dessas células, e assim contribuir para a

persisténcia da inflamag&o, sustentando sua funcdo pré-inflamatéria (Hsu et al., 2000).



Introducéo

Galectina-3 tem a capacidade de se auteassociar funcionando de maneira
multivalente, em certas condigBes. Isso a torna adequada para o exercicio da funcdo de
adesdo celular, tanto célula-célula quanto célula-matriz extracelular (Kuwabara and Liu,
1996). Esta lectina promove a adesdo de neutrdfilos humanos a superficies revestidas com
laminina de modo dependente do CRD. Alternativamente, galectina-3 induz a adeséo de
neutrofilos a superficies revestidas com fibronectina de modo dependente da expressdo de
integrinas B2 (Kuwabara and Liu, 1996). Essas observagdes sugerem que galectina-3 possa
mediar a adeséo de neutrofilos através de dois mecanismos: (1) a lectina medeia a adeséo
de neutréfilos a laminina de modo independente de integrinas 2, mas dependente do
reconhecimento de carboidrato; (2) a lectina induz a ativagd® de neutrdfilos, de modo
dependente do CRD, resultando na expressdo de outras moléculas de adesao.

Em linhagens celulares de carcinoma mamario, a super expressdo de galectina-3
leva a uma série de modificagbes, como um significativo aumento da adesdo a laminina,
fibronectina e vitronectina, ocorrido de maneira direta ou através do aumento da expressao
de integrinas especificas. O aumento da adeséo das células tumorais a matriz extracelular,
induzido pela galectina-3, pode ter um papel importane no mecanismo de invasdo e
metéstase tumorais (Matarrese et al., 2000).

Em sitios inflamatdrios, juntamente com outras moléculas de adesdo, galectina-3,
liberada por celulas epiteliais ou inflamatdrias, pode exercer um papel importante na
promocgdo da transmigracdo de reutrofilos através da membrana basal (CARON and
SEVE, 2000).

KM* de A. integrifolia é outra lectina dotada de capacidade de induzir a migragdo
de neutrofilos, através de mecanismo haptotatico. Esta lectina tetramérica interage, de
modo dependente dos CRDs, tanto com os componentes glicosilados da superficie do

neutrofilo, quanto os da matrz extracelular. A sua interag com o neutrdfilo é
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estabelecida pelo reconhecimento de glicanas do receptor CXCR2 (Pereira-da-Silva et al.,
2006), enquanto a interacdo com o endotélio vascular e/ou matriz extracelular envolve a
ligacdo a glicanas de laminina (Ganiko et al., 1998; Ganiko et al., 2005).

Além da participagdo da galectina-3 na migracdo de neutrofilos, foi comprovado
em ensaios in vitro que galectina-3 recombinante (rGal-3) induz a migracdo de mondcitos
de forma passivel de inibigdo por lactose, e também atrai macrdfagos do sangue periférico
e alveolares. Essa atividade parece ser dependente de ambos os dominios, amino e carboxi
terminais. A migracdo de mondcitos humanos induzida por galectina-3 ocorre de maneira
dose-dependente; em altas concentragBes a lectina é quimiotatica, enquanto em baixas
concentragdes, quimiocinética. Galectina-3 também induz a producdo de superéxido por
monacitos (Sano et al., 2000).

A poténcia de galectina3 como quimioatraente de monddtos e macrofagos
humanos é muito maior do que a classica proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1)
(Almkvist and Karlsson, 2002). A quimioatragdo de macr6fagos é muito relevante, ja que
existem poucos quimioatraentes para macrdfagos maduros. A mpgracdo de mondcitos
induzida por galectina-3 pode ser parcial ou totalmente inibida por toxina pertussis (PTx),
dependendo da concentracdo de galectina. No entanto, a migragdo induzida por MPC-1 é
totalmente inibida por PTX, independentemente da concentragdo do atraente. Um receptor
sensivel a PTx é considerado ser acoplado a proteina G, e esse tipo de receptor parece estar
envolvido na migragdo de monddtos induzida por galectina3. Em ensaios com
camundongos deficientes de galectina-3 também se observou a reducéo na concentracéo de
macrofagos peritoneais exsudados em resposta a injegdo de tioglicolato, reforgando a idéia
de que galectina-3 tenha atividade quimioatraente sobre essas células (Sano et al., 2000).

A migracdo de mondcitos induzida por galectina-3 pode ocorrer por diversos

mecanismos. No entanto, tem-se na haptotaxia um importante e eficiente mecanismo para

11



Introducéo

induzir células do sistema imune a se movimentarem em direcd ao sitio inflamatdrio.
Sendo galectina-3 um indutor da migracéo de mondcitos e da sua ativacdo, capaz ainda de
se associar com laminina, é plausivel considerar que ela possa recrutar mondcitos atraves
de mecanismo haptotatico. Outra questdo a ser respondida refere-se a identificacdo dos

ligantes expressos na superficie de mondcitos e na matriz extracelular.
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Objetivos

Este trabalho foi delineado com o intuito de:

1. Comprovar a ocorréncia de ligacéo de galectina-3 a superficie de mondcitos humanos;

2. ldentificar os ligantes de galectina-3 expressos em mondcitos humanos;

3. Investigar os mecanismos envolvidos na migracdo de mondcitos humanos induzida por

galectina-3, incluindo a participacéo de glicoproteinas da matriz extracelular.
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Materiais e Métodos

Projeto analisado e aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep),
processo nimero 10461/2006.
1. Reagentes

Laminina, fibronectina, vitronectina, B-lactose e albumina sérica bovina (BSA)
utilizados foram de procedéncia 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. Purificagéo 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 pg/ml de ampicilina (USB Corporation, Cleveland USA). A
cultura foi mantida sob agitacédo constante (200 rpm) durante 4h a 37°C, na presenca de 1
mM de IPTG (isopropylthio-pB-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 submisséo do pellet (acrescido de inibidores de proteases) a 5 ciclos de sonicagéo de 1
min cada. Ap6s nova centrifugacdo 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 ndo ligante, eluido com PBS, pH 7.2. O material retido
foi recuperado com a adicéo de p-lactose 0,1 M a 4°C. O pool de fracOes ligantes a lactose

foi submetido a ultradiafiltragdo 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 polmixina B (Detoxi-gel- Pierce Rockford, IL, USA) e
submetidas ao método de BCA (Sigma) para estimar a concentracdo protéica de cada
preparacdo. A pureza das preparacOes foi avaliada através de andlise eletroforética para
constatacdo de banda Unica de 26 kDa e do teste de LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (Kit
QCL-1000- Quantitative Cromogenie- Bio Whittaker- ACAMBREX company) para a

deteccdo de endotoxinas.

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

Nossas anélises foram realizadas em sistema de eletroforese vertial Mini-
PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Para tanto, géis de
poliacrilamida (10 ou 12%) receberam amostras diluidas em tamp&o de amostra redutor
(10 mM Tris/HCI (pH 6.8)/[1% (w/v) SDS/25% (v/y glycerol/0.1 mM 2
mercaptoethanol/0.03% (w/v) Bromophenol Blue) e detergente de carga negativa (dodecil
sulfato de sddio, SDS) e foram submetidos a corrida sob 200 volts constantes e corrente em
torno de 30 mA durante aproximadamente 45 minutos.

A presenga de bandas proteicas foi revelada pela coloracdo de azul de comassie
coloidal, e seus pesos moleculares aparentes determinados com base na migracdo de

proteinas padrdes (BIO-RAD; fermentas).

4. Biotinilacao de hrGal-3

hrGal-3 foi conjugada com SulfoNHS-LC-biotina (Pierce) de acordo com
recomendacBes do fabricante. Amostra de 430 pg de galectina foi diluida em 220 pl de
tampé&o bicarbonato de sédio 50 mM, pH 8.5, seguindo-se adi¢do de 16 ul da solucédo de

biotina (1mg/ml). Apos incubacdo durante 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacéo
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constante, a preparacdo foi submetida a diafiltracdo contra PBS utilizando-se sistema

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

5. Obteng&o de mondcitos humanos

Mondcitos humanos foram isolados a partir do sangue periférico de voluntérios
sadios. Células mononucleares foram adquiridas pela centrifugacdo (400 xg, 40 min, 20°C)
de suspensdo de sangue total diluido (1:1), em meio RPMI, em gradiente Ficoll Hypaque
Plus (Amersham Biociences, Uppsala, Sweden). O anel de célubs mononucleares,
coletado e lavado em meio RPMI, foi ressuspenso em RPMI acrescido de 5% de soro fetal
bovino. Nestas condicdes foi permitida a adeséo celular em garrafas de cultura de 25 m?
(Nunc A/S, Denmark, UK), por 60 minutos em estufa umidecida, 5% CO, e 37°C. Apoés a
incubacdo, as células ndo-aderentes foram removidas lavando-se a garrafa por 3 vezes com
PBS. As células aderentes, mondcitos, foram cultivadas, por no maximo 24 horas, em
RPMI completo para uso experimental. A preparagdo de mondcitos foi analisada quanto a

viabilidade pelo método de exclusdo de azul de Trypan.

6. Citometria de fluxo

Monécitos humanos (1x10° células) foram incubados com hrGal-3 pré-incubada
(16 h, 4°C) ou ndo com solugéo 10 mM de p-lactose, numa concentragéo final de 25 pg/mi.
Amostras controle receberam apenas meio RPMI incompleto ou hGal-3 previamente
incubada com sacarose (10 mM). Decorridos 60 min de incubacdo & temperatura ambiente
e lavagem por centrifugagdo (500 xg, 15 min) foi adicionada estreptoavidina- FITC na
diluicdo 1:1000 ou anticorpo murino anti-CD14 humano conjugado a FITC, conforme
recomendagBes do fabricante, e apds nova incubacdo por 45 min a 4°C, ro escuro, as

células foram lavadas com 2 ml de meio RPMI incompleto e ressuspensas em 300 ul de
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PBS, contendo 1% de formaldeido, para conservacdo das células. Foram utilizados como
controle negativo de fluorescéncia, suspensdes 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 Immunocytometry Systems, Moun-. tain View,

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

7. Microscopia confocal

Mondcitos humanos em suspens&o (106 células/ml) foram adicionados a laminulas
localizadas em pogos de uma placa de cultura (24 pogos), a placa foi mantida em estufa
umidecida, 5% CO, e 37°C, por 2h para permitir a adesdo dos mondcitos. As células foram
incubadas, por 1 hora a 4°C, com hrGal-3 biotinilada (25 pg/ml), pré-incubada ou ndo com
10 mM de lactose por 16h a 4°C. Como controle negativo foi utilizado somente meio
RPMI ou sacarose (10 mM). Apds 3 lavagens com PBS (a segunda foi acrescida glicina
1% - Reagen), os mondcitos foram incubados com streptavidina conjugada a Alexa fluor-
594 e com anticorpo murino anti-CD14 humano (50 pg/ml), por 40 min. Apds 15 lavagens
com PBS, as células foram entdo fixadas com paraformaldeido (Electron Microscopy
Sciences, Port Washington) a 4%, por 20 minutos. As laminulas foram montadas com
Fluormount (Fisher) em 4&gua ddonizada (1:1). Finalmente, os mondcitos foram

submetidos & analise por microscopia confocal.

8. Western blot

Candidatos a ligantes de galectina-3 presentes da superficie e/ou citoplasma de
mondcitos foram detectados por Western blot, usando-se hrGal-3 biotiniolada. Foram
obtidos extratos protéicos da membrana e do citoplasma de mondcitos humanos preparados

por fracionamento subcelular na presenga de Triton X-114 (JW Goding - 1996 - Academic
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Press). Os extratos foram diluidos em tamp&o de amostra redutor, fervidos e submetidos a
SDS-PAGE em gel contendo 10% de acrilamida. Apos separagao eletroforética, o material
foi eletrotransferido para membrana de nitrocelulose (Millipore, Bedford, MA, USA), a
qual foi incubada com solucdo PBS-gelatina 3%-Tween20 0,05% (tampé&o de bloqueio),
por 16 horas, a 4°C, e na sequéncia, hrGal-3 biotinilada (5 pg/ml) diluida em tampédo de
bloqueio, por 2 horas, temperatura ambiente. Seguiram-se lavagens da membrana e nova
incubagdo com conjugado fosfatase-alcalina (Pierce), diluido (1/.000) em tampdo de
bloqueio, por 60 min a temperatura ambiente. Finalmente, a reagdo foi revelada usando-se
solucdo de NBT-BCIP (Nitro blue tetrazolium-5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
(SIGMA-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As proteinas visualizadas no gel por coloracéo
com Azul de Coomassie que corresponderam as reveladas na incubacdo com galectina-3,
foram excisadas e submetidas a anélise peptidica 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 pogos inserts contendo filtros de
policarbonato com poros de 5 um. Os pogos receberam 400 ul dos seguintes estimulos:
meio de cultura RPMI acrescido de soro fetal bovino 1%; hrGal3 em concentragOes
variadas (0.032-23.4 pg/ml) e MCP-1 (100 ng/ml). Para os ensaios de haptotaxia 0s inserts
foram mantidos no interior dos pocos, contendo os devidos estimulos, por um periodo de
90 min a 37°C. Ao término deste intervalo, os inserts foram lavados em PBS estéril e secos
a temperatura ambiente. De posse dos inserts preparados e dos pogos preenchidos, 0s

ensaios foram realizados a 37°C, durante 1 hora, partindo de uma solucéo de 50ul de RPMI
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1% contendo 1 x 10°> mondcitos. Ao término da incubagdo, as células que ndo migraram
foram lavadas dos inserts. Células migrantes foram fixadas com metanol 70% (v/v) e
coradas com HEMAZ3 (Biochemical Sciences, Inc., Swedesboro, NJ, USA). A analise dos
resultados foi realizada atraveés da contagem dos mondcitos que migraram em diregdo ao
compartimento inferior da camara e foram visualizados na face inferior da membrana.
Alternativamente, para estudar o envolvimento de glicopoteinas da matriz
extracelular na haptotaxia de mondcitos, induzida por galectina-3, foram utilizados po¢os
preenchidos com meio de cultura RPMI 1%, acrescidos ou ndo de hrGd-3, e inserts
tratados com laminina, fibronectina e vitronectina (20 pg/ml). Ainda, as possiveis
interacGes proteina-carboidrato foram avaliadas através do pré-tratamento ou ndo de hrGal-

3 com solucéo de sacarose ou lactose (10 mM) por um periodo de 16h a 4°C.
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1. hrGalectina-3 purificada e depletada de LPS apresenta banda Unica de 26 kDa
Amostras, tanto de hrGal3 purificada e depletada de LPS, quanto do extrato
bacteriano (E.coli M 15), antes e ap6s a inducdo com IPTG, foram submetidas & anélise
por SDS-PAGE. Verificamos que 0s procedimentos executados para a obtencdo ch
proteina recombinante foram eficientes, ja que a coloracdo 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 analise
eletroforética do extrato bacteriano ap6s indugdo com IPTG (+) mostrou uma banda com
peso molecular semelhante ao de hrGal-3 (figura 1B, pista 2), inexistente antes da indugéo
com IPTG (-) (figura 1B, pista 1). A obtencdo de hrGal-3 purificada em quantidades
satisfatorias foi uma etapa primordial para o desenvolvimento das etapas seguintes do

trabalho.
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Figura 1. Andlise eletroforética das preparacdes de hrGal3. hrGal-3 e extrato
bacteriano, induzido (+) ou ndo (-) 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 pg de hrGal-3 (pistas 2A e 3B) e 10 pg do extrato bruto
bacteriano (pistas 1 e 2B). A migracdo eletroforética de proteinas de massa molecular

conhecida esta representada a esquerda do painel A.
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2. Galectina-3 se liga a componentes glicosilados da superficie de mondcitos humanos

Os mondcitos utilizados nos ensaios bioldgicos foram isolados de sangue periférico
humano heparinizado, através de centrifugacdo em meio de separagdo apropriado. Foram
utilizadas preparacdes que apresentavam viabilidade celular em torno de 90%, determinada

pelo método de exclusdo por azul de Trypan.

A ligacdo de galectina-3 a superficie de mondcitos foi ensaiada por citometria de
fluxo e microscopia confocal e as analises foram restritas as células positivas para o
antigeno CD14 humano, identifcadas através de anticorpo esgcifico anti-CD14
conjugado a FITC. Os resultados obtidos séo a seguir descritos.

Nos ensaios de citometria de fluxo, as amostras, avaliadas pela incubacédo das
células com o anticorpo anttCD14, apresentaram uma populacdo omposta de
aproximadamente 91% de mondcitos (figura 2A). A interacdo entre mondcitos e galectina-
3 foi avaliada através da incubagdo dessas células com hrGal-3 biotinilada e SA-FITC.
Apoés a incubagdo dos mondcitos, 90,35% das células foram positivas para galectina-3
(figura 2C). A interacdo da lectina com os mondcitos foi inibida em cerca de 81,5% na
presenca de lactose (figura 2D, 10 mM lactose), indicando que os ligantes de galectina-3
na superficie destas células sdo glicosilados. A seletividade do efeito inibitorio da lactose é
demonstrada quando se verifica que sacarose, na concentracdo de 10 mM, ndo foi capaz de
inibir a ligagdo de hrGal-3 & superficie dos mondcitos (figura 2E, 10 mM sacarose).

A anélise por microscopia de fluorescéncia, ilustrada na figura 3, evidenciou a
distribuicdo de galectina-3 marcada com Alexa-594 na superficie de mondcitos CD14"
(figura 3A). Os mondcitos incubados com galectina-3 biotinilada, na presenca de lactose
(10 mM), ndo apresentaram marcacdo positiva na superficie (figura 3B), contrariamente

aqueles incubados com a lectina na presenca de sacarose, mesmo em altas concentragdes
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(50 mM) (figura 3C), que apresentaram marcacdo ®melhante & proporcionada por

galectina-3, na auséncia de agUcar (figura 3A).
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Figura 2. Ligagdo de hrGal-3 exdgena a superficie de monocitos humanos. Mondcitos
humanos incubados com hrGal-3 biotinilada (25 ug/ml), na presenca ou na auséncia de 10
mM de lactose ou sacarose, foram analisados por citometria de fluxo. A detecgdo de hrGal-
3 foi evidenciada através da incubado das células com estreptoavidina-FITC. Os
resultados, representativos de trés ensaios independentes, Sa0 expressos como porcentagem

de mondcitos hrGal3™.
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Anti-CD14 Alexa fluor - 594 Sobreposigédo

Figura 3. Ligagdo de hrGal-3 exdgena a superficie de monocitos humanos. Mondcitos
humanos incubados com hrGal-3 biotinilada (25 pg/ml), na auséncia (3A) ou presenca de
lactose (3B, 10 mM) ou sacarose (3C, 50 mM), foram selecionados através da ligacdo de
anticorpo murino anti-CD14 humano conjugado a FITC e analisados por microscopia
confocal. A detecgdo de hrGal-3 foi evidenciada através da incubacdo das células com
estreptoavidina-Alexa fluor-594. O resultado é representativo de trés ensaios

independentes.
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Os resultados obtidos anteriomente, sugestivos de que hrGal3 se liga a
componentes glicosilados da superficie de mondcitos, motivou-nos a investigar a
identidade desses ligantes. Para tanto, extratos protéicos das porcOes citoplasmatica e de
membrana de mondcitos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e
transferidos para membrana de nitrocelulose para posterior incubagdo com hrGak3
biotinilada e conjugado fosfatase alcalina. Apds incubacdo om NBT-BCIP, na pista
correspondente aos extratos proteicos da por¢do de membrana, foram visualizadas bandas
com massas moleculares aparentes variaveis: 130kDa, 95kDa, 84kDa, 60kDa, 35kDa e
20kDa (figura 4, pista 1). J4 na pista correspondente aos extratos protéicos da porcio
citoplasmética foram visualizadas bandas com massas moleculares aparentes de 130kDa,

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

As proteinas visualizadas no gel por coloragdo can Azul de Coomassie que
corresponderam as reconhecidas por galectina3 ap0s transferéncia a membrara de
nitrocelulose, foram excisadas e submetidas & analise peptidica por espectrometria de
massa do tipo MALDITOF/TOF (Applied Biosystems 4700 MALDITOF/TOF
Proteomics Analyzer) no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade
do Porto (IPATIMUP). As sequéncias obtidas foram identificadas mediante utilizagéo das
bases de dados do Swissprot (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/). Dentre as proteinas de
membrana de mondcitos foram identificadas integrinas allb ¢ B3 (CI=100%) (massas
moleculares 124 e 111, respectivamente) e dentre as proteinas citoplasmaticas, aactinina-1

(C1=100%) e vinculina (C1=99,5) (massas moleculares 111 e 124, respectivamente).
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Figura 4. ldentificacio eletroforética de componentes de mondcitos lIgantes de
galectina-3. Mondcitos humanos foram lisados na presenca de Triton X-114 e as porcoes
de membrana (MB; pista 1) e citoplasmética (Cit; pista 2) foram isoladas. As proteinas
componentes destas porcdes foram submetidas a SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
10% e transferidas para membrana de nitrocelulose. Apés incubacdo com hrGal-3 (5
pg/ml) e conjugado fosfatase alcalina, os componentes que se ligaram a hrGal-3 foram

visualizados pela revelagdo com NBT-BCIP.
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3. Galectina-3 induz migracao de mondcitos humanos de maneira dose dependente

Para testar a atividade atraente das nossas preparagdes de hrGal-3 sobre mondcitos
humanos, foram realizados ensaios de migragdo em sistema Transwell. Para tanto,
concentracdes de 0,032 a 23,4 pg/ml de hrGal-3 foram testadas. Os controles negativos e
positivos foram, respectivamente, meio RPMI e MCP-1. hrGal-3 foi capaz de induzir
migracdo dos mondcitos de maneira dose-dependente e a concentragdo de 2,6 pg/ml
determinou a resposta méxima, semelhante a observada para o quimioatraente MCP-1 e
correspondente a uma migracdo de mondcitos cerca de 5 vezes superior a migracao
randomica, quando apenas RPMI foi aplicado nos pogos inferiores da microcamara (figura
5). As doses de 0,28; 0,86 e 7,8 pg/ml de hrGal-3 proporcionaram menores respostas, cerca
de 3 a 4 vezes a migragdo randdmica, enquanto que as doses de 0,096 e 23,4 apresentaram

indugéo de migragéo ndo significativa e 0,032 pg/ml n&o foi indutora de migracéo.
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Figura 5. Migracdo de mondcitos induzida por hrGal-3. hrGal-3, nas concentracdes de
0,032 a 23,4 pg/ml, foi adicionada aos pocos inferiores de um sistema Transwell. RPMI foi
utilizado como controle negativo e MCP-1 (100ng/ml) como positivo. Em seguida, 5x10*
mondcitos foram adicionados aos inserts. Os resultados, representativos de 3 experimentos
independentes, foram determinados através da contagem do nunero de mondcitos
migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensiada em triplicata, e expressos como

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

4. Galectina-3 induz haptotaxia de mondcitos humanos

A haptotaxia de mondcitos humanos foi também avaliada em sistema Transwell.
Para tanto, os filtros de policarbonato foram tratados ou ndo com diferentes concentragdes
de hrGal-3.

Conforme se observa na figura 6, hrGal-3 induziu haptotaxia de mondcitos de
maneira dose-dependente e a concentragdo de 0,28 pg/ml, fraca indutora de quimiotaxia,

determinou a resposta maxima, semelhante a determinada pelo controle positivo, MCP-1, e
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cerca de 7,5 vezes superior a migracdo randomica. As doses de 0,096; 0,86 ¢ 2,6 ng/ml de
hrGal-3 proporcionaram menores respostas, cerca de 5 vezes a migragéo randomica. hrGal-
3, nas concentragdes de 0,032 e 7.8 pg/ml apresentou inducdo de migragdo réo

significativa e 23,4 pg/ml ndo induziu migracéo celular.
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Figura 6. Haptotaxia de mondcitos humanos induzida por hrGal-3. Filtros de
policarbonato foram tratados com hrGal-3 nas concentragdes 0,032 a 23,4 pg/ml, ou com
100 ng/ml de MCP-1. Os pogos foram preenchidos com meio (pogos com filtro tratado) e
no interior do insert foram adicionadas 5x10” células. Os resultados, representativos de 3
experimentos independentes, foram determinados através da contagem do nimero de
monGcitos migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e expressos

como média £ SD. * P< 0,0001 em relagdo ao meio.
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5. Associacao entre hrGal-3 e glicoproteinas da matriz extracelular na haptotaxia de
monaocitos humanos

Diante das evidéncias de que hrGal-3 induz migracdo de mondcitos humanos por
mecanismo haptotdtico e de que a lectina interage com glicoproteinas da matriz
extracelular, laminina, fibrorectina e vitronectina, pasamos a avaliar a possivel
participacdo dessas moléculas na haptotaxia de mondcitos induzida por galectina-3.

Primeiramente, observamos em sistema Transwell que mondcitos humanos nao
migram em resposta a gradientes de laminina, fibronectina, vitronectina ou BSA (controle
negativo). Os gradientes destas moléculas foram mantidos e, nessas condi¢des, hrGal-3
soltvel, na concentracdo de 0,28 pg/ml, foi adicionada aos pogos inferiores. A associagao
entre hrGal-3 e as glicoproteinas laminina ou fibronectina resultou na potencializacdo da
migracdo celular induzida pela lectina, uma vez que o nimero de células migrantes foi
cerca de 1,6 vezes superior quando comparados com o nimero de células migrantes nos
pogos contendo apenas hrGal-3, na mesma concentragdo, imobilizada na membrana. Os
resultados indicam a possibilidade de ndo haver associagdo entre hrGal-3 e vitronectina
durante o mecanismo de haptotaxia de mondcitos, uma vez que nessas condi¢des houve
diminuicdo da migracdo de mondcitos, se comparado a resposta proporcionada por hrGal-3
imobilizada (Figura 7).

O conjunto destes resultados sugere que glicoproteinas 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 mondcitos

humanos in vitro.
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Figura 7. Haptotaxia de mondcitos em resposta & hrGal-3 associada a glicoproteinas
da matriz extracelular. Filtros de policarbonato foram tratados com  laminina,
fibronectina, vitronectina ou BSA (20 pg/ml), ou com hrGal-3 (0,28 pg/ml) ou MCP-1
(100ng/ml). Os pogos foram preenchidos com meio ou hrGal-3 e no interior do insert
foram adicionadas 5x10" células. Os resultados, representativos de 3 experimentos
independentes, foram determinados através da contagem do ndmero de mondctos
migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e expressos como

média + SD. A * P< 0,0001 em relacdo ao meio. B * P< 0,05 em relacdo a Gal-3.
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6. O N- e o Cterminal de hrGal-3 estdo envolvidos na haptotaxia de mondcitos
humanos.

Visto que laminina e fibronectina participam da haptotaxia de monécitos humanos
passamos, entdo, a avaliar se a interacdo entre hrGal-3 e essas glicoproteinas depende do
dominio de reconhecimento de carboidratos da lectina. Para tanto, 0s ensaios de haptotaxia
foram repetidos utilizando-se amostras de hrGal-3 pré-incubadas com 10 mM do agUcar
especifico -lactose — ou com 10 mM de sacarose. Os resultados ilustrados pela figura 8A
demonstram que a incubacdo prévia da hrGal-3 com lactose reduziu em cerca de duas
vezes a haptotaxia de mondcitos induzida pela lectina, o que ndo foi observado quando
hrGal-3 foi incubada com sacarose

Ao analisarmos a participacdo de laminina e fibronectina na migracdo monocitica
induzida por hrGal-3, observamos que, na presenca de gadiente de laminina, a pré
incubacdo da lectina com lactse resultou em reducdo da migracdo celular de
aproximadamente 2 vezes, o que indica que a interacdo entre hrGal-3 e a glicoproteina
laminina ocorra tanto de maneira dependente, quanto independente de carboidratos (figura
8B). Na presenca de gradiente de fibronectina, por outro lado, a incubagdo prévia de hrGal-
3 com 0 mesmo acucar reduziu somente 1,2 vez a migragdo de mondcitos, indicando a
ocorréncia de uma interacdo entre essas moléculas majoritariamente independente do CRD

da lectina (figura 8C).
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Figura 8. Envolvimento do N- e do Cterminal de hrGal3 na haptotaxia de
monocitos humanos. Filtros de policarbonato foram tratados com laminina ou
fibronectina (20 pg/ml), ou com hrGal-3 (0,28 pg/ml) ou MCP-1 (100 ng/ml), pré-
incubados ou ndo com 10 mM de lactose ou sacarose. Os pogos foram preenchidos com
meio (A) ou hrGal-3 (B e C) pré-incubada ou ndo com 10 mM de lactose ou sacarose, € no
interior do insert foram adicionadas 5x10* células. Os resultados, representativos de 3
experimentos independentes, foram determinados através da contagem do nimero de
monGcitos migrantes, em 5 campos para cada amostra, ensaiada em duplicata, e estdo
expressos como média do nimero de mondcitos por campo + SD. A e C * P< 0,005 em

relacdo a Gal-3. B * P< 0,0001 em relacdo a Gal-3.
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No presente trabalho, estudamos a ligagdo de galectina3 a componentes
glicosilados da superficie de mondcitos humanos. Algumas proteinas, de membrana e
citoplasméticas, foram identificadas como provaveis ligantes da lectina nessas células.
Caracterizamos, em ensaios in vitro, 0 mecanismo de haptotaxia de mondcitos induzido
por galectina-3, o qual envolve a participacdo das glicoproteinas laminina e fibronectina.
Além disso, avaliamos a partidpacdo das regides N- e C-terminais da molécula de
galectina-3 na haptotaxia.

Galectina-3 é uma lectina ligante de bed-galactosideos que, em diversas
circunstancias, age como molécula pro-inflamatéria (Hsu et al., 2000). Devido a sua
propriedade indutora de migracdo de mondcitos/macrofagos e a sua atividade anti-
apoptotica, tem-se nessa lectina uma possivel molécula reguladora da resposta imune e/ou
da resposta inflamatéria (Rabinovich et al., 2004; Rubinstein et al., 2004). SANO et al.
(2000) demonstraram que galectina-3 induz migracdo de mondcitos in vitro de uma
maneira dose-dependente e que es® € quimiotdtica em altas concentracles e
quimiocinética em baixas concentracdes.

A descrigdo de moléculas atraentes para mondcitos e macr6fagos é muito relevante,
j& que existem poucos qumioatraentes 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 mondcitos e macrofagos possa contribuir para a atrac® de
diferentes tipos celulares durante o processo inflamatdrio. A acdo atraente de galectina-3
sobre monacitos tem se mostrado célula-especifica, j& que essa mesma lectina ndo induz
migracédo de outros tipos celulares como linfécitos e eosin6filos (Sano et al., 2000).

O conjunto dessas constatagdes nos levou a avaliar o mecanismo que estaria
envolvido na migracdo de mondcitos humanos induzida por galectina3, incluindo a

possivel participacdo de glicoproteinas da matriz extracelular neste processo.
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Quando ainda era denominada Mac-2, galectina-3 foi descrita como expressa na
superficie de macrofagos elicitados com tioglicolato, mas ndo em macr6fagos residentes
(Ho and Springer, 1982). Galectina-3 esta presente de forma abundante no citosol, sendo
encontrada também na superfice de células e/ou secretada no fluido extracelular
(Lindstedt et al., 1993; Liu et al., 1995; Sato et al., 1993).

Os resultados que obtivemos cam os ensaios de citometria de fluxo e de
microscopia confocal demonstraram que hrGal-3 biotinilada reconhece e se liga a
componente(s) da superficie de mondcitos humanos. Sugere-se que tais ligantes sejam
glicosilados, pois a interagdo foi parcialmente inibida na presenca do agucar lactose. Estes
dados refor¢cam a hipotese de que o dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) de
hrGal-3 esteja envolvido no reonhecimento e na interagdo desa lectina com
glicoconjugados da superficie de mondcitos humanos. A confirmacdo de que hrGak3
possui glicoligantes na superficie de mondcitos nos motivou a buscar a identidade de tais
receptores.

A leitura de trabalhos anteriormente publicados pode nos fornecer algumas pistas
quanto & identidade dos receptores de galectina-3 da superficie de mondcitos. Por exemplo,
a migracdo de mondcitos e macrofagos induzida por galectina-3 é sensivel ao tratamento
com toxina pertussis, fato que indica que galecina-3 ativa receptores acoplados a proteina-
G (GPCR), semelhantes aqueles reconhecidos por quimiocinas, fMLP, C5a e LTB4, dentre
outros (Baggiolini, 1998; Sallusto et al., 1998). Embora galectina-3 ndo tenha similaridade
estrutural com nenhum agonista que se liga a GPCR, é possivel que a lectina reconheca
porces glicosiladas desses receptores. No entnto, até o presente momento esas
alternativas ndo passam de especulaces, ja que, por exemplo, nenhum dos receptores de
quimiocinas presentes na superficie de madcitos (CCR1, CCR2, CCR5 e CXCR4)

(Baggiolini, 1998; Sallusto et al., 1998) foi identificado como receptor de galectina-3.
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Especulagbes outras se estendem a moléculas tais como CD11b, LAMP1, LAMP2, Mac-3
e CD98, porém todas sem confirmagdo até o presente momento (Sano et al., 2000). As
informagBes, por nés obtidas, das sequéncias peptidicas de ligantes de galectina-3 da
membrana e do citoplasma de mondcitos, levaram & identificacdo das integrinas allb e 3,
a-actinina-1 e vinculina como candidatos a receptores de galectina-3 nessas células.

As integrinas constituem a principal familia de receptores clulares para as
proteinas da matriz extracelular (ECM). A partir da combinacdo de 18 tipos de cadeias o
com 8 de cadeias 3 sdo geradas 24 heterodimeros distintos de integrinas (Erik Hj Danen,
2003; Hynes, 2002). Ao se ligar & ECM, as integrinas desempenham um papel direto na
adesdo celular e também medeian a migracdo celular promovend, por meio de
adaptadores, a ligacdo da ECM ao sistema de microfilamentos de actina. Cada integrina
tem um modelo de expressdo Unica, possuindo diferentes especificidades para a ligacéo
com componentes da ECM e distinta capacidade de transdug&o de sinal bi-direcional (Erik
Hj Danen, 2003; Haines et al., 1983). Importante funcdo 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 fungdes celulares como prolikracdo, diferenciacéo,
sobrevivéncia e migragao.

Dois membros da familia das integrinas B3, allbp3 e avp3, reconhecem um grande
nimero de proteinas da matriz extracelular como fibronectira, vitronectina e
trombospondina (Switala-Jelen et al., 2004). As integrinas B3 podem mediar a migragéo de
varias células em diferentes wbstratos como vitronectina, fibronectina, fibrinogénio,
laminina e colédgeno (Marshall and Hart, 1996). A integrina allbB3 é um receptor expresso
principalmente na superficie de plaquetas e de seus precursores (megacariocitos). No
entanto, também foi demonstrado que allbp3 € expressa na superficie de nondcitos

humanos, granuldcitos e linfcitos (Burns et al., 1986). Faull et al., (1996) ao estudar a
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expressdo de moléculas adesivas em mondcitos, observaram que a expressao da cadeia 33
ocorria especificamente associada a cadeia allb.

Durante as adesdes focais, as integrinas f1 e B3 estdo ligadas a moléculas de a-
actinina (Otey et al., 1990). As a-actininas compdem uma familia de proteinas ligantes de
actina que consiste de quatro membros, incluindo as a-actininas 2 e 3 musculo especificas
e as o-actininas 1 e 4 que sdo expressas de maneira ubigia (Carol A. Otey, 2004). A
molécula a-actinina-1 estd localizada na regido final das fibras de actina e nas jungdes
aderentes, onde desenvolve um importante papel na formagdo das fibras de stress, na
promocéo de adesdo e regulacdo do formato celular e na motilidade (Gluck and Ben-Ze'ev,
1994; Knudsen et al., 1995; Otey et al., 1990).

Vinculina é uma proteina que ® localiza nos contatos focais e nas jungdes
aderentes intercelulares (Burridge et al., 1988; Jockusch and Isenberg, 1981). Em ambos 0s
contatos, vinculina forma complexos com outros componentes, permitindo o ancoramento
dos filamentos de actina a membrana. Nas adesdes focais, a molécula vinculina liga-se a
talina (Burridge and Mangeat, 1984), a-actinina (Wachsstock et al., 1987), paxilina
(Turner et al., 1990), actina (Johnson and Craig, 1994), além de formar dimeros (Johnson
and Craig, 1995). Ezzell et al., (1997) demonstraram que vinculina controla a adeséo, o
remodelamento do citoesqueleto e o espalhamento celular pela estabilizagdo mecénica da
ligacdo molecular entre actina e integrinas, que forma o centro da adesdo focal e, dessa
forma, aumenta tanto a habilidade de transmissdo, quanto a resisténcia as tensdes do
citoesqueleto.

Baseado nas caracteristicas funcionais das integrinas que, juntamente com as
moléculas a-actinina e vinculina, participam e controlam a migragéo celular, é plausivel
que ocorra a ligacdo de galectina-3 a essas moléculas durante a inducéo de migracéo de

monGcitos humanos por essa lectina.
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Como mencionado anteriormente (item Introdugdo), tem-se na quimiotaxia
(gradiente sollvel) a primeira hipdtese para 0 mecanismo de migracdo leucocitaria em
direcdo ao sitio inflamatdrio. Entretanto, condi¢bes hidrodindmicas na regido da vénula
pbs-capilar ndo favorecem a manutencdo de um gradiente de substéncias sollveis, pois
esse gradiente seria “lavado”, difundir-se-ia e teria que ser reposto continuamente (Rot,
1992; Tanaka et al., 1993). Portanto, a hipétese de um gadiente formado a partir da
ligacdo de quimioatraentes ligados a substratos slidos (gradiente haptotético) parece ser

mais realistica. 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 mondcitos humanos, induz haptotaxia dessas mesmas células em
diferentes concentragdes (0,032 a 234 pg/ml). Essa haptotaxia mostrou ser dose
dependente. Obtivemos um resultado que refor¢a 0 mecanismo haptotético em detrimento
do quimotatico, a concentracdo de 0,28 pg/ml, fraca indutora de quimiotaxia, mostrou ser a

concentragdo Otima para 0 mecanismo haptotatico. Ganiko et al., (1998) e Santos-de-

Oliveira et al., (1994), demonstram que concentragdes de KM™ sollveis que ndo induziam
migracdo de neutrofilos, quando imobilizadas no filtro de policatbonato passavam a
apresentar essa atividade.

Recentemente, demonstrou-se que o gradiente haptotatico de KM para
recrutamento de neutréfilos é viabilizado pela ligacdo da lectina & laminina, cujas glicanas
sdo reconhecidas pela lectina na membrana basal do endotélio (Ganiko et al., 2005).

MNCF, uma lectina de mamifero ligante de D-galactose, interage com laminina de matriz

39



Discussdo

extracelular (de Toledo et al., 2007; Dias-Baruffi et al., 2003) e apresenta atividade
indutora de migragdo neutrofilica via mecanismo haptotético (Dias-Baruffi et al., 1993).

Neste trabalho testamos se as glicoproteinas laminina, fibronectina e vitronectina,
uma vez que interagem com galectina3, poderiam servir de substrab para que as
moléculas de galectina-3 pudessem formar um gradiente estavel para indugdo de migragao
de mondcitos humanos. As glicgroteinas aqui estudadas por 4 s6 ndo induzem
quimiotaxia/haptotaxia de monécitos humanos em sistema Transwvell. A adicdo de
galectina-3 soluvel ao substrato de matriz extracelular promove haptotaxia de mondcitos
humanos. Esse fendmeno biolégico é potencializado quando o gradiente formado por
laminina ou fibronectina é comparado ao gradiente estavel formado apenas por hrGal-3
imobilizada nos poros do filto de policarbonato. Parece ndo haver associagdo entre
vitronectina e hrGal-3 no processo de haptotaxia estudado. O conjunto destes resultados
indica que as glicoproteinas da matriz extracelular, laminina e fibronectina, atuam como
substratos para galectina-3 durante o processo de migragdo de mondcitos humanos.

Segundo Kuwabara e Liu, (1996), galectina-3 é adequada para a fungdo de adeséo
celular, tanto célula-célula quanto célula matriz extracelular, devido a sua capacidade de se
auto-associar, funcionando de manera multivalente, em certas cordi¢gdes. Uma das
funcbes da matriz extracelular é a migracdo celular (Har-el and Tanzer, 1993; Schuppan
and Rihl, 1994). Dentre os seus componentes a laminina € a glicoproteina predominante,
um conhecido ligante de galectina-3 (Kuwabara and Liu, 1996). Esses autores mostraram
que a galectina-3 medeia a ades&o de neutréfilos & laminina por um mecanismo dependente
de CRD e medeia a adesdo de nerofilos a fibronectina por mecanismo dependente da
expressao de integrinas 2.

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

monacitos, acredita-se que o dominio N-terminal também esteja envolvido. A agdo de
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ambos os dominios, amino e carboxi terminais, de galectina induz ainda a produgdo de
superdxido por monadcitos (Sano et al., 2000).

A (ltima etapa do trabalho foi avaliar, entdo, se a regido CRD de galectina-3 estava
envolvida no processo de haptotaxia de mondcitos humanos. Para tanto foram repetidos os
ensaios em sistema Transwell utilizando-se hrGal-3 pré-incubada com o agucar especifico
- lactose. A inibicdo da migracdo celular foi mais acentuada quando o substrato era
formado pela glicoproteina laminina, demonstrando que a interacdo de galectina-3 com
essa glicoproteina na haptotaxia de mondcitos ocorre tanto via CRD, quanto através de
interacdo proteina-proteina. Diferentemente, no caso da glicoproteina fibronectina, a pré-
incubacdo da lectina com lactose resultou em uma pequena inibi¢cdo, 0 que sugere que a
interacdo entre galectina3 e fibronectina, na haptotaxa de mondcitos, ocorra
majoritariamente via dominio N-terminal.

Huber et al., (1991) e Tanaka et al., (1993) sugerem que um bom indutor de
migracdo leucocitéria deva interagir com proteoglicanas do endotélio/matriz extracelular,
proporcionando a adesdo de leucdcitos e estimulando a migracéo leucocitaria.

Finalmente, elegemos galectina-3 uma lectina haptotatica para mondcitos humanos,
com a participacdo de glicoprdeinas da matriz extracelular. A transposicdo deste
conhecimento para modelos inflamatdrios in vivo sugere que a haptotaxia induzida por
galectina-3 seja viabilizada pela interacdo da lectina com as glicoproteinas laminina e
fibronectina. Tais interagdes promovem a formacdo de gradierte estavel da lectina
galectina-3, necessario para induzir haptotaxia de mondcitos humanos a partir do interior
do vaso sanguineo para o tecido inflamado.

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

é demonstrado resumidamente no esquema abaixo, onde:
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Patogeno

Galectina-3

Receptores de Gal-3
Macrdfagos secretando Gal-3

Mondcitos

Laminina

Fibronectina

Durante uma infecgdo macrofagos residentes sdo ativados e secretam diversos mediadores
inflamatérios, incluindo galectina-3 (®). A lectina (Gal-3) seria difundida pelo tecido
perivascular até atingir os vasos sanguineos, local onde iniciaria a sua participacdo no
recrutamento de leucdécitos. A ativagdo e adesdo de mondcitos ao endotélio, permitindo que

essas células atravessem a barreira endotelial, ¢ mediada pela interacéo de galectina-3 com

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

interacdo de galectina3 com laminina ( © ) e fibronectina ( ),
componentes da matriz extracelular, da origem ao gradiente haptotatico. A formacéao desse
gradiente haptotatico direciona os mondcitos até o sitio inflamatdrio para que entdo possam

exercem suas fungdes efetoras.
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Neste estudo foi avaliado o meanismo de migragdo de mondcibs induzido por
galectina-3 e a participacdo de glicoproeinas da matriz extracelular reste processo. Os

resultados obtidos demonstram que:

1) hrGal-3 se liga a componentes glicosilados da superficies de mondcitos humanos;

2) As proteinas integrinas allb e B3, aactinina-1 e vinculina sdo provaveis ligantes de hrGal-3

em mondcitos humanos;

3) hrGal-3 induz migracdo de mondcitos através de mecanismo haptotético e a associa¢do
entre a lectina e as glicoproeinas laminina e fibronectina, que resulta na formacdo de um

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

4) A associacdo entre hrGal3 e laminina, que ocorre durante o mecanisno haptotatico,

envolve ambas as regibes N e C-terminal da lectina. J4 a associacdo de hrGl-3 com

fibronectina ocorre principalmente via regido N- terminal da lectina.
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