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RESUMO 
 

 

Introdução: A inflamação é o principal fator contribuinte para inúmeras 

desordens oculares, podendo levar à cegueira e, em geral, são os 

glicocorticoides os medicamentos frequentemente administrados. No entanto, 

os efeitos adversos desses fármacos, limitam os seus usos. A proteína 

endógena galectina-1 (Gal-1) é capaz de controlar o processo de 

transmigração e apoptose dos leucócitos, contribuindo para a homeostase da 

reação inflamatória. No entanto, a expressão da Gal-1 em tecidos oculares 

normais e inflamados tem sido pouco estudada. Objetivos: Investigar a 

expressão e o mecanismo de ação da proteína endógena Gal-1 nos tecidos 

oculares de ratos na uveíte induzida por endotoxina (EIU) e o efeito anti-

inflamatório da administração da galectina-1 recombinante (rGal-1). Métodos: 
Ratos machos (Rattus norvegicus) foram anestesiados e inoculados na pata 

direita com lipopolissacarídeo (LPS) (1mg/Kg) para o desenvolvimento da 

uveíte e, após, divididos nos seguintes grupos experimentais (n=12/grupo): EIU 

24 e 48h; EIU 24h e tratamento intraperitoneal com rGal-1 (3μg/animal), 15 

minutos após o LPS. O sangue foi coletado para detecção da porcentagem de 

leucócitos polimorfonucleares positivos para as moléculas de adesão L-

selectina (CD62L) e β2-integrina (CD11b), por citometria de fluxo. No humor 

aquoso (HA) foram quantificadas as células inflamatórias pela câmara de 

Neubauer. Os olhos, após enucleação, foram processados para análises 

histopatológicas, dosagens dos níveis das citocinas MCP-1, IL-1β, TNF-α, IL-6 

e IL-10 por painéis Milliplex MAP e análises da expressão da Gal-1 endógena 

por imuno-histoquímica e Western blotting. Resultados: A EIU 24h provocou 

sinais esperados de inflamação, incluindo intenso recrutamento de neutrófilos 

(Nɸs) nos tecidos oculares, HA e sangue, e liberação de citocinas pró-

inflamatórias. O tratamento com rGal-1 atenuou os efeitos ocorridos na EIU por 

meio da inibição do infiltrado de Nɸs nos tecidos oculares e HA, diminuição da 

porcentagem de células CD62L+ e, ainda, supressão da produção de IL-1β e 

IL-6. As análises imuno-histoquímicas da proteína endógena Gal-1 nos tecidos 

oculares mostraram intensa expressão nas células epiteliais (córnea, íris, 

processos ciliares e epitélio pigmentado da retina) e nervosas, em condições 



normais ou inflamação. As análises densitométricas dos tecidos oculares 

demonstram regulação positiva significante da expressão da Gal-1 no 

segmento anterior dos olhos no grupo EIU 24h e diminuição após tratamento 

com rGal-1. Essa modulação da Gal-1, nos grupos EIU 24h, foi confirmada 

pelas análises de Western blotting. Conclusão: Em conjunto, nossos dados 

indicam que a Gal-1 está envolvida na fisiologia dos tecidos oculares nas 

condições normais e inflamatórias, sugerindo essa proteína como alvo 

potencial para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas nos 

processos de inflamação ocular. 

 
Palavras-chave: galectina-1, moléculas de adesão, leucócitos, uveíte induzida 

por endotoxina. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 

Introduction: Inflammation is the main contributing factor for many eye 

disorders, and may lead to blindness and, in general, glucocorticoids are the 

drugs frequently administered. However, the side effects of these drugs limit 

their use. Endogenous protein galectin-1 (Gal-1) is able to control the process 

of apoptosis and transmigration of leukocytes, contributing to the homeostasis 

of inflammation. However, the expression of Gal-1 in normal and inflamed 

ocular tissues has been little studied. Objectives: Investigate, in vivo, the 

expression and mechanism of action of endogenous protein Gal-1 in ocular 

tissues of rats in endotoxin-induced uveitis (EIU), and anti-inflammatory effect of 

administration of recombinant galectin-1 (rGal-1). Methods: Male rats (Rattus 

norvegicus) were anesthetized and inoculated in the right footpad with 

lipopolysaccharide (LPS) (1mg/kg) for developing uveitis, and after it divided 

into the following experimental groups (n=12/group): EIU 24 and 48h; EIU for 

24h and treated intraperitoneally with rGal-1 (3μg/animal), 15 minutes after 

LPS. Blood was collected for detecting the percentage of positive cells for the 

adhesion molecules L-selectin (CD62L) and β2-integrin (CD11b) in 

polymorphonuclear leukocytes (PMNs), by flow cytometry. Inflammatory cells 

was quantified in aqueous humor (AqH) in the Neubauer chamber. After 

enucleation, the eyes were processed for histopathological analysis, dosage 

levels of MCP-1, IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-10 cytokine by panels Milliplex MAP 

and analysis of the expression of endogenous Gal-1 by immunohistochemistry 

and Western blotting. Results: EIU 24h provoked expected signals of 

inflammation, including intense recruitment of neutrophils (Nɸs) in ocular 

tissues, AqH and blood, and release of proinflammatory cytokines. Treatment 

with rGal-1 attenuated the effects occurring in the EIU by inhibiting the 

infiltration of Nɸs in eye tissues and the AqH, percentage decreased of CD62L+ 

cells and, also, suppressing the production of IL-1β and IL-6. The 

immunohistochemical analysis of endogenous protein Gal-1 in eye tissues 

showed intense expression in epithelial (cornea, iris, ciliary processes and 

retinal pigment epithelium) and nerve cells, in normal or inflammation 



conditions. The densitometric analyzes of eye tissues showed significant 

upregulation of expression of Gal-1 in the anterior segment of the eye in EIU 

24h and decreased expression after treatment with rGal-1. This modulation of 

Gal-1 in EIU 24h groups was confirmed by Western blotting analysis. 

Conclusion: Gal-1 is involved in the physiology of eye tissues under normal 

and inflammatory conditions therefore our data indicate this protein as a 

potential target for the development of new therapeutic strategies in the process 

of ocular inflammation. 

Keywords: galectin-1, adhesion molecules, leukocytes, endotoxin-induced 

uveitis. 
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1.1. Olho 
 
 O olho é um órgão fotossensível complexo que atingiu alto grau de evolução. 

Esse órgão é constituído por três túnicas dispostas concentricamente: a camada 

externa, formada pela esclera e córnea; a camada média ou túnica vascular, 

constituída pela corióide, corpo ciliar e íris; e a camada interna ou retina, que se 

comunica com o cérebro pelo nervo óptico. Apresenta, ainda, o cristalino ou lente, 

uma estrutura biconvexa transparente que é mantida em posição graças a um 

ligamento circular, a zônula ciliar, que se insere sobre um espessamento da camada 

média, o corpo ciliar. Em frente ao cristalino existe uma expansão pigmentada e 

opaca da camada média, que o recobre em parte, a íris. O olho possui três 

compartimentos: a câmara anterior, situada entre a íris e córnea; a câmara posterior, 

entre a íris e o cristalino; e o espaço vítreo, situado atrás do cristalino e circundado 

pela retina, composto por uma substância viscosa e gelatinosa, o corpo vítreo. Na 

câmara anterior e posterior existe um líquido que contém proteínas, o humor aquoso 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011). Uma representação esquemática da estrutura do 

olho e, em detalhes da retina, é mostrada na Figura 1. 

 
Figura 1. Desenho esquemático ilustrando a estrutura do olho. Mostrando em detalhes 
a retina e o corpo ciliar. Na parte inferior observamos a fóvea em maior aumento: 1, axônios 
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de células ganglionares; 2, células bipolares; 3, bastonetes; 4, cones. (Modificado de 
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011). 

 
Este órgão é protegido por dois sistemas, uma barreira anatômica e outra 

imunológica, onde respostas inflamatórias são suprimidas (LAMBIASE et al., 2011; 

MOCHIZUKI; SUGITA; KAMOI, 2013). A presença da barreira hemato-ocular 

bloqueia anatomicamente a invasão de agentes patogênicos prejudiciais ao olho, a 

partir da circulação sanguínea periférica, protegendo as células e os tecidos 

relacionados à visão. Células epiteliais pigmentadas da íris e retina, células epiteliais 

não pigmentadas do corpo ciliar e células endoteliais vasculares da retina e córnea 

são componentes importantes dessa barreira hemato-ocular. Uma vez que a barreira 

é rompida, outro sistema de defesa, o sistema imune regional, suprime células T 

patogênicas e protege o olho. Por causa dessa característica única, o olho é 

considerado um órgão imunoprivilegiado, assim como o cérebro e os testículos 

(MOCHIZUKI; SUGITA; KAMOI, 2013). As células residentes na superfície interna 

da barreira hemato-ocular, podem suprimir a ativação de células T CD4+ 

(FUTAGAMI et al., 2007; HORIE et al., 2009). Assim, o balanço entre células T CD4+ 

ativadas no olho e células oculares residentes mantém a homeostase do olho. 

 

1.2. Uveíte 
 

A uveíte é um processo inflamatório caracterizado pelo acúmulo de leucócitos 

na região da úvea, camada média, vascular e pigmentada do olho, composta 

anteriormente pela íris, intermediariamente pelo corpo ciliar e, posteriormente, pela 

corióide (DURRANI; MEAD; MURRAY, 2004; READ, 2006). O processo é doloroso e 

associado à fotofobia (WAKEFIELD; CHANG, 2005), sendo uma das condições 

oculares mais prejudiciais em humanos e uma das principais causas de cegueira no 

mundo (NUSSENBLATT, 1990; READ, 2006; AGRAWAL et al., 2010). Pode ser 

classificada como uveíte anterior, intermediária, posterior e panuveíte, dependendo 

do envolvimento anatômico do olho que é atingido. A uveíte anterior é, contudo, a 

forma mais comum, com diferentes incidências reportadas na literatura. 

Anatomicamente, a uveíte anterior envolve a inflamação somente na íris, na parte 

anterior do corpo ciliar, ou em ambas as estruturas. Além disso, a uveíte pode ser 

classificada de acordo com o tempo de duração e, seu curso, baseado no critério de 

Padronização da Nomenclatura da Uveíte (Standardization of Uveitis Nomenclature- 

SUN), sendo limitada (duração menor ou igual a três meses); persistente (duração 

maior que três meses); aguda (começo súbito e duração limitada); recorrente 
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(episódios repetidos separados por períodos de inatividade), e crônica (AGRAWAL 

et al., 2010). 

A uveíte pode ser causada por processos infecciosos, autoimunes, tóxicos, 

malignos, ou traumáticos (READ, 2006; CHEN et al., 2009). Embora a inflamação 

desapareça em poucos dias, sua natureza recorrente pode resultar em outras 

complicações secundárias, como catarata, glaucoma, descolamento de retina e, por 

fim, destruição dos tecidos oculares e cegueira (POULAKI et al., 2007; YADAV, 

SUBRAMANYAM; RAMANA, 2009).  

A uveíte induzida por endotoxina (EIU) é um modelo animal amplamente 

aceito para o estudo da inflamação ocular aguda (ROSENBAUM et al., 1980; BAO et 

al., 2008; CHANG et al., 2008; GIROL et al., 2013). Esse modelo serve como 

paradigma para a uveíte anterior humana (MCMENAMIN; CREWE, 1995; GUPTA et 

al., 2008), mas com algumas alterações no segmento posterior (vítreo e retina) 

(RUIZ-MORENO; THILLAYE; DE KOZAK, 1992; ALTAN-YAYCIOGLU et al., 2006). 

O lipopolissacarídeo (LPS) representa uma toxina bacteriana exógena 

utilizada na indução da EIU, pois se liga a receptores toll-like 4 (TLR4) (CHANG; 

MCCLUSKEY; WAKEFIELD, 2006) e estimula a síntese e liberação de mediadores 

químicos pró-inflamatórios, como o óxido nítrico (NO) (GOUREAU et al., 1995; 

CHANG et al., 2008), fator ativador plaquetário (PAF), fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α), interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), proteína quimiotática de 

monócito 1 (MCP-1) (LENNIKOV et al., 2012) e outras citocinas (CURNOW; 

MURRAY, 2006; MEDEIROS et al., 2008; LI et al., 2010). A cascata de ativação 

mais frequentemente envolvida, nesse modelo experimental, é a translocação do 

fator de transcrição κB (NF-κB) do citoplasma para o núcleo (MEDEIROS et al., 

2008; KALARIYA et al., 2011). 

Bactérias gram-negativas na circulação sanguínea podem provocar sepse 

metastática no olho (CHIU et al., 2007), condição que acomete aproximadamente 

32-37% dos casos de endoftalmite endógena no ocidente e 70% nos países 

orientais (JACKSON et al., 2003). O LPS de bactérias gram-positivas e negativas, 

incluindo S. aureus e E. coli, pode induzir doenças na retina, como hemorragia 

retiniana (CELIK et al., 2006), enquanto a Chlamydia pneumoniae pode apresentar 

correlação com a progressão da degeneração macular relacionada com a idade 

(ROBMAN et al., 2005). 

Na EIU, como em outros modelos, o LPS pode causar alterações na 

expressão de moléculas de adesão, tais como as L-selectina e integrinas 
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CD11/CD18 (RODRIGUES et al., 2007). O aumento na expressão desses 

mediadores inflamatórios contribui para o desenvolvimento da uveíte por meio da 

quebra da barreira hemato-ocular, o que leva a infiltração de células inflamatórias no 

humor aquoso e no extravasamento de proteínas (BECKER et al., 2000; DE KOZAK 

et al., 2007). 

A uveíte experimental mimetiza muito dos eventos que ocorrem no início do 

processo inflamatório, como a transmigração dos neutrófilos na íris após duas e 

quatro horas da administração da endotoxina (BECKER et al., 2000). O processo 

inflamatório atinge o pico máximo em 24 horas após a injeção de LPS e, 

gradualmente, regride após 48 horas (YANG et al., 2003; HAFEZI-MOGHADAM et 

al., 2007). Além disso, YANG et al. (2003) visualizaram, in vivo, os processos de 

apoptose e necrose durante a EIU em camundongos, usando marcadores 

fluorescentes. Os autores observaram apoptose de algumas células infiltradas 

mesmo nos estágios iniciais do processo inflamatório, sugerindo que esse processo 

é um mecanismo importante na regressão da EIU. 

Nos últimos anos tem ocorrido um avanço no entendimento dos mecanismos 

anti-inflamatórios que operam no organismo para suprimir a reação inflamatória, 

(KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005; NORLING; PERRETTI, 2013). O organismo, 

seguido de um insulto inflamatório, constrói uma rápida e coordenada resposta: os 

leucócitos são ativados e transmigrados para o tecido circundante, em direção ao 

local da inflamação (BEUTLER, 2004; COOPER et al., 2012). As primeiras células 

que atravessam a barreira endotelial são os neutrófilos (COOPER et al., 2012). 

Nessa fase inicial da resposta inflamatória ocorre liberação de diversos mediadores 

pró-inflamatórios, tais como quimiocinas e moléculas de adesão (PANÉS; PERRY; 

GRANGER, 1999; GILROY et al., 2004). No entanto, devido à ação dos leucócitos 

extravasados ser altamente prejudicial ao organismo, é crucial que o processo 

inflamatório seja mantido sob controle e de maneira tempo-dependente (KAMAL; 

FLOWER; PERRETTI, 2005). 

O tratamento farmacológico atual para uveíte inclui corticosteroides, agentes 

quimioterápicos e inibidores do fator de necrose tumoral-α (TNF-α). No entanto, os 

efeitos adversos dessas drogas, como o aumento da pressão ocular ou citotoxidade, 

limitam os seus usos (DUNN, 2004). Desse modo, os recentes avanços nos 

mecanismos da inflamação e nas descobertas de vários mediadores endógenos 

anti-inflamatórios, têm levado a uma nova linha de investigações sobre 

possibilidades terapêuticas para o tratamento da uveíte, em substituição das atuais. 
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(RODRIGUES et al., 2007; GUPTA et al., 2008; MEDEIROS et al., 2008). Entre os 

mediadores anti-inflamatórios, a proteína galectina-1 (Gal-1) opera para regular o 

processo inflamatório (PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998; RABINOVICH et al., 1999; 

SANTUCCI et al., 2000; COOPER et al., 2010; COOPER et al., 2012). 

 

1.3. Galectina-1 
 

As galectinas pertencem a uma família de proteínas que foi preservada 

durante a evolução animal, observadas em mamíferos, aves, peixes, nematódeos e 

esponjas (LEFFLER et al., 2004). Essa família de proteínas é definida pela afinidade 

aos β-galactosídeos e apresentação de uma sequência conservada de 135 

aminoácidos no domínio reconhecedor de carboidrato – CRD (LEFFLER et al., 

2004). A maioria das galectinas são amplamente distribuídas, porém, as galectinas 

(Gal)-5, -10 e -12 têm uma distribuição tecido-específica (YANG; RABINOVICH; LIU, 

2008). 

Galectinas são expressas tanto intracelular (citosol, núcleo e membrana), 

quanto extracelularmente. No entanto, essas proteínas perderam a sequência de 

sinal requerida para a secreção convencional que poderia direcionar o transporte 

pelo caminho endoplasmático clássico entre retículo-Golgi (COOPER; BARONDES, 

1999). Ao invés disso, algumas galectinas são secretadas por via secretora não 

clássica, similar à interleucina-1β (IL-1β), anexina A1 (PERRETTI; D'ACQUISTO, 

2009) e o fator de crescimento do fibroblasto (BURGESS; MACIAG, 1989). Após 

secretada no ambiente extracelular, as galectinas podem se ligar a receptores na 

superfície celular, permitindo a ativação das vias de sinalização envolvidas na 

modulação de vários processos celulares, incluindo proliferação, diferenciação, 

apoptose, e secreção de citocinas (LIU; RABINOVICH, 2005). Além disso, outras 

funções têm sido atribuídas para as galectinas, que incluem: adesão celular, 

regulação do crescimento celular, embriogênese, metástase, splicing do pré-RNAm, 

imunomodulação e inflamação (RABINOVICH; RUBINSTEIN; FAINBOIM, 2002). 

Fortes evidências sugerem um papel mais específico das galectinas, como 

mediadores das fases de resolução da inflamação, em virtude da sua atividade pró-

apoptótica em leucócitos ativados (PERILLO et al., 1995; HADARI et al., 2000; 

TSUCHIYAMA et al., 2000; CEDENO-LAURENT; DIMITROFF, 2012). 

Em mamíferos, 15 membros dessa família foram descritos e clonados (LIU; 

RABINOVICH, 2010). Com base na organização estrutural, Hirabayashi; Kasai 
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(1993) classificaram as galectinas em três subfamílias: prototípicas, quiméricas e do 

tipo repetições em sequência (tandem-repeats). As prototípicas (Gal-

1,2,5,7,10,11,13,14, e 15) são compostas por um único tipo de CRD (~15 kDa) e, 

podem se dimerizar formando homodímeros com dois CRDs idênticos (~30 kDa). A 

subfamília quimérica tem como único representante a Gal-3 (~30 kDa), e possui um 

CRD e um domínio aminoterminal rico em resíduos de prolina, glicina e tirosina. A 

terceira subfamília, tandem-repeats (galectinas-4,6,8,9, e 12) apresentam dois CRDs 

distintos e homólogos (LIU; RABINOVICH, 2010). Uma apresentação esquemática 

da estrutura das subfamílias galectinas está reproduzida na Figura 2.  

 
Figura 2. Subfamílias da galectina baseadas em sua organização estrutural. (Figura 
modificada de RABINOVICH; CROCI, Immunity, 2012). 
 

A Gal-1, proteína com peso molecular de 14,5 kDa, é um dos membros 

melhor caracterizado dessa família, com um CRD idêntico que pode se agregar em 

homodímeros, modula a sinalização, proliferação, e sobrevivência celular, além de 

exercer um papel crucial no controle da inflamação aguda e crônica e na 

neovascularização. Suas funções são determinadas pela sua localização celular e 

concentração em diversos tecidos e tipos celulares, podendo controlar os processos 

celulares pela modulação de vias de sinalização intracelular ou extracelular, por 

meio de mecanismos que envolvem o reconhecimento e a ligação cruzada com N- e 

O-glicanos na superfície celular de proteínas glicoconjugadas (BARONDES et al., 

1994; PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998; LIU; RABINOVICH, 2010; CEDENO-

LAURENT; DIMITROFF, 2012; RABINOVICH; CROCI, 2012; SEROPIAN et al., 

2013). 

A Gal-1 intracelular é predominantemente monomérica e regula o crescimento 

celular via interação proteína-proteína com RAS citoplasmático (PAZ et al., 2001). A 

atividade de lectina da Gal-1, ao contrário, é baseada nas interações com β-

galactosídeos predominantemente encontrados no compartimento extracelular 

(EARL; BI; BAUM, 2011). Em geral, as atividades/efeitos mediados pela Gal-1 

podem ser divididos em dois contextos celulares: a) relacionado às células T: 
apoptoses e transporte de células (PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998; DIAS-
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BARUFFI et al., 2003), imunorregulação (GARÍN et al., 2007; ILARREGUI et al., 

2009) e evasão imune do câncer (RUBINSTEIN et al., 2004), e b) não relacionado 
às células T: adesão celular (WOYNAROWSKA et al., 1994), desenvolvimento das 

células B (GAUTHIER et al., 2002), splicing do mRNA (PATTERSON; WANG; 

WANG, 2004), angiogênese (THIJSSEN et al., 2006), e diferenciação/homeostase 

de nervo e músculo (GOLDRING et al., 2002; GAUDET et al., 2005), entre outras 

(CEDENO-LAURENT; DIMITROFF, 2012). 

A expressão da Gal-1 foi observada em várias células relacionadas com a 

resposta inflamatória, especialmente neutrófilos e mastócitos (GIL et al., 2006a; GIL 

et al., 2006b), macrófagos (RABINOVICH et al., 1998), linfócitos T e B (BLASER et 

al., 1998; ZUÑIGA et al., 2001) e células endoteliais (LA et al., 2003; GIL et al., 

2006a; GIL et al., 2006b), sugerindo um importante papel na geração e manutenção 

da homeostasia do sistema imune. A expressão, secreção e distribuição celular 

dessa proteína são altamente susceptíveis à modulação por diferentes estímulos 

inflamatórios, como por exemplo, peptídeos quimiotáticos, lipopolissacarídeos (LPS), 

fator-α de necrose tumoral (TNF-α) e carragenina (RABINOVICH et al., 2002; GIL et 

al., 2006a). 

As propriedades anti-inflamatórias da Gal-1 foram avaliadas em vários 

modelos de inflamação crônica e autoimune, incluindo encefalomielite autoimune 

(OFFNER et al., 1990), artrite (RABINOVICH et al., 1999), uveíte (TOSCANO et al., 

2006), hepatite (SANTUCCI et al., 2000) e diabetes (PERONE et al., 2006). Essa 

proteína participa da interação da superfície celular com a matriz-extracelular por 

meio de ligações a proteínas glicoconjugadas (BARONDES et al., 1994), inibe o 

rolamento das células polimorfonuleares (PMNs) e o extravasamento para o local 

inflamado (COOPER et al., 2012). A inibição de neutrófilos extravasados pela adição 

de Gal-1 exógena foi demonstrada em uma série de condições in vivo e in vitro, 

como em modelos de peritonites aguda induzidas por IL-1β e zymosan, em edema 

de pata induzida por fosfolipase A2 e carregenina (RABINOVICH et al., 2000; LA et 

al., 2003; GIL; GULLO; OLIANI, 2010; IQBAL et al., 2011) e, ainda, em modelo de 

infarto agudo do miocárdio (SEROPIAN et al., 2013). Esse efeito anti-migratório da 

Gal-1 parece estar associado com a modulação da expressão das moléculas de 

adesão L-selectina e �2-integrina na superfície dos leucócitos (COOPER; NORLING; 

PERRETTI, 2008; GIL; GULLO; OLIANI, 2010) e não às relacionadas ao endotélio 

como E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 (NORLING et al., 2008). A expressão dessa 

proteína também foi estudada no nosso laboratório, em células endoteliais e 
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neutrófilos humanos, durante o processo de transmigração induzido por IL-8 (GIL et 

al., 2006b). Os resultados obtidos sugeriram que as pequenas quantidades de Gal-1 

endógena, encontradas nos neutrófilos transmigrados, indicam um processo de 

secreção. Resultados semelhantes também foram observados na migração de 

neutrófilos in vivo, em modelo de peritonite em ratos (GIL et al., 2006a). 

A Gal-1 foi observada no epitélio pigmentado da retina, na membrana 

limitante externa e camada plexiforme externa em retinas bovinas e ratos (UEHARA; 

OHBA; OZAWA, 2001) e, pode estar envolvida na adesão das camadas externas de 

fotorreceptores e plexiforme por meio da interação com glicoconjugados com 

resíduos de β-galactosídeos na matriz entre os fotorreceptores. 

A presença da Gal-1 na matriz-extracelular de membranas epiretinais, na 

vitreoretinopatia proliferativa, foi demonstrada por Alge et al. (2006). Esses 

pesquisadores propuseram que a migração do epitélio pigmentado da retina, 

induzido pelo fator de crescimento do hepatócito (HGF), pode ser dependente, ao 

menos em parte, da Gal-1 e dos mecanismos galactosídeo-dependentes. 

A ocorrência de anticorpos circulantes anti-Gal-1 no soro de pacientes com 

uveíte autoimune e infecciosa foi investigada por Romero et al. (2006). Esses 

pesquisadores mostraram a associação dos anticorpos anti-Gal-1 com a progressão 

da doença ocular. A administração sistêmica de Gal-1 recombinante (rGal-1), na 

uveíte autoimune experimental, foi investigada por Toscano et al. (2006), os quais 

concluíram que o tratamento com a rGal-1 resultou na redução da infiltração 

leucocitária e inibição da imunidade mediada por células T.  O mecanismo direto 

para esses efeitos inibitórios da Gal-1, sobre o tráfico de neutrófilos, precisa ainda 

ser elucidado. 

Diante dessas considerações, e da necessidade de novas terapias para o 

tratamento das inflamações oculares em substituição às atuais, como por exemplo, 

os corticosteroides que apresentam efeitos adversos (DUNN, 2004), investigamos, in 

vivo, o efeito do tratamento farmacológico com a rGal-1, bem como a expressão e 

localização da proteína anti-inflamatória Gal-1 endógena nos tecidos oculares após 

a ativação pelo inflamógeno LPS, usando um modelo de uveíte induzida por 

endotoxina. 

 



 

 
 
 
 

2. OBJETIVOS  
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2.1. Objetivo Geral 
 

No presente estudo investigamos, in vivo, o efeito anti-inflamatório do 

tratamento com a Gal-1 recombinante humana (rGal-1) nos tecidos oculares após 

indução da EIU e a expressão e o mecanismo de ação da proteína endógena Gal-1 

em ratos.  

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

Nas condições controle e após indução da EIU, com e sem tratamento com rGal-

1, avaliamos o efeito anti-inflamatório e o mecanismo de ação da Gal-1 endógena, 

por meio de: 

- análises quantitativas dos leucócitos nos tecidos oculares; 

- análises quantitativas dos leucócitos e monócitos no sangue e humor aquoso; - 

- expressão das moléculas de adesão L-selectina e �2-integrina nos leucócitos do 

sangue por citometria de fluxo; 

- dosagens das citocinas MCP-1, IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10 nos tecidos oculares 

e no plasma por painéis Milliplex MAP; 

- expressão e localização da Gal-1 endógena nos tecidos oculares, por meio da 

reação de imuno-histoquímica e Western blotting. 
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3.1. Animais 
 

Ratos machos, da espécie Rattus norvegicus, foram obtidos no Biotério da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (FAMERP), com seis a oito 

semanas de vida e peso entre 150 a 200g. Os animais foram mantidos em gaiolas, 

em um ambiente com temperatura controlada (22 a 25ºC), recebendo água e ração 

ad libitum. Os experimentos foram conduzidos de acordo com os princípios éticos 

sobre a utilização de animais elaborados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) do IBILCE (Processo 015/09 CEEA) (Anexo). 

 
3.2. Modelo experimental de uveíte e protocolo de tratamento 
 

Os animais (n = 12/grupo) foram inoculados na pata direita com 1 mg/kg de 

lipopolissacarídeo (LPS, tipo Escherichia coli, sorotipo 0127: B8, Sigma Chemical 

Co. Poole, Dorset, UK) diluído em 0,1 ml de solução salina tamponada (PBS), de 

acordo com os estudos realizados no nosso laboratório (DA SILVA; GIROL; OLIANI, 

2011; GIROL et al., 2013). Os animais foram mantidos nessas condições por 24 e 48 

horas e, então, sacrificados por dose excessiva dos anestésicos ketamina (100 

mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Animais sem manipulação foram usados como grupo 

controle. Para determinar o papel anti-inflamatório da proteína Gal-1, os ratos foram 

inoculados com LPS como descrito acima e, após 15 minutos, tratados 

intraperitonealmente com Gal-1 recombinante (rGal-1; Peprotech, EC td, London, 

UK), na concentração de 3μg/100μL por animal (GIL et al., 2006a) e, sacrificados 

após 24 horas. 

O esquema a seguir mostra o protocolo experimental e o processamento das 

amostras. 
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3.3. Análises histopatológicas 
 

3.3.1 Fixação, processamento e inclusão para microscopia de luz 
 

Os olhos direitos dos ratos controles e experimentais foram fixados em 

paraformaldeído a 4% e glutaraldeído a 0,5% (solução 1:1), tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M, pH 7,4, por 24 horas, a 4oC e, então, seccionados ao meio. Uma parte 

dos fragmentos desses olhos (metades) foi desidratada em série crescente de 

etanol, diafanizada em xilol e incluída em resina LRGold (London Resin Co., 

Reading, Berkshire, UK) (OLIANI et al., 2001) para análises histopatológicas e, a 

outra parte incluída em parafina para as análises imuno-histoquímicas. 

Nas análises histopatológicas dos olhos e quantitativas dos neutrófilos 

transmigrados nos tecidos oculares (n = 5/grupo) foram usadas secções de 1 �m do 

material incluído em LR Gold e coradas com Azul de Toluidina a 1% em solução de 

bórax 1% (TAAB Laboratories, UK). Os neutrófilos foram quantificados em três 

cortes semi-seriados, com distância de 30 �m entre cada secção e os valores 

obtidos expressos como média � S.E.M. do número de neutrófilos por mm2. Essas 

análises foram realizadas no microscópio Axioskop2 Zeiss, do Laboratório de 

Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, São José do Rio Preto, SP. 
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3.4. Análises quantitativas dos leucócitos no humor aquoso e sangue 
 

O humor aquoso (HA) foi coletado por punção da câmara anterior dos olhos 

direitos dos ratos (n = 5/grupo), sendo 10μL utilizados e corados em solução de Turk 

(90 μL). Os neutrófilos e as células fagocitárias mononucleares foram quantificados 

na câmara de Neubauer. 

O sangue foi coletado por punção cardíaca e, amostras de 10 uL do sangue 

total (n = 7/grupo) foram diluídas na solução de Turk (190 uL), na proporção de 1:20, 

para quantificação dos neutrófilos e das células mononucleares em câmara de 

Neubauer. Os valores para quantificação dos leucócitos do HA e sangue foram 

demonstrados como média ± erro padrão (S.E.M.) do número de células x 105 por 

mL. 

 

3.5. Citometria de fluxo 
 

Para a quantificação da expressão das moléculas de adesão L-selectina 

(CD62L) e β2-integrina (CD11b), nas diferentes condições experimentais, os 

leucócitos foram isolados do sangue total coletado em EDTA (100mg/mL) por 

punção cardíaca (n = 7/grupo). Alíquotas de sangue dos animais (10 μL) foram 

incubadas em 1μL dos anticorpos monoclonais anti-rat CD62L conjugado à PE e 

anti-rat CD11b conjugado à FITC (BD Pharmigen, San Diego, USA), diluídas em 8 

uL de PBS (1:10), por 20 minutos, a 4oC no escuro. Imediatamente após a 

incubação, foram adicionados 180 μL da solução Guava Lyse/Fixative (Millipore), 

para lisar os eritrócitos e fixar as células por 20 minutos, a 37oC. Logo após, as 

células foram analisadas no citômetro de fluxo Guava easyCyte (Millipore). Os dados 

de 10.000 células foram obtidos e, somente leucócitos, morfologicamente viáveis, 

foram considerados para as análises. Os leucócitos foram separados baseando-se 

no tamanho e granulosidade. A porcentagem (%) de células foi determinada. 

 

3.6. Análises quantitativas dos níveis de citocinas 
 

As citocinas MCP-1, IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10 foram quantificadas no plasma 

e sobrenadante do macerado dos olhos inteiros dos ratos submetidos às diferentes 

condições experimentais descritas acima, utilizando o Kit MILLIPLEX MAP de 

citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e analisadas no 

equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA). 
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Para as análises, um segundo experimento foi realizado e, os olhos intactos 

(esquerdos) de todos os grupos (n = 7/grupo) foram coletados e mantidos a -80oC 

até o momento do uso. Após, foram macerados em nitrogênio líquido e colocados 

em eppendorfs, onde adicionamos 500 μL de uma solução de coquetel inibidor de 

proteases (cOmplete Mini EDTA-free, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

e fosfatases (PhosSTOP, Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Para o 

preparo dessa solução, uma pastilha do inibidor de proteases e outra do inibidor de 

fosfatases foram dissolvidas em 10 mL de tampão de lise. As beads magnéticas, 

soluções controles, tampão de lavagem, soro matriz e padrões foram preparados e 

homogeneizados conforme as instruções descritas no RECYTMAG-65K Milliplex 

MAP Kit (Millipore). Inicialmente, foram adicionados 25 μL dos padrões, soluções 

controles e amostras na placa magnética de 96 poços, lavada previamente com o 

tampão de lavagem. Em seguida, 25 μL de assay buffer foi adicionado às amostras, 

25 μL do meio apropriado aos padrões e, 25 μL de beads magnéticas revestidas 

com anticorpos específicos em todos os poços (controles, padrões e amostras). Em 

seguida, a placa foi selada com adesivo próprio, revestida com papel alumínio e 

incubada por duas horas à temperatura ambiente, sob agitação no shaker. Após, a 

placa foi lavada duas vezes com 200 μL de tampão de lavagem e incubada com 25 

μL de anticorpo de detecção à temperatura ambiente, por uma hora, no shaker. Para 

completar a reação, 25 μL de ficoeritrina conjugada à estreptavidina foi adicionada e 

incubada por 30 minutos, protegida da luz à temperatura ambiente, sob agitação. A 

placa foi então lavada duas vezes e incubada com 125 μL do fluido (Drive Fluid) por 

cinco minutos à temperatura ambiente, no shaker. Em seguida, a leitura da placa foi 

realizada no LUMINEX xMAP MAGPIX. 

 A concentração dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX 

xPONENT (Millipore Corporation, USA). Os resultados foram expressos como média 

± erro padrão da média (S.E.M.) das concentrações de citocinas (pg/mL). 

 
3.7. Análises imuno-histoquímicas 

 

A detecção da proteína Gal-1 nos tecidos oculares foi realizada em cortes de 

4 μm dos olhos incluídos em parafina (n = 5/grupo). Esses foram preparados em 

lâminas com adesivo biológico (BIOBOND) (British Biocell International, Cardiff, UK). 

Após o processo de desparafinização em xilol e re-hidratação dos cortes histológicos 

em álcoois graduados (etanol absoluto a 85% e 50%), foi efetuada a recuperação 

antigênica com tampão citrato pH 6,0, a 96oC, durante 20 minutos. As secções foram 
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lavadas com água destilada e, em seguida, realizada a inativação de peroxidases 

endógenas com metanol a 3% e peróxido de hidrogênio, durante 30 minutos. Após 

outra lavagem em tampão fosfato salina (PBS), por 15 minutos (três lavagens de 5 

minutos cada), foi realizada a incubação do material com o anticorpo policlonal rabbit 

anti-Gal-1 (Zymed Laboratories, Cambridge, UK), na diluição 1:200 em soroalbumina 

bovina a 1% (BSA), overnigth, a 4oC, em câmara úmida. Em seguida, os cortes 

foram lavados em PBS por 15 minutos e incubados com o anticorpo secundário 

biotinilado (KIT Histostain-SP – invitrogen), por 30 minutos. Após, foram lavados 

novamente em PBS e tratados com o complexo estreptoavidina peroxidase 

conjugada (invitrogen), por 30 minutos em câmara úmida, e revelados com o kit do 

substrato a base de 3,3’-diaminobenzidina (DAB - invitrogen), por 2 minutos, a 37oC, 

no escuro. Finalizada essa reação, as lâminas foram lavadas em água destilada, 

contracoradas com Hematoxilina de Harris e montadas com BIOMOUNT (British 

Biocell International, Cardiff, UK). O controle negativo da reação foi obtido omitindo-

se o anticorpo primário. 

As análises densitométricas da expressão da proteína Gal-1 foram realizadas 

nos tecidos oculares por meio de fotomicrografias (3/grupo experimental) obtidas no 

microscópio Axioskop2 Zeiss, com objetiva de 40X, e analisadas pelo software 

Axiovision. Para obtenção das médias relacionadas com a expressão da proteína, 

em cada fotomicrografia, 20 pontos imunorreativos para Gal-1 foram marcados na 

região do epitélio da córnea, dos processos ciliares, na camada plexiforme interna 

da retina. Ainda, 10 pontos foram marcados na íris e nas células ganglionares e 

plexiforme externa da retina. A quantificação da proteína foi realizada por 

densitometria (unidades arbitrárias de 0 a 255). 

 

3.8. Western blotting 
 
 A expressão da proteína Gal-1 foi analisada no sobrenadante obtido de todos 

os grupos estudados de rato (n = 5/grupo), por meio da maceração dos olhos 

intactos (esquerdos), de acordo com o protocolo utilizado para a análise das 

citocinas, descrito anteriormente. Os anticorpos utilizados foram o monoclonal 

mouse anti-β-actina (AC-15, A1978, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) diluído 1

5000 e o policlonal rabbit anti-Gal-1 (Invitrogen), na concentração de 0,0025μg/μL. A 

concentração de proteína presente no sobrenadante foi medida utilizando o kit de 

ensaio de proteínas detergente compatível BCA™ Protein Assay Kit (Pierce 
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Biotechnology, Rockford, IL, USA). Todas as amostras de proteínas foram estocadas 

em alíquotas à −80°C até o momento da análise. 

 Quantidades iguais das amostras de proteína (31,5 μg) e o marcador de peso 

molecular (SM0671, Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada) foram 

separados por eletroforese em SDS-PAGE (12% resolving gel com 5% de stacking 

gel) à 130V, por uma hora (Mini-Protean 3 Cell Electrophoresis System, BioRad, 

Hercules, CA, USA), em condições de desnaturação. 

 As proteínas foram transferidas (325 mA por 70 minutos) para membranas de 

difluoreto de polivinilideno/PVDF (Immobilon-P, Millipore Corp., Billerica, MA, USA) 

utilizando tampão de transferência (25 mM Tris, 0,2 M glicina, 20% v/v metanol) e o 

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). As membranas foram 

submetidas à coloração cromogênica utilizando o Kit Western Breeze 

Immunodetection (Ivitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. Os blots 

foram analisados com o software ImageJ versão 1.440 (NIH, Bethesda, MD). 

 

3.9. Análises estatísticas 
 
 Os resultados obtidos foram submetidos previamente à análise descritiva e 

determinação da normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para as amostras 

com distribuição normal, foi utilizada a Análise de Variância (ANOVA), seguida do 

teste de Bonferroni, ou análise t test para amostras não pareadas. O teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, foi utilizado para amostras com 

distribuição não normal. Os valores de p ˂ 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. 



 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1. Tratamento com a proteína anti-inflamatória Gal-1 inibe o influxo de 
neutrófilos nos tecidos oculares na EIU 
 

Histologicamente os olhos dos ratos apresentam no segmento anterior à 

córnea, a região de limbo, o corpo ciliar, a íris, estrutura rica em vasos sanguíneos e, 

após, a lente (Figura 3A). Ainda, entre a córnea e íris observamos a câmara anterior 

e, entre a íris e lente a câmara posterior, ambas preenchidas pelo humor aquoso. Na 

junção corneoescleral ou limbo, local rico em vasos sanguíneos, localizamos a rede 

trabecular e o seio venoso da esclera (canal de Schlemm). Na córnea, estrutura 

transparente e avascular, distinguimos as cinco regiões típicas: endotélio, membrana 

de Descemet, estroma, membrana de Bowman e epitélio anterior (Figura 3B). No 

segmento posterior do olho (Figura 3C), observamos as três túnicas dispostas 

concentricamente: a camada externa, a esclera, formada por tecido conjuntivo denso 

e delgado; a média, altamente vascularizada, constituída pela corióide e, a interna, a 

retina. Nessa, observamos as camadas que a constituem: epitélio pigmentado da 

retina, segmento externo dos fotorreceptores, lâmina limitante externa, camada 

nuclear externa, camada plexiforme externa, camada nuclear interna, camada 

plexiforme interna, camada de células ganglionares, camada de fibras no nervo 

óptico e lâmina limitante interna.  

 

Figura 3. Análises histológicas dos tecidos oculares. [A] Visão panorâmica do segmento

anterior do olho. Córnea (co), limbo (li), corpo ciliar (cc), retina (re) e lente (le). [B] Detalhe da

córnea: endotélio (en), membrana de Descemet (md), estroma (e), membrana de Bowman 

(mb) e epitélio (ep). [C] Segmento posterior do olho. Esclera (es), corioide (co) e retina 

constituída pelas seguintes camadas: epitélio pigmentar da retina (er), segmento externo dos 

fotorreceptores (ftr), camada nuclear externa (ne), camada plexiforme externa (pe), camada 

nuclear interna (ni), camada plexiforme interna (pi) e camada de células ganglionares (g). 

Cortes de 1 μm. Coloração: Azul de Toluidina. Barras: (A, C) 50μm; (B) 20 μm. 
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Nos olhos dos animais controles e induzidos ao processo inflamatório com 

LPS por 24 (EIU 24h) e 48 horas (EIU 48h) analisamos os leucócitos. Outros animais 

foram induzidos a uveíte e tratados intraperitonealmente com rGal-1, sendo 

sacrificados após 24 horas (EIU+rGal-1 24h). 

Nos olhos controles observamos ausência de leucócitos transmigrados nos 

segmentos anterior e posterior (Figuras 4A-C). Diferentemente, na EIU 24h ocorreu 

intenso influxo de leucócitos, principalmente neutrófilos, no segmento anterior do 

olho (Figuras 4D e E). Essas células foram observadas nas câmaras anterior e 

posterior e, também, no estroma da íris, corpo ciliar e processos ciliares. No tempo 

mais tardio da inflamação, EIU 48h, ocorreu diminuição do influxo dessas células 

nos tecidos oculares (Figuras 4G e H). O tratamento com a rGal-1 (EIU+rGal-1 24h) 

foi efetivo na diminuição dessas células inflamatórias (Figuras 4J e K). As análises 

quantitativas do segmento anterior dos olhos, do grupo EIU 24h, mostraram aumento 

significante dos neutrófilos no tecido ocular, sobretudo na região do limbo e 

processos ciliares, em relação aos controles (Figura 4M). A diminuição no número 

de células transmigradas após tratamento farmacológico com rGal-1 foi semelhante 

àquela observada na EIU 48h, considerada fase de remissão do processo 

inflamatório (Figura 4M). Esses resultados mostraram reduções significantes dos 

neutrófilos extravasados nos tecidos oculares comparadas à EIU 24h (Figura 4M). 

Embora o processo inflamatório induzido pelo LPS, após 24 horas, tenha sido 

mais evidente no segmento anterior do olho, foi possível observar alterações no 

segmento posterior. Os neutrófilos foram observados transmigrados no humor vítreo 

e na retina, principalmente na camada plexiforme interna (Figura 4F). O número de 

neutrófilos diminuiu nos grupos EIU 48h não tratado (Figura 4I) e EIU+rGal-1 24h 

(Figura 4L), em relação ao grupo EIU 24h. Nesse segmento observamos diferenças 

significantes no número de neutrófilos entre os quatro grupos experimentais, com 

aumento na EIU 24h em relação ao controle e diminuição na EIU 48h e EIU+rGal-1 

24h, em relação ao grupo EIU 24h (Figura 4N). 
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4.2. Administração da Gal-1 reduz o número de neutrófilos e aumenta o de 
células fagocitárias mononucleares no humor aquoso (HA) e sangue 

 

Na EIU 24h ocorreu intensa resposta inflamatória caracterizada pelo aumento 

significante no número de neutrófilos no HA (Figura 5A) e sangue (Figura 5C), em 

Figura 4. Análises histopatológicas do processo de uveíte (EIU). Grupos [A-C] Controle. 

Processos ciliares, limbo e retina. [D-F] EIU 24h. Influxo de neutrófilos extravasados (setas). 
[G-I] EIU 48h e [J-L] tratado com rGal-1 (EIU+rGal-1 24h). Redução do número de 

neutrófilos nos segmentos anterior e posterior. Vasos sanguíneos (V). Cortes de 1 μm. 

Coloração: Azul de Toluidina. Barras: 20 μm. Análise quantitativa dos neutrófilos nos 
segmentos [M] anterior e [N] posterior do olho. Os resultados representam a média ± 

S.E.M. do número de células por mm2 (n=5 animais por grupo). *** p<0,001 versus grupo 

controle; ## p<0,01 ### p<0,001; versus grupo EIU 24h. 
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relação ao grupo controle. No tempo mais tardio da inflamação (EIU 48h) diminuiu 

significantemente o número de neutrófilos no HA (Figura 5A) e sangue (Figura 5C), 

comparada ao grupo EIU 24h. 

O efeito do tratamento farmacológico com a rGal-1 sobre a migração das 

células inflamatórias também foi avaliado, mostrando que no grupo EIU+rGal-1 24h 

ocorreu significante diminuição no número de neutrófilos no HA (Figura 5A) e sangue 

(Figura 5C) em relação ao grupo EIU 24h sem tratamento. Enquanto, a quantificação 

das células fagocitárias mononucleares (Mono-Mɸs) mostrou aumento exacerbado 

após tratamento com rGal-1 no HA (Figura 5B) e sangue (Figura 5D) em relação aos 

grupos EIU 24h sem tratamento e controle, exacerbando o efeito anti-inflamatório da 

proteína nesse modelo experimental. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5. Análises quantitativas dos neutrófilos e das células fagocitárias 
mononucleares no humor aquoso (HA) e sangue. Os resultados foram expressos em 

número de células x105/mL (n=5) no HA [A e B] e, número de células x103/mL (n=7) no

sangue [C e D], dos animais controle, induzidos à uveite pelo LPS (EIU 24 e 48h) e 

EIU+rGal-1 24h. [A] e [C] Neutrófilos, **p<0,01; ***p<0,001 versus grupo controle; # p<

0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 versus grupo EIU 24h. [B] e [D] Células fagocitárias

mononucleares (Mono-Mϕs), **p<0,01; ***p<0,001 versus grupo controle; # p<0,05; ###

p<0,001 versus grupo EIU 24h. 
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4.3. Gal-1 modifica as subpopulações de células positivas para as moléculas 
de adesão L-selectina e β2-integrina 
 

A expressão das moléculas de adesão nos leucócitos do sangue periférico foi 

investigada nas diferentes condições experimentais, por meio da citometria de fluxo. 

Inicialmente, as análises dos gráficos dot plots demonstraram, na EIU 24h, alta 

incidência de leucócitos imunomarcados somente para CD62L+ (Figura 6B), quando 

comparamos com os grupos controle (Figura 6A), EIU 48h (Figura 6C) e EIU+rGal-1 

24h (Figura 6D). No entanto, nos grupos EIU 48h e tratado com rGal-1 observamos 

alta incidência de células CD11b+ e duplamente imunomarcadas CD62L+/CD11b+ 

(Figuras 6C e D). A análise das porcentagens de células CD62L+, CD11b+ e 

CD62L+/CD11b+ confirmaram essas observações (Figura 6F-H). EIU 24h foi 

associada ao aumento significante de leucócitos CD62L+ em relação ao grupo 

controle (Figura 6F), enquanto o tratamento farmacológico com rGal-1 reduziu a 

porcentagem das células CD62L+ e, aumentou significativamente os leucócitos 

CD11b+ (Figura 6G) e CD62L+/CD11b+ (Figura 6H). Dados semelhantes ao grupo 

EIU+rGal-1 24h foram observados para o grupo EIU 48h. Células sem marcação 

estão representadas na Figura 6E. 
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Figura 6. Porcentagem dos leucócitos do sangue imunomarcados para as moléculas de 
adesão L-selectina (CD62L) e β2-integrina (CD11b) por citometria de fluxo. [A-D] Dot 

plots representativos das células CD62L+, CD11b+ e CD62L+/CD11b+ nos grupos controle [A], 
induzidos à EIU 24h [B] e 48h [C], e tratados com rGal-1 após EIU 24h [D]. [E] Células sem 

marcação (controle negativo da reação). [F-H] Porcentagem de leucócitos CD62L+ [F], 
CD11b+ [G] e CD62L+/CD11b+ [H] nos diferentes grupos experimentais (n=5 animais por 

grupo). Os dados representam a média ± S.E.M. da porcentagem de células. *p < 0,05, ** p < 

0,01 versus controle; # p< 0,05, ## p < 0,01, ### p<0,001 versus EIU 24h. 
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4.4. Proteína anti-inflamatória Gal-1 reduz a liberação de mediadores 
inflamatórios no plasma e nos tecidos oculares de ratos submetidos à EIU 
 

No plasma dos animais na EIU 24h observamos aumento significante da 

quimiocina MCP-1 (Figura 7A) e das citocinas pró-inflamatória IL-6 e anti-inflamatória 

IL-10, em relação ao controle (Figuras 7C e E, respectivamente). Após, na EIU 48h, 

foram detectados diminuição significante dos níveis de MCP-1 e IL-10 (Figuras 7A e 

E) em relação ao grupo EIU 24h. Enquanto, o tratamento com rGal-1 foi eficiente na 

diminuição da IL-6 (Figura 7C). No entanto, ressaltamos que os animais tratados 

apresentaram aumento significante de MCP-1 em relação ao controle (Figura 7A), e 

não houve diferenças significantes entre os grupos para os níveis de IL-1� e TNF-α 

(Figuras 7B e D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efeitos do tratamento com a proteína Gal-1 na liberação de quimiocina e 
citocinas no plasma. MCP-1 [A], IL-1β [B], IL-6 [C], TNF-α [D] e IL-10 [E]. Os 

resultados são expressos como média ± SEM de pg de citocinas/mL no plasma de ratos 

controles, induzidos à uveíte (EIU 24h e EIU 48h) e tratados (EIU+rGal-1 24h) (n = 5 

animais/grupo). *p<0,05; **p<0,01 versus controle, #p<0,05 versus EIU 24h. 



RESULTADOS - 44 
 

 

Nos tecidos oculares, a EIU 24h provocou aumento significante da quimiocina 

MCP-1 (Figura 8A) e das citocinas pró-inflamatórias, IL-1β e IL-6 (Figuras 8B e C) 

em relação aos controles. Após 48h da EIU, os níveis de MCP-1 e IL-1� reduziram 

significantemente em relação ao grupo EIU 24h (Figuras 8A e B), e de IL-10 em 

relação ao controle (Figura 8E). O tratamento com rGal-1, após 24h, apresentou 

diminuição significante de IL-1β e IL-6, comparado ao grupo EIU 24h (Figuras 8B e 

C). Ainda, a administração da rGal-1 induziu aumento significante da quimiocina 

MCP-1 em relação ao controle (Figura 8A). Não houve diferenças significantes entre 

os grupos nos níveis da citocina TNF-α (Figura 8D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

Figura 8. Efeitos do tratamento com a proteína Gal-1 na liberação de quimiocina e 
citocinas nos tecidos oculares após EIU. MCP-1 [A], IL-1β [B], IL-6 [C], TNF-α [D] e
IL-10 [E]. Os resultados são expressos como média ± SEM de pg de citocinas/mL nos

tecidos oculares de ratos controles, induzidos à uveíte (EIU 24h e EIU 48h) e tratados 

(EIU+rGal-1 24h) (n = 5 animais/grupo).* p<0,o5;  ** p<0,01; p<0,001 versus controle, #

p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 versus EIU 24h. 
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4.5. Gal-1 endógena modula a inflamação nos tecidos oculares 
 

As reações de imuno-histoquímica foram realizadas para definir a localização 

da expressão da Gal-1 no tecido ocular, nos grupos controle, EIU 24h, EIU 48h e 

EIU 24h tratado com rGal-1. Para análise da imunolocalização dessa proteína 

utilizamos o anticorpo policlonal rabbit anti-Gal-1. 

No segmento anterior, as células epiteliais da córnea, conjuntiva, processos 

ciliares e íris apresentaram imunorreatividade para a proteína Gal-1 nos grupos 

controle (Figuras 9 A-C) e ativados pelo LPS, tratados ou não com rGal-1 (Figuras 9 

D-L). Os neutrófilos e as células endoteliais também foram imunorreativos. 

A análise densitométrica, na EIU 24h, mostrou aumento significante no 

segmento anterior, em relação ao controle (Figura 9N). Enquanto, no grupo 

EIU+rGal-1 24h ocorreu diminuição significante na expressão da Gal-1 na córnea e 

processos ciliares em relação ao grupo EIU 24h. No grupo EIU 48h observamos 

menor intensidade na expressão de Gal-1 nessas regiões, embora significante 

apenas nos processos ciliares em relação ao grupo EIU 24h (Figura 9N). 

No segmento posterior, as camadas da retina apresentaram imunomarcação 

para a Gal-1, principalmente no epitélio pigmentado da retina (EPR), plexiformes 

externa e interna e, células ganglionares em todos os grupos estudados (Figuras 

10A-D). Apenas o grupo EIU 48h apresentou menor imunorreatividade para Gal-1 

nessa região em relação aos demais grupos experimentais (Figura 10C). Nenhuma 

imunomarcação foi detectada nos tecidos oculares utilizados como controles das 

reações (Figura 10E). A densitometria mostrou, nessas camadas da retina, 

imunomarcação semelhante para Gal-1 entre os grupos controle, EIU 24h e 

EIU+rGal-1 24h, indicando essa proteína como constitutiva nessa região, e com 

diminuição significante no grupo EIU 48h (Figura 10F). 
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 Figura 9. Expressão da proteína Gal-1 nos tecidos oculares da região anterior do 
olho. Grupos [A-C] Controle. Baixa imunorreatividade comparada ao grupo EIU 24h [D-F].
[J e K] EIU+rGal-1 24h. Mostrando diminuição da expressão da Gal-1 endógena em

relação ao grupo EIU 24h. Controle da reação [M]. Cortes: 4μm. Contracoloração: 

Hematoxilina de Harris. Barras: 10μm. [N] Análise densitométrica da expressão de Gal-
1 nos tecidos oculares. Os resultados (unidades arbitrárias - u.a.) foram obtidos como

média ± S.E.M. das dez fotomicrografias analisadas por tecido/grupo experimental. ** p <

0,01, *** p < 0,001 versus grupo controle; ### p < 0,001 versus grupo EIU 24 horas; &&& p

< 0,001 versus EIU 48h. 
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Figura 10. Expressão da Gal-1 no segmento posterior do olho. Imunorreatividade da 

Gal-1 no epitélio pigmentado da retina (epr), plexiformes externa (pe), interna (pi), e células 

ganglionares (g). Níveis inferiores de imunomarcação para Gal-1 foram detectados na EIU 

48h [C]. [E] Nenhuma imunomarcação foi detectada no controle da reação. Cortes: 4 μm. 

Contracoloração: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 μm. [F] Análise densitométrica da 

expressão da Gal-1 tecidos oculares (retina e EPR - epitélio pigmentado da retina). Os 

resultados (unidades arbitrárias - u.a.) foram obtidos como média ± S.E.M. das nove 

fotomicrografias analisadas por tecido/ grupo experimental; # p<0,05, ### p<0,001 versus 

EIU 24h. 
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4.6. Quantificação da expressão endógena da proteína Gal-1 pela técnica de 
Western blotting 
 

 Para confirmar os dados obtidos nos estudos imuno-histoquímicos, 

realizamos a técnica de Western blotting para detectar a expressão da Gal-1 nos 

tecidos oculares dos animais (Figura 11A). A expressão aumentada da Gal-1 foi 

verificada no grupo EIU 24h em relação ao controle (p˂0,05) (Figura 11B). Não 

houve diferença significante da expressão da proteína entre os demais grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Figura 11. Expressão da Gal-1 no sobrenadante dos tecidos oculares. [A] Western 

blotting representativo ilustrando a expressão da Gal-1 no sobrenadante, obtidos da 

maceração dos olhos intactos. [B] Densitometria das bandas de proteínas imunorreativas 

para Gal-1. Valores expressos como média ± S.E.M. de unidades arbitrárias (u.a.) relativas 

para β-actina (n = 5/grupo). *p<0,05 versus controle. 
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Apesar dos avanços na elucidação do papel da Gal-1 nos modelos de doenças 

autoimunes, com foco nas células T e B (RABINOVICH et al., 1999; LIU; 

RABINOVICH, 2010; MOCHIZUKI; SUGITA; KAMOI, 2012), incluindo uveíte, 

encefalomielite autoimune, artrite, hepatite e diabetes (RABINOVICH et al., 1999; 

SANTUCCI et al., 2000; TOSCANO et al., 2006; ILARREGUI et al., 2009), a 

expressão da Gal-1 e os efeitos da administração exógena dessa proteína, para as 

células da imunidade inata em processos inflamatórios no olho, foram pouco 

estudados. Por essa razão, o presente estudo teve como objetivo definir o perfil da 

expressão dessa proteína nos tecidos oculares controles e induzidos à uveíte por 

meio da aplicação de uma única injeção de LPS na pata de ratos (ROSENBAUM et 

al., 1980). Ainda, diante do risco dos efeitos adversos oferecidos pelas terapias 

atuais utilizadas para o tratamento da uveíte e, sabendo do efeito anti-inflamatório 

da Gal-1, avaliamos o mecanismo de ação endógena e exógena da Gal-1 na EIU. 

Nossos resultados demonstraram que o estímulo inflamatório, induzido pelo 

LPS, ocasiona a liberação de mediadores inflamatórios MCP-1, IL-1β e IL-6 no olho 

e MCP-1, IL-6 e IL-10 no plasma. Alguns autores demonstraram que a fase aguda 

da inflamação ocorre após 24 horas da inoculação do LPS e a regressão do 

processo inflamatório, com diminuição do extravasamento leucocitário e dos 

mediadores químicos pró-inflamatórios, após 48 horas (BECKER et al., 2000; 

MEDEIROS et al., 2008; GIROL et al., 2013). Esses autores analisaram que os 

neutrófilos são as células inflamatórias predominantemente transmigradas, 

especialmente na região anterior do olho. Na EIU, a transmigração dos neutrófilos 

ocorre na base do corpo ciliar, enquanto o infiltrado de células fagocitárias 

mononucleares e linfócitos nos vasos da íris (MCMENAMIN; CREWE, 1995; GIROL 

et al., 2013). A expressão do receptor TRL4, por células presentes na região anterior 

do olho, pode explicar a aparente suscetibilidade da úvea anterior à quebra da 

barreira hemato-ocular e no desenvolvimento da uveíte anterior (BRITO et al., 2004; 

CHANG; MCCLUSKEY; WAKEFIELD, 2006; GIROL et al., 2013). 

Na região posterior, o processo inflamatório foi menos evidente, com algumas 

células inflamatórias presentes na retina e no vítreo. Esses dados coincidem com os 

resultados obtidos recentemente no nosso laboratório por Girol et al. (2013), que 

investigaram o efeito anti-inflamatório da proteína Anexina-1 e do seu peptídeo 

mimético Ac2-26 na EIU em roedores. Esses pesquisadores demonstraram que o 

estímulo inflamatório, induzido pelo LPS, ocasiona liberação dos mediadores 

químicos TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO, aumento na expressão da enzima pró-inflamatória 
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COX-2, e intenso influxo de leucócitos na EIU 24h em ratos. Os dados de Yang et al. 

(1996), utilizando o modelo de EIU, também demonstraram que a migração celular é 

mais intensa após 24 horas, atingindo uma fase de resolução do processo 

inflamatório intra-ocular após 96 horas da inoculação do LPS. 

O efeito da administração da rGal-1 nos animais inibe o recrutamento dos 

leucócitos para os tecidos oculares, humor aquoso e sangue, após 24 horas, 

indicando a ação anti-inflamatória dessa proteína. Esse efeito anti-infamatório reduz 

os níveis das citocinas IL-1β e IL-6 nos tecidos oculares na EIU e IL-6 no plasma. 

Resultados semelhantes foram descritos em ensaios in vivo, mostrando que a pré-

administração da Gal-1 inibe o extravasamento de células polimorfonucleares 

(PMNs) para a cavidade peritoneal após 4 horas da aplicação de carragenina em 

ratos (GIL et al., 2006a), IL-1β (LA et al., 2003) e zymosan em camundongos (GIL; 

GULLO; OLIANI, 2010). Ainda, outro estudo revelou que a Gal-1 exógena é capaz 

de interferir nas etapas específicas do rolamento e adesão firme dos neutrófilos no 

endotélio, diminuindo sua transmigração para o tecido (COOPER; NORLING, 

PERRETTI, 2008). Além disso, o efeito anti-migratório da proteína foi associado com 

a inibição da liberação de citocinas pró-inflamatórias TNFα e IL-1β, mas não IL-6 

(GIL; GULLO; OLIANI, 2010). Recentemente, Seropian et al. (2013) também 

demonstrou o efeito anti-inflamatório dessa proteína, indicando que uma única dose 

de rGal-1 (3 mg/Kg, i.p.) apresenta efeitos cardioprotetores em modelo de infarto 

agudo do miocárdio em camundongos.  

As células fagocitárias mononucleares analisadas apresentaram aumento 

significante no humor aquoso, na EIU 24h em relação ao grupo controle. Enquanto, 

o tratamento farmacológico com rGal-1 exacerbou o número dessas células em 

relação ao grupo EIU 24h, além de aumentar significantemente os níveis de MCP-1 

no plasma. Resultado semelhante, em modelo clássico de peritonite induzida por 

zymosan, também mostrou aumento significante no número de células fagocitárias 

mononucleares no lavado peritoneal de camundongos tratados com rGal-1 em 

relação aos não tratados após 24 horas (GIL; GULLO; OLIANI, 2010). Esse dado 

indica o papel da Gal-1 na quimiotaxia dos monócitos, processo associado com a 

função de ligação dessa proteína com seu CRD (redução de 65% na presença de 

lactose) e com as vias da quinase MAP, como demonstrados por testes in vitro 

(MALIK et al., 2009). Adicionalmente, a administração exógena de Gal-1 parece 

desempenhar um papel na ativação dessas células, em particular em células 
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dendríticas, onde ocorre aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias, como 

a quimiocina MCP-1 (FULCHER et al., 2006).  

O acúmulo e a subsequente ativação dos leucócitos são eventos centrais na 

patogênese de todas as formas da inflamação. Por essa razão, a aquisição de 

informações, com relação aos mecanismos moleculares que regulam o acúmulo de 

leucócitos nos tecidos inflamados pode fornecer um melhor conhecimento da 

etiologia de patologias inflamatórias, sendo esses alvos originais para a terapia anti-

inflamatória (PERRETTI, 1998). Nesse aspecto, muitos estudos demonstram a 

importância das moléculas de adesão L-selectina (CD62L) e �2-integrina (CD11b) 

na transmigração de leucócitos para os sítios de injúria, representando pontos 

críticos na resposta imune do hospedeiro (ZARBOCK et al., 2011). Assim, 

avaliamos a porcentagem de leucócitos positivos para essas moléculas de adesão 

no sangue periférico, com o objetivo de verificar o mecanismo de ação da Gal-1 

nesse modelo experimental. 

Os dados obtidos na citometria de fluxo corroboraram com a quantificação de 

células inflamatórias, demonstrando aumento significante na porcentagem de 

leucócitos CD62L+ na fase aguda da inflamação (EIU 24h) em relação ao grupo 

controle, confirmando a ocorrência de ativação celular causada pelo LPS. No 

entanto, nesse mesmo tempo experimental, o efeito observado no grupo tratado 

com rGal-1 mostra diminuição no percentual desses leucócitos CD62L+ e aumento 

de células CD11b+, confirmando o efeito da proteína na quimiotaxia de células 

fagocitárias mononucleares, atuando na resolução da resposta inflamatória. O 

mesmo efeito ocorre no grupo EIU 48h. O papel da Gal-1 na expressão dessas 

moléculas de adesão tem sido explorado na literatura, mostrando efeitos 

antagônicos que são dependentes da concentração e do modelo experimental. 

Estudos in vitro, usando neutrófilos humanos estimulados pelo fator ativador 

plaquetário (PAF), mostram que a Gal-1 não tem efeito na expressão de CD62L e 

CD11b em baixas concentrações (~2,75 a 27,5 nM), mas é capaz de inibir a captura 

e o rolamento dessas células sobre o endotélio (COOPER; NORLING; PERRETTI, 

2008). Ao contrário, em altas concentrações (~275 nM), a Gal-1 aumenta a adesão 

dos neutrófilos estimulados por PAF sobre o endotélio (COOPER; NORLING; 

PERRETTI, 2008) e estimula a quimiotaxia dessas células (AUVYNET et al., 2013). 

Investigações in vivo, realizadas no nosso laboratório, também associaram o papel 

inibitório da Gal-1 exógena na transmigração dos neutrófilos, com aumento 

significante na expressão de CD62L e CD11b nos tempos experimentais de 4h (fase 



DISCUSSÃO - 53 
 
aguda da inflamação) e 24h (fase tardia - resolução) após indução de peritonite por 

zymosan (GIL; GULLO; OLIANI, 2010). Por outro lado, esse papel anti-inflamatório 

da Gal-1 pode ser revertido para pró-inflamatório, se a administração intraperitoneal 

dessa lectina for realizada sem estímulo inflamatório em camundongos, levando ao 

aumento na migração de neutrófilos peritoneais e no percentual de células CD11b+ 

(AUVYNET et al., 2013). Dessa maneira, no modelo experimental de uveíte utilizado 

nesse estudo, o efeito inibitório da Gal-1 no recrutamento dos leucócitos ocorreu 

possivelmente pela baixa concentração utilizada dessa lectina no tratamento 

farmacológico (3μg/100μL), produzindo mudança nas subpopulações de células que 

expressam essas moléculas de adesão e, assim, regulando negativamente a 

transmigração celular no tempo de 24 horas. Esse dado corrobora com os obtidos 

por La et al. (2003), os quais reportaram que a Gal-1 inibe o recrutamento de 

leucócitos polimorfonucleares para a cavidade peritoneal após indução por IL-1β, a 

quimiotaxia e migração transendotelial. 

Nossas análises demonstraram que o tratamento com a Gal-1 diminui o 

número de neutrófilos no sangue e nos tecidos oculares, possivelmente bloqueando 

a migração de células progenitoras da medula óssea. Kiss et al. (2007) analisaram 

quantitativa e qualitativamente os leucócitos na medula óssea e no sangue 

derivados de camundongos submetidos ao regime de mobilização por 

ciclofosfamida (CY) e fator de estimulação de colônias de granulócitos (G-CSF), na 

presença ou ausência de rGal-1. O tratamento com Gal-1 bloqueou a migração de 

células progenitoras da medula óssea, assim como, a diminuição periférica da 

neutrofilia e monocitose de maneira dose e tempo-dependente. Esses 

pesquisadores concluiram que essa inibição da mobilização dessas células ocorre 

principalmente por via de obstrução da migração transendotelial de células 

derivadas da medula óssea, incluindo células hematopoiéticas, progenitoras 

mielóides comprometidas, granulócitos e monócitos maduros. 

Após avaliar a atividade anti-inflamatória da Gal-1 exógena, analisamos a 

expressão da proteína endógena e o mecanismo de ação dessa proteína nesse 

modelo de EIU. A imunomarcação para Gal-1 foi observada no segmento anterior do 

olho, especificamente nas células epiteliais da córnea, membrana conjuntiva, 

processos ciliares e íris, assim como nas células endoteliais. Esses resultados 

confirmam dados da literatura que mostram a expressão da Gal-1 no segmento 

anterior do olho humano (FAUTSCH; SILVA; JOHNSON, 2003), particularmente nos 

processos ciliares, seio venoso da esclera e células endoteliais (LA et al., 2003; GIL 
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et al., 2006a; GIL et al., 2006b), por meio das técnicas de RT-PCR, Western blotting 

e imunocitoquímica. 

Na resposta inflamatória intraocular, induzida pelo LPS após 24 horas, ocorreu 

aumento significante na expressão da Gal-1 endógena no segmento anterior do olho 

seguida de diminuição após tratamento farmacológico com essa proteína. A 

modulação da proteína Gal-1 também foi observada em modelo de peritonite 

induzida por carragenina em ratos, no qual os neutrófilos apresentaram baixos níveis 

de Gal-1 endógena na fase inicial da inflamação (4 horas), aumentando após 24 

horas (GIL et al., 2006b). Esse fato sugere um importante papel da proteína 

endógena na regulação da transmigração celular e resolução do processo. O 

tratamento farmacológico com a proteína Gal-1 inibe sua expressão endógena 

nessas células, provavelmente como um mecanismo de feedback negativo.  

De maneira interessante, a imunorreatividade para a Gal-1 nos tecidos 

oculares coincide com os locais de expressão do TLR4 e produção de mediadores 

inflamatórios (BRITO et al., 2004; CHANG; MCCLUSKEY; WAKEFIELD, 2006; OOI 

et al., 2006; VAN LAAR; VAN HAGEN, 2006; CHEN et al., 2009;CHEN et al., 2010; 

ZENKEL et al., 2010). No olho, o TLR4 é expresso, especialmente, por células 

epiteliais (córnea e epitélios pigmentado da retina e não pigmentado do corpo ciliar), 

células endoteliais da íris (BRITO et al., 2004; CHANG; MCCLUSKEY; 

WAKEFIELD, 2006) e células apresentadoras de antígenos residentes da úvea 

(BRITO et al., 2004; CHANG; MCCLUSKEY; WAKEFIELD, 2006; CHEN et al., 

2009; CHEN et al., 2010; LI et al., 2010). Na uveíte, as citocinas são produzidas 

principalmente pelas células inflamatórias e endoteliais, mas também, pelas células 

epiteliais da córnea e pigmentares da retina (OOI et al., 2006; VAN LAAR; VAN 

HAGEN, 2006; ZENKEL et al., 2010). 

No segmento posterior do olho também observamos expressão da Gal-1 na 

retina, especificamente nas células ganglionares, nas camadas plexiformes interna 

e externa e no epitélio pigmentado em todos os grupos experimentais, indicando 

uma função estrutural da proteína nesse tecido. O tratamento farmacológico com a 

rGal-1 não produziu mudança significante nos níveis dessa proteína em relação ao 

grupo EIU 24h. Alguns pesquisadores mostram a expressão da Gal-1 em retinas 

humanas, bovinas e de ratos, (UEHARA; OHBA; OZAWA, 2001; ROMERO et al., 

2006). A investigação de Uehara et al. (2001) reportou o deslocamento da retina e o 

processo de vacuolização da camada plexiforme externa após administração 

intravitreal do anticorpo anti-Gal-1 nos olhos de ratos. Esses pesquisadores 
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sugerem que a Gal-1 atua na adesão dos fotorreceptores e da camada plexiforme 

externa por meio da interação com glicoconjugados específicos. Além disso, um 

aumento nos níveis de anticorpos anti-Gal-1 foi associado com a progressão da 

uveíte autoimune e infecciosa em humanos, cujas retinas apresentaram intensa 

imunorreatividade para Gal-1, principalmente na camada dos fotorreceptores 

(ROMERO et al., 2006). 

Para validar nossos dados obtidos da análise imuno-histoquímica, os níveis de 

Gal-1 foram analisados no sobrenadante dos tecidos oculares de ratos após 

maceração, pela técnica de Western blotting. Como esperado, o nível de Gal-1 

aumentou no grupo EIU 24 horas em relação ao controle. Porém não houve 

diferença de expressão entre os outros grupos estudados. Esse efeito pode ser 

explicado pelos métodos utilizados, pois os estudos imuno-histoquímicos localizaram 

a expressão diferencial da Gal-1 nos tecidos do segmento anterior e posterior do 

olho, pela quantificação por densitometria. Em contraste, o olho total foi utilizado 

para a obtenção do estudo do sobrenadante, o que permitiu a quantificação da Gal-1 

em todos os tecidos e em combinação com células inflamatórias, humor aquoso e 

vítreo. 

Concluindo, os nossos resultados mostram regulação das células inflamatórias 

e modulação da expressão da Gal-1 endógena nos tecidos oculares após 24 horas 

da inoculação do LPS, associada a uma reação inflamatória aguda, principalmente 

no segmento anterior do olho. O tratamento farmacológico com a rGal-1 revelou um 

papel exógeno anti-inflamatório relacionado com a modulação das células imunes 

inatas envolvidas na resposta inflamatória do olho, com diminuição da transmigração 

de neutrófilos para o tecido ocular e da expressão da molécula de adesão L-

selectina, indicando essa proteína como um alvo potencial para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas nos processos de inflamação ocular.  

 



 

 
 
 
 
 

6. CONCLUSÕES 
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 Os resultados obtidos, nas condições experimentais propostas, incluindo 

tratamento farmacológico com a proteína recombinante Galectina-1 (rGal-1), 

permitem concluir: 
 

1. na EIU 24h ocorre aumento de leucócitos circulantes e influxo no humor 

aquoso e tecidos oculares causados pela liberação dos mediadores 

inflamatórios MCP-1, IL-1β e IL-6, com diminuição desse processo na EIU 

48h; 

 
2. o tratamento com rGal-1, após EIU 24h, diminui o número dos neutrófilos e 

aumenta a quimiotaxia das células fagocitárias mononucleares no humor 

aquoso e tecidos oculares, reduzindo os níveis de IL-1β e IL-6; 
 

3. na EIU 24h ocorre aumento na porcentagem de leucócitos CD62L+ e 

diminuição de CD11b+, enquanto na EIU 48h e pós tratamento com rGal-1 

ocorre efeito inverso, aumento de CD11b+ e CD62L/CD11b+ e diminuição de 

CD62L+; 
 

4. a expressão da Gal-1 endógena, em todos os grupos experimentais, ocorre 

no segmento anterior do olho, especialmente nos epitélios da córnea, 

membrana conjuntiva, processos ciliares, íris e células endoteliais e, na retina, 

no epitélio pigmentado, plexiformes externa e interna e células ganglionares; 
 

5.  a expressão da Gal-1, na EIU 24h, aumenta nos tecidos oculares da região 

anterior do olho, e não altera na retina; 

 

6.      os níveis totais da Gal-1 endógena no olho aumentam na EIU 24h. 
 

Associadas, essas conclusões mostram que a Gal-1 está envolvida na 

fisiologia dos tecidos oculares nas condições normais e durante o estímulo 

inflamatório, apontando essa proteína como um alvo potencial para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas nos processos de inflamação 

ocular. 
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Abstract 

Galectin-1 (Gal-1) is a β-galactoside-binding protein with diverse biologically activities 

in the pathogenesis of inflammation, but poorly investigated in ocular inflammation. In 

this study, the mechanism of Gal-1 action was monitored using in vivo and in vitro 

models of ocular inflammation. Treatment with recombinant Gal-1 (rGal-1; 3 

μg/animal) attenuated the histopathological manifestation of endotoxin-induced 

uveitis (EIU) by inhibiting the PMN infiltration in the eye, causing an imbalance in 

adhesion molecule expression and suppressing IL-1β, IL-6 and MCP-1 production. 

Furthermore, immunohistochemical and Western blotting analyses revealed 

significant upregulation of Gal-1 in the eyes in EIU 24 hours. Additionally in vitro 

studies were performed using human retinal pigment epithelium (ARPE-19) cells, 

which are a major source of cytokines that regulate the inflammatory response in the 

retina. Ultrastructural immunocytochemical analyses showed decreased levels of 

endogenous Gal-1 in LPS-stimulated cells (10 μg/mL) after 24 hours, while 

dexamethasone (Dex) treatment upregulated this protein. The protective effects of 

rGal-1 (4 μg/mL) on LPS-stimulated cells were associated with a significant reduction 

of IL-6 and IL-8 release after 24 hours, similar to Dex treatment. Furthermore, rGal-1 

and Dex inhibited cyclooxygenase-2 expression on LPS-stimulated cells after 24 

hours, as shown by immunofluorescence. Taken together, our data highlight the role 

of Gal-1 in ocular inflammation, especially in uveitis, and indicate its potential use as 

a therapeutic approach. 

 

Keywords: Galectin-1, endotoxin-induced uveitis, retinal pigment epithelium, 

inflammation. 
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Introduction 

The eye is protected from invasive pathogens by the presence of many factors, 

including the retinal pigmented epithelium (RPE), the main component of the blood-

retinal barrier.1-3 When this barrier is disrupted, the regional immune system of the 

eye suppresses pathogenic T cells and protects the eye. Because of this unique 

feature, this organ is considered to be an immune-privileged site, similar to the brain 

and testes.3 However, some inflammatory processes can cause damage to ocular 

tissues such as uveitis, an intraocular disorder induced via autoimmune mechanisms 

or infectious agents3, 4 that constitutes an important cause of blindness worldwide.5 

Endotoxin-induced uveitis (EIU) is a widely accepted animal model for improving our 

understanding of ocular inflammation.6-8 Lipopolysaccharide (LPS) is an exogenous 

bacterial toxin used in the induction of EIU because it binds to toll-like receptor 4 

(TLR4)9 and stimulates the synthesis and the release of proinflammatory chemical 

mediators, such as nitric oxide (NO),7, 10 platelet-activating factor (PAF), tumor 

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β, IL-6, monocyte chemotactic protein-1 

(MCP-1)11 and other cytokines..12, 13 This increased expression of inflammatory 

mediators exacerbates the development of uveitis by breaking down the blood–ocular 

barrier, which leads to edema formation and contributes to leukocyte influx.12, 14, 15 

The pharmacological treatments for uveitis include corticosteroids and 

chemotherapeutic agents, but the side effects of these drugs, such as increased 

ocular pressure and cytotoxicity, limit their use and highlight the need for new 

therapeutic approaches.8, 16-18 Among the available anti-inflammatory mediators, the 

Galectin-1 protein (Gal-1) in particular acts to limit the development of an acute 

inflammatory process.19-23 

Galectins are lectin family members defined by their affinity for β-galactoside 

carbohydrates and their shared consensus amino acid sequences in the 



APÊNDICE - 70 
 
carbohydrate recognition domain (CRD). They are widely expressed in various 

tissues and organs, showing highest expression in the immune system.24, 25Galectin-

1 (Gal-1) is a prototypic member of this family that modulates cellular signaling, 

proliferation and survival and plays critical roles in the control of acute and chronic 

inflammation and neovascularization.20, 25-30 

Gal-1 expression has been observed in several cell types related to inflammatory 

processes, including neutrophils and mast cells,31, 32 macrophages,33 T and B 

lymphocytes 34, 35 and endothelial cells, 31, 32, 36 suggesting an important role in the 

generation and the maintenance of immunological tolerance. 

The anti-inflammatory properties of Gal-1 have been described in several models of 

chronic and autoimmune inflammation, including autoimmune encephalomyelitis,37 

arthritis,38 uveitis,39 hepatitis21 and diabetes.40 This protein participates in the 

interaction between the cell surface and extracellular matrix through binding to 

glycoconjugated proteins41 and inhibits the rolling and extravasation of 

polymorphonuclear cells (PMN) into sites of inflammation.23 

Although the anti-inflammatory activities of Gal-1 have been explored in several in 

vivo and in vitro investigations,29, 36, 42-44 the exogenous role of this protein in ocular 

inflammatory processes has been poorly elucidated. Given the common side effects 

of the current therapies used to treat uveitis, 16-18 we evaluated the effects of 

endogenous and exogenous Gal-1 protein in rodent ocular tissues with EIU and in an 

in vitro LPS-inflamed RPE human cell system and further examined the Gal-1 

mechanism of action. These analyses shed light on the genesis of the role of Gal-1 in 

ocular inflammation, especially uveitis, and indicate its potential for use as a 

therapeutic approach. 

 

Materials and Methods 
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In vivo studies 

Animals 

Male rats of the species Rattus norvegicus weighing 150–200 g were randomly 

distributed into four groups (n = 12/group). The animals were housed under a 12-h 

light-dark cycle and were allowed access to food and water ad libitum. All of the 

experiments were conducted in compliance with the Association for Research in 

Vision and Ophthalmology Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and 

Vision Research. The study was approved by the Ethics Committee on Animal 

Experimentation of São José do Rio Preto Medical School (No. 0467/2009). 

 

Experimental model of uveitis and treatment protocols 

To induce EIU development, the rats were inoculated in the right paw with 1 mg/kg 

Escherichia coli LPS (serotype 0127: B8; Sigma Chemical, Poole, Dorset, UK) diluted 

in 0.1 mL of PBS.45 The animals were then maintained under these conditions for 24 

hours (n = 12) or 48 hours (n = 12). 

The therapeutic efficacy of a recombinant Gal-1 (rGal-1) protein was tested in the 

EIU animals for 24 hours (n = 12/group). The rats were inoculated with LPS as 

described above, and after 15 minutes, they were treated intraperitoneally (i.p.) with 

rGal-1 (Peprotech, EC td, London, UK) at a concentration of 3 μg per animal,31 then 

sacrificed after 24 hours. Untreated animals (n = 10) were used as controls. 

The animals were anesthetized with isoflurane (1%) before all experimental 

treatments and were sacrificed through an overdose of the anesthetic. 

 

Quantitative analysis of leukocytes in AqH and blood 

AqH was collected from the right eyes of the rats (n = 5) by puncturing the anterior 

chamber with a 28-gauge needle, and a 10 μL aliquot of AqH was stained with Turk 
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solution (90 μL). Blood was collected through cardiac puncture (n = 7), and a 10 μL 

sample of whole blood was diluted in 190 μL of Turk solution. Neutrophils (Nøs) and 

monocytes/macrophages (mono-Mø) were quantified in a Neubauer chamber 

(Laboroptik; Friedrichsdorf, Hessen, Germany). Data are reported as the mean ± 

SEM of the average number of cells x 105/mL in the AqH samples and the number of 

cells x 103/mL in the blood samples. 

 

Histopathological analysis 

After collecting AqH, the right eyes of the control and experimental rats (n = 5/group) 

were fixed in a 4% paraformaldehyde, 0.5% glutaraldehyde solution (1:1) in sodium 

cacodylate buffer 0.1 M (pH 7.4) for 24 hours at 4 ° C, then bisected. A portion of 

these eye fragments were dehydrated using graded methanol solutions and 

embedded in LR Gold resin (London Resin; Reading, Berkshire, UK)46 for 

histopathology, while the other portion was embedded in paraffin for 

immunohistochemistry. 

Quantitative analysis of neutrophils was performed in 1 μm tissue sections from the 

anterior and posterior eye segments in a blind fashion, with counting being performed 

using a high-power objective (40X) on an Axioskop 2-Mot Plus Zeiss microscope 

(Carl Zeiss, Jena, Germany). The number of neutrophils was quantified in three semi-

serial sections per animal with a 30 μm distance between each section, and the 

values are reported as the mean (± SEM) number of cells/mm2. 

 

Blood Flow Cytometry 

To quantify L-selectin (CD62L) and β2-integrin (CD11b) expression under different 

experimental conditions, leukocytes were isolated from whole blood collected in 

EDTA (100 mg/mL) via cardiac puncture (n = 7/group). Aliquots (10 μL) of animal 
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blood were incubated with 1 μL of a monoclonal antibody against L-selectin 

conjugated with PE (anti-rat CD62L) and β2-integrin conjugated with FITC (anti-rat 

CD11b) (BD Pharmingen, San Diego, USA) diluted in 8 μL of PBS (1: 10) for 20 

minutes at 4 ° C in the dark. 

Immediately after incubation, 180 μL of Guava Lysing Solution / Fixative (Millipore 

Corporation, USA) was added to lyse and fix the cells for 20 minutes at 37°C. The 

cells were analyzed using a Guava easyCyte flow cytometer (Millipore Corporation, 

USA), and leukocytes were separated according to their size and granularity. Data 

were obtained from 10,000 cells (only morphologically viable neutrophils were 

considered in the analysis) to determine the percentages (%) of CD62L+ and CD11b+ 

cells. 

  

Western blotting  

To detect total amounts of Gal-1 the left eyes of rats subjected to different 

experimental conditions were macerated in liquid nitrogen, lysed on ice for 15 min 

with 1 mL of a solution containing one complete mini EDTA-free protease inhibitor 

mixture tablet (Roche Applied Science, Mannheim, Germany), 50 mM Tris-HCl, 150 

mM NaCl, and 1% Triton-X, pH 7.4. The samples were then transferred to microtubes 

and centrifuged at 12,000 rpm for 20 min at 4°C. The protein concentration in the eye 

supernatants was measured using the BCA ™ Protein Assay Kit (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, USA). All protein samples were stored in aliquots at -80° 

C until analysis. 

Equal amounts of rat samples (31,5 μg) and molecular weight markers were 

separated by electrophoresis in 12% polyacrylamide gel according to the Mini-

PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, USA) protocol and transferred to 

nitrocellulose membranes (Hi-Bond C, Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). 
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Gal-1 was detected in rat samples using the rabbit polyclonal antibody anti-Gal-1 (3 

�g/mL) (Zymed Laboratories, Cambridge, UK) and �-actin with the rabbit antibody 

IgG, 1:500 (BioLegend, San Diego, CA, USA). Western Breeze Immunodetection kit 

(Invitrogen, Frederick, MD, USA) was used to chromogenic detection of bands. 

Protein densitometry was performed using the software ImageJ 1.440 (HIH, 

Bethesda, MD) to determine relative expression (arbitrary units, a.u.) of Gal-1/�-actin.  

 

Immunohistochemistry  

To study specific localization of Gal-1, 5-μm sections of paraffin-embedded eyes 

were employed. Following an Ag retrieval step using citrate buffer (pH 6), 

endogenous peroxide activity was blocked, and the sections were incubated 

overnight at 4°C with a primary rabbit polyclonal anti-Gal-1 Ab (1:200) (Zymed 

Laboratories, Cambridge, UK) diluted in 1% BSA. After washing, the sections were 

incubated with a biotinylated secondary Ab (KIT Histostain-SP – Invitrogen, 

Frederick, MD, USA). Positive staining was detected using a peroxidase-conjugated 

Strepavidin complex, and the color was developed using 3,3’-diaminobenzidine 

(DAB) as a substrate (Invitrogen, Frederick, MD, USA). The sections were 

counterstained with hematoxylin. 

For densitometric analyses, three slides from each animal were used, and 20 points 

were analyzed in three fields in the cornea, ciliary processes, and inner plexiform 

layer of the retina. In addition, 10 points were marked on the iris, the outer plexiform 

and ganglion cells of the retina to obtain an average related to the intensity of 

immunoreactivity. The values were obtained as arbitrary units (a.u.). 

 

In vitro studies 

Cell culture and treatment protocols 
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ARPE-19 cells (derived from human RPE; American Type Culture Collection) were 

grown in a mixture (1:1) of DMEM and Ham F-12 (Cultilab, Campinas, Brazil)47 

supplemented with 10% FBS, 200 mM L-glutamine, 0.1 mg/mL streptomycin, and 

100 U/mL penicillin (Invitrogen, Frederick, MD, USA). 

To determine the optimal length of treatment with rGal-1 (Peprotech, EC td, London, 

UK), ARPE-19 cells were initially cultivated in complete medium, as described 

previously, and incubated with 10 μg/mL LPS (type Escherichia coli, serotype 

0127:B8; Sigma Chemical) for 2, 8, 24, or 48 hours. The tested LPS concentration 

was chosen based on a study that used the same cell line.8 To evaluate the anti-

inflammatory effect of Gal-1, 0.04, 0.4 and 4.0 μg/mL of rGal-1 were tested in the 

LPS-activated cells.20, 36As positive control for anti-inflammatory effects on LPS-

activated cells, we used the glucocorticoid dexamethasone (Dex) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) at a concentration of 1.0 μM48 (five independent 

experiments/group). Subsequently, the supernatants were collected to measure the 

levels of the proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8. The results revealed that the 

4.0 μg/mL concentration of rGal-1 was the best effective in significantly reducing the 

levels of both cytokine compared with LPS-activated cells. After determining the best 

treatment protocol, we established the experimental design. Cells were subjected to 

the following experimental conditions: growth in complete medium (control), 

activation by LPS (10 μg/mL) without treatment or treated with 4.0 μg/mL of rGal-1 

(LPS/rGal-1) or 1.0 μM of Dex (LPS/Dex). The cytotoxic effect of rGal-1 with regard 

to the proliferation and viability of ARPE-19 cells was investigated in all experimental 

groups at 2, 8, 24 and 48 h. The cells were trypsinized and quantified using a 

Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, Frederick, MD, USA). The results 

revealed no significant differences in the rate of cell proliferation or cell viability 

among the experimental groups compared with their respective controls. Cellular 
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morphology was evaluated using an inverted microscope (CKX41; Olympus). The 

experimental procedures were conducted in accordance with the rules of the 

Research Ethics Committee of the Institute of Bioscience, Letters and Exact Science, 

IBILCE/UNESP, São José do Rio Preto (no 041/11). 

 

Fixation, processing, and embedding for transmission electron microscopy 

ARPE-19 cells were fixed in a 4% paraformaldehyde, 0.5% glutaraldehyde solution 

(1:1) in sodium cacodylate buffer 0.1 M (pH 7.4) for 24 hours at 4 ° C. The cells were 

subsequently dehydrated through a methanol series and embedded in LRGold 

(London Resin; Reading, Berkshire, UK) 

 

Postembedding Immunogold Labeling 

To detect the localization of the endogenous Gal-1 protein, ultrathin sections (70 nm) 

of ARPE cells were sequentially incubated with the following reagents at room 

temperature: i) distilled water; ii) phosphate-buffered solution (PBS) containing 1% 

egg albumin (PBEA) for 10 min; iii) PBS containing 5% egg albumin (PBEA) for 30 

min; iv) rabbit polyclonal anti-Gal-1 (1:100; Zymed Laboratories, Cambridge, U.K) for 

2 hours, with normal rabbit serum as a control (1:100); and v) PBEA containing 

0.01% Tween 20 in three washes (5 minutes each). To detect Gal-1, a goat anti-

rabbit IgG antibody (1:50 in PBEA) conjugated with 15 nm colloidal gold (British 

Biocell, Cardiff, UK) was applied. After 1 hour, the sections were washed thoroughly 

in PBEA containing 0.01% Tween 20 and then in distilled water. These sections were 

stained with uranyl acetate and lead citrate and then examined using a ZEISS Leo 

906 electron microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany). Randomly photographed 

sections of retinal pigment epithelium were used for immunocytochemical analysis. 

The area of the cell compartment was determined with AxioVision software on a 
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Zeiss-Axioskop 2 light microscope. The density of immunogold particles (number of 

gold particles per μm2) was calculated and expressed for each cell compartment. 

Values are reported as the mean ± SEM of ten electron micrographs analyzed per 

group. 

 

Immunofluorescence analysis 

To detect COX-2, ARPE-19 cells were grown on coverslips, fixed in 4% 

paraformaldehyde for 24 hours, washed in PBS, Tween 20 (0.4%), blocked with 1% 

BSA diluted in 3% normal goat serum, and incubated with a polyclonal rabbit anti–

COX-2 Ab (Abcam, Cambridge, UK) (1:200 in normal goat serum 1.5%). After 

washing, the cells were incubated with a fluorescent anti-rabbit IgG, FITC Ab 

(Serotec, Oxford, UK) (1:100 in normal goat serum 1.5%) for 1 h. The slides were 

mounted with a solution containing glycerol and PBS (1:1). Normal goat serum was 

used in the reaction control. The cells were analyzed using a filter with a wavelength 

of 546 nm on an Axioskop 2-Mot Plus Zeiss microscope, and the levels of the 

enzyme were quantified via densitometry. 

 

Procedures in vivo and in vitro 

Quantitative analysis of chemical mediators in the supernatants of ocular tissues and 

ARPE-19 cells 

The levels of MCP-1, IL-1β and IL-6, chemical mediators generally linked to EIU, 11, 14 

were analyzed in the supernatants of the ocular tissues obtained following 

maceration.. On the other hand, the cytokines IL-6 and IL-8 are the chemical 

mediators released in the largest quantities by ARPE-19 cells following LPS 

activation for 24 hours;2, 8 therefore, they were analyzed in the cell supernatants 

under all experimental conditions.  
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For these tests, 25 μL of the ocular tissue supernatant were employed, using the 

MILLIPLEX MAP KIT for rat cytokines (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, USA) 

and analyzed with LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, USA) according 

to the manufacturer’s instructions. For the in vitro analyses, 50 μL of the ARPE-19 

cell supernatants were used, and all tests were performed with commercially 

available immunoassay kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the 

manufacturer’s instructions. The respective cytokine concentrations were determined 

with an OD reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 

Statistical analysis 

The data were analyzed using GraphPad software version 5.00. The results were 

previously subjected to descriptive analysis and determination of normality using the 

Kolmogorov-Smirnov test. For samples with a normal distribution, we applied 

analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni post hoc test for multiple 

comparisons or t tests for unpaired samples. The Kruskal-Wallis test followed by 

Dunn's test was used for samples with a non-normal distribution. p values < 0.05 

were considered statistically significant. 

 

Results 

 

rGal-1 attenuates ocular inflammation detected via histopathological analysis of 

ocular tissues  

In the eyes of control rats an absence of transmigrated leukocytes was observed in 

the anterior (Figure 1A and B) and posterior (Figure 1C) segments. In contrast, 24 

hours after intraocular injection of LPS (EIU 24 h), an influx of leukocytes, especially 

neutrophils, was detected in the anterior ocular segment, followed by transmigration 
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to the AqH, as well as in the stroma of the iris, ciliary processes (Figure 1D) and 

limbus (Figure 1E). In addition, the posterior segment of the eye presented 

neutrophils that transmigrated to the vitreous and retina, especially in the inner 

plexiform layer (Figure 1F). Treatment with rGal-1 induced a decrease in the number 

of transmigrated leukocytes in both the anterior (Figure 1J, K and M) and the 

posterior (Figure 1L and N) segments compared with the EIU 24 h animals. 

The reduced number of transmigrated cells in the pharmacologically treated group 

was similar to that observed in the EIU 48 h animals, which achieved temporal 

remission of the inflammatory process. The numbers of neutrophils were significantly 

reduced in the anterior (Figure 1G, H and M) and posterior (Figure 1I and N) 

segments at this time point compared to the same ocular compartments at 24 hours 

after EIU. 

 

rGal-1 inhibits neutrophil influx and enhances the recruitment of mononuclear 

phagocytic cells in the AqH and blood in EIU 

At 24 hours after EIU induction, an intense inflammatory response characterized by a 

significant increase in the number of neutrophils in the AqH and blood was detected 

compared to the control group. In the late phase of inflammation (EIU 48 h), we 

observed a significant decrease in the number of neutrophils in these two 

compartments compared to the EIU 24 h group. 

The effect of pharmacological treatment with rGal-1 on the recruitment of leukocytes 

was also evaluated, revealing a significant decrease in the number of neutrophils in 

the AqH and blood (Table 1) compared with the untreated EIU 24 h group. 

Quantification of mononuclear phagocytic cells showed exacerbated number of these 

cells  following treatment with rGal-1 in the AqH and blood (Table 1) compared to the 

EIU 24 h and control groups. 
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In vivo administration of rGal-1 reduces proinflammatory mediator release during EIU 

As expected, the levels of IL-1β and IL-6 increased significantly in the eyes of the 

EIU 24 h animals (Table 2). Administration of rGal-1 decreased the levels of IL-1β 

and IL-6 after 24 hours compared with the untreated EIU 24 h animals. In addition, 

the administration of rGal-1 induced a significant decrease of chemokine MCP-1 

compared to the EIU 24 h group (Table 2). Similar reductions in cytokine secretion 

were observed in the EIU 48 h group, confirming the temporal resolution of the 

inflammatory process.   

 

Gal-1 modifies leukocyte subpopulations via modulation of the adhesion molecules L-

selectin and β2-integrin 

The expression of adhesion molecules on neutrophils in the peripheral blood was 

investigated under the different experimental conditions via flow cytometry. The 

analysis of dot plot graphs demonstrated a high incidence of CD62L+ neutrophils 

(Figure 2B) compared to the control groups (Figure 2A). However, the EIU 48 h and 

EIU+rGal-1 24 h groups showed a high incidence of CD62L+/CD11b+ and 

CD11b+cells (Figure 2C and D) and a low percentage of CD62L+ cells. Analysis of 

the percentages of CD62L+, CD11b+ and CD62L+/CD11b+cells confirmed this 

observation (Figure 2F, G and H). The EIU 24 h without treatment was associated 

with a significant increase in CD62L+ neutrophils compared with the control group 

(Figure 2F), while pharmacological treatment with rGal-1 reduced the percentage of 

CD62L+ cells and significantly increased the percentages of CD11b+ (Figure 2G) and 

CD62L+/CD11b+neutrophils (Figure 2H). Similar data were obtained in the EIU 48 h 

group. Unlabelled cells were used as a negative control (Figure 2E). 
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Endogenous Gal-1 expression is upregulated in the anterior eye segment during EIU 

inflammation 

Immunohistochemistry analysis demonstrated the presence of Gal-1 expression in 

the epithelia of the cornea, iris and ciliary processes (Figure 3A, B and C). There was 

an increase in Gal-1 expression in these regions in the EIU 24 h group (Figure 3D, E 

and F) compared with the control group. However, we observed reduced expression 

of Gal-1 in the ciliary processes in the EIU 48 h group (Figure 3H) and in EIU 24 h 

animals treated with rGal-1 (Figure 3K). There was no immunostaining in the eye 

used as a negative control (Figure 3M). 

The data obtained through Western blotting analysis confirmed the modulation of 

Gal-1 protein at the early inflammation time point (EIU 24 h), due to an increase in its 

endogenous expression in supernatants of ocular tissues (Figure 4A and B). 

 

Gal-1 expression is modulated in the RPE following endotoxin induction 

The retinal layers showed immunostaining for Gal-1, mainly in the retinal pigment 

epithelium, outer and inner plexiform strata and ganglion cells of all studied groups 

(Figure 5A, B, C and D). Densitometry reveled a similar immunostaining pattern in 

these retinal layers among the control, EIU 24 h and EIU+rGal-1 24 h groups, 

indicating that this protein is a structural component of this region (Figure 5F). 

However, there was a reduction in protein expression in group EIU 48 h (Figure 5C 

and F). No immunostaining was detected in the ocular tissues used in the control 

reactions (Figure 5E).  

In addition, to correlate the in vivo findings with other quantitative assays, we 

determined the endogenous expression of Gal-1 in retinal pigment epithelial cells 

(ARPE-19 cells/ RPE) via transmission electron microscopy. Gal-1 immunogold 

labeling was detected in the RPE in the plasma membrane, cytoplasm, and nucleus 
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(Figure 5G, H, I and J). LPS-activated cells showed weak Gal-1 immunoreactivity in 

their subcellular compartments after 2 and 24 hours (Figure 5H) compared to the 

control group (Figure 5G). Dex treatment increased Gal-1 expression in these cells 

after 24 hours (Figure 5J). These ultrastructural observations were confirmed by the 

data on the density of gold particles in these cells (Figure 5L). No labeling was 

detected in the control section (Figure 5K). 

 

Gal-1 downregulates proinflammatory cytokine secretion and cytoplasmic COX-2 

expression in the ARPE-19 cells 

Considering that in vivo LPS-induced ocular inflammation enhanced neutrophil 

infiltration and cytokine secretion, which were reversed by Gal-1 treatment, we 

investigated the role of the Gal-1 in the secretion of chemotactic cytokines and the 

cellular localization of COX-2 in LPS-stimulated ARPE-19 cells. Because LPS 

induces RPE cells to secrete high levels of IL-6 and IL-8 (Table 3), we checked for 

the presence of these mediators in the cell supernatants under the various 

experimental conditions. We observed significant increases in the levels of IL-6 and 

IL-8 in the LPS groups relative to the controls (Table 3). However, treatment with the 

three tested concentrations of rGal-1 (0.04, 0.4 and 4.0 μg/ml) significantly reduced 

the levels of these cytokines. The rGal-1 groups showed similar patterns of the levels 

of both cytokines to the untreated control groups, specially at the 4.0 μg/ml 

concentattion.  

Immunofluorescence analysis of COX-2 expression at 24 hours revealed intense 

cytoplasmic positivity in the LPS group (Figure 6B) compared to control cells (Figure 

6A). Pharmacological treatment with rGal-1 (4 μg/mL) decreased COX-2 

immunoreactivity in the cytoplasm of these cells (Figure 6C) compared with untreated 

cells (Figure 6A). There was no difference in immunofluorescence intensity between 
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the cytoplasm and nucleus in the LPS/rGal-1 group (Figure 6E). After 24 hours of 

treatment with Dex, the cells showed reduced cytoplasmic immunoreactivity (Figure 

6D and E). 

 

Discussion 

Despite advances in elucidating the role of Gal-1 in models of autoimmune diseases, 

its expression and effects on innate immune cells in ocular inflammatory processes 

have been poorly studied.3, 20, 25 In this study, we developed in vivo and in vitro 

experimental models to evaluate different aspects of the actions of Gal-1 in the ocular 

tissues under inflammatory conditions. 

Our in vivo analyses showed that the inflammatory stimulus induced by LPS caused 

release of proinflammatory mediators (MCP-1, IL1β and IL-6) in the eye, promoting 

the breakdown of the blood-ocular barrier and an intense influx of leukocytes in the 

ocular tissues. The peak of inflammation occurred 24 hours after LPS administration, 

and the inflammatory process regressed in a temporal manner, with decreased 

leukocyte extravasation and levels of proinflammatory mediators being detected in 

the EIU 48 h animals.8, 12, 49 These results are consistent with the findings of an 

investigation performed in our laboratory demonstrating the anti-inflammatory effects 

of the Annexin-1 protein in EIU, especially for its N-terminal mimetic peptide (Ac2-

26)8. In this study, the inflammatory stimulus induced by LPS caused the release of 

chemical mediators (TNF-α, IL-1β, IL-6 and NO), increased expression of 

proinflammatory COX-2 and an influx of leukocytes in the EIU 24 h group. 

Treatment with rGal-1 revealed the anti-inflammatory activities of this protein through 

decreasing the leukocyte influx into ocular tissues, AqH and blood and reducing the 

production of IL-1β and IL-6 in ocular tissues during EIU. 
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These findings are in line with in vivo tests showing that pre-administration of Gal-1 

inhibits the extravasation of PMNs into the peritoneal cavity 4 hours after the 

administration of carrageenan in rats31and IL-1β36 and zymosan in mice.43 Another 

study showed that exogenous Gal- 1 is able to interfere with specific stages of rolling 

and the firm adhesion of neutrophils to the endothelium, decreasing their 

transmigration into tissue.50 Additionally, the anti-migratory effect of this protein was 

show to be associated with inhibition of the release of the proinflammatory cytokines 

TNF-α and IL-1β, but not that of IL- 6.43 Recently, an anti-inflammatory role of this 

protein was demonstrated in the heart through administering a single dose of rGal-1 

(3 mg/Kg i.p.), which produced powerful cardioprotective effects against acute 

myocardial infarction in a mouse model.29 

The EIU 24 h treatment also produced a significant increase in mononuclear 

phagocytic cells in the AqH and blood compared with the control group, which was 

exacerbated by pharmacological treatment with rGal-1. This effect of Gal-1 was 

associated with a significant increase in MCP-1 levels. These results are consistent 

with in vitro assays demonstrating the role of Gal-1 in monocyte chemotaxis,43 

induced by its carbohydrate-binding function (which was reduced by 65% in the 

presence of lactose) and the MAP kinase pathways.51 Additionally, administration of 

exogenous Gal-1 appears to play a role in the activation of these cells, particularly in 

dendritic cells by increasing the secretion of proinflammatory cytokines such as the 

chemokine MCP-1.52 

Studies have demonstrated the importance of the adhesion molecules L-selectin 

(CD62L) and β2-integrin (CD11b) in the transmigration of neutrophils to sites of 

injury, which are critical points in the host immune response.53 Our investigation 

revealed a significant increase in the percentage of CD62L+ neutrophils under acute 

inflammation (EIU 24 h) compared with control group, confirming the occurrence of 
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cell activation caused by LPS. However, at the same experimental time point, 

treatment with rGal-1 decreased the percentage of CD62L+ neutrophils and 

increased that of CD11b+ neutrophils, which was also found in the EIU 48 h group. In 

vitro experiments using human neutrophils activated by platelet PAF showed that 

Gal-1 has no effect on the expression of CD62L and CD11b at low concentrations (~ 

2.75 to 27.5 nM), but is capable of inhibiting the capture and rolling of these cells at 

the endothelium.50However, at high concentrations (~275 nM), Gal-1 increases the 

adherence of neutrophils stimulated by PAF to the endothelium50 and stimulates the 

chemotaxis of these cells.54 In vivo investigations carried out in our laboratory have 

also demonstrated an association of the inhibitory role of exogenous Gal-1 in the 

transmigration of neutrophils with a significant increase in the expression of CD11b 

and CD62L at 4 hours (early acute inflammation) and 24 hours (resolution) after 

peritonitis was induced by zymosan,43 respectively. 

On the other hand, the anti-inflammatory role of Gal-1 can be reversed to become 

pro-inflammatory if the intraperitoneal administration of this lectin is performed 

without inflammatory stimuli in mice, leading to increases in the migration of 

peritoneal neutrophils and the percentage of CD11b+. cells 54 Thus, in our 

experimental model of uveitis, the inhibitory effect of Gal-1 on neutrophil recruitment 

may have occurred due to the low concentration of this lectin applied (3 μg/animal), 

which causes an imbalance in the expression of adhesion molecules on neutrophils 

and therefore negatively regulates cell transmigration at 24 hours. 

Following the detection of the anti-inflammatory action of exogenous Gal-1, we 

examined its endogenous expression in the EIU model. Western blotting analysis 

revealed upregulation of endogenous Gal-1 in the eyes in the EIU 24 h group, which 

was confirmed via immunohistochemistry analysis of the anterior segment. In this 

region, Gal-1 was expressed at particularly high levels in the epithelial cells of the 
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cornea, conjunctiva, ciliary processes and iris as well as in endothelial cells. These 

results support the published finding that Gal-1 is expressed in the anterior segment 

of the human eye.55 Modulation of this protein was also observed in a carrageenan-

induced rat peritonitis model in which neutrophils show low levels of endogenous 

Gal-1 during early acute inflammation (4 hours) and high levels after 24 hours.32 In 

addition, pharmacological treatment with rGal-1 induced a decrease of its 

endogenous expression in the anterior eye segment, most likely as a negative 

feedback mechanism. 

In the posterior eye segment, expression of Gal-1 was also observed in the retina in 

all experimental groups, specifically in the ganglion cells, the inner and outer 

plexiform layers and the pigmented epithelium, indicating a structural function for this 

protein in this tissue. Pharmacological treatment with rGal-1 produced no significant 

change in the endogenous protein levels in relation to the EIU 24 h group. Similarly, 

some studies have demonstrated Gal-1 expression in human, bovine and rat 

retinas56, 57 and suggested that this protein functions in the accession of the 

photoreceptors and the outer plexiform layer through interaction with specific 

glycoconjugates.56 On the other hand there was a reduction in the expression of Gal-

1 in the 48 h group that represents the resolution phase of inflammation in this model. 

8 So, despite the Gal-1 can be considered a structural protein of the retinal it may 

also be secreted into the extracellular medium during the inflammatory process, 

indicating its anti-inflammatory action. 

Based on the relevance of the phenotypic and functional characteristics of human 

ARPE-19 cells to inflammation58 and to confirm the in vivo rodent data, we 

subsequently assessed Gal-1 expression in ARPE-19 cells activated by LPS and 

treated with rGal-1. 
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Transmission electron microscopy of ARPE-19 cells revealed Gal-1 immunoreactivity 

in the plasma membrane, cytosol and nucleus under different conditions. The 

activation of cells using LPS decreased the endogenous levels of Gal-1 at 2 and 24 

hours compared to the control group, indicating the externalization of this protein 

during the inflammatory process and its participation in the physiology of control RPE 

cells. These data are also consistent with other studies that have demonstrated that 

the expression of Gal-1 in RPE cells is positively modulated during the process of cell 

differentiation and proliferation, particularly under the effect of hepatic growth factor 

(HGF).59 In LPS-activated cells treated with Dex, increased expression of 

endogenous Gal-1 was detected after 24 hours compared with untreated cells, 

suggesting a role of the endogenous glucocorticoid in the regulation of this protein in 

a temporal manner. Previous investigations using nasal polyps60-62 also 

demonstrated the upregulation of Gal-1 mRNA and protein following treatment with 

budesonide and betamethasone glucocorticoids, particularly in epithelial and 

connective tissues. 

Further, the immunofluorescence analyses of COX-2 levels showed increased 

expression of this enzyme in the cytoplasm of ARPE-19 cells 24 hours after 

activation by LPS, confirming results from our laboratory.8 However, ARPE-19 cells 

stimulated with LPS and treated with rGal-1 showed decreased levels of COX-2 

expression. 

Analyses of proinflammatory mediators in ARPE-19 cells revealed increased levels of 

IL-6 and IL-8 in LPS-activated cells after 24 hours compared with control cells. These 

data were consistent with findings from other studies in which the release of these 

inflammatory mediators was detected after LPS activation of ARPE-19 cells.2, 8, 58, 63 

However, treatment of the cells with Dex and rGal-1 was able to reduce the levels of 

IL-6 and IL-8 compared with the LPS 24 h group, supporting our in vivo data. 
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Altogether, our results indicated the involvement of Gal-1 in the resolution of ocular 

inflammation, both in vivo and in vitro, by inhibiting the release of proinflammatory 

mediators, leukocyte transmigration and changes in neutrophil subpopulations 

positive for CD62L and CD11b. Thus, Gal-1 represents a potential target for the 

treatment of inflammatory ocular conditions, especially uveitis. 
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Table 1. Quantitative analysis of neutrophils (Nøs) and mononuclear phagocytic cells 

(Mono-Møs) in aqueous humor and blood. 

               

Groups 

AqH  (cells x 105/mL) Blood (cells x103/mL) 

Nøs Mono-Møs Nøs Mono-Møs 

Control 6.2 ± 0.78 0.8 ± 0.24 2457 ± 606.5 3,57.1 ± 147.8 

EIU 24 h 48.1 ± 8.42 

** 

6.0 ± 1.12 ** 11863 ± 2689 

*** 

728.6 ± 242.5 

EIU 48 h 18.7 ± 2.33 † 1.85 ± 0.51 † 2620 ± 1268 †† 950 ± 297.0 † 

EIU+rGal-1 24 

h 

16.85 ± 9.97 

† 

20.53 ± 2.14 ††† 

*** 

2470 ± 687.1 ††† 1850 ± 117.3 *** 

Data represent the mean ± S.E.M. of the number of cells in the aqueous humor 

(AqH) and the in the blood (n = 5 animals/group). **P < 0.01, *** P < 0.001 versus 

control; †P < 0.05, ††P < 0.01, †††P < 0.001 versus EIU 24 h. 
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Table 2. Effect of rGal-1 on the release of soluble mediators in EIU. 

 

Groups 

Cytokines (pg/mL) 

MCP-1 IL-1β IL-6 

Control 2.35 ± 1.66 117.4 ± 14.23 112.8 ± 5.82 

EIU 24 h 157.8 ± 33.46 ** 413.8 ± 54.5 *** 139.7 ± 5.26 * 

EIU 48 h 0.74 ± 0.30 †† 179 ± 21.38 ††† 118.3 ± 3.77 † 

EIU + rGal-1 24 h 70.02 ± 20.12 * 273.5 ± 25.32 † 108.1 ± 4.60 †† 

Data are expressed as the mean ± S.E.M. of the protein concentration (pg/mL) (n = 5 

animals/group). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus control; †P < 0.05, ††P < 

0.01, †††P < 0.001 versus EIU 24 h. 

 

Table 3. Effect of rGal-1 on soluble mediator release on ARPE-19 cells. 

 

Groups 

Cytokines (pg/mL) 

IL-6 IL-8 

Control 99.62 ± 10.25 185.5 ± 2.48 

LPS 431 ± 66.38 ** 361 ± 3.65 *** 

LPS + rGal-1 0.04 210.2 ± 5.55 270.9 ± 18.33 ** †† 

LPS + rGal-1 0.4 113.4 ± 2.38 †† 100.1 ± 2.711 ** ††† 

LPS + rGal-1 4.0 89.52 ± 53.09 †† 73.19 ± 19.25 ** ††† 

LPS + Dex 114.8 ± 11.68 †† 78.86 ± 6.22 ** ††† 

Dex 60.53 ± 14.53 †† 65.48 ± 8.74 ** ††† 

Data are expressed as the mean ± S.E.M. from the supernatants. *P< 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 versus control, †P < 0.05, ††P < 0.01, ††† P < 0.001 versus LPS. 
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Figure captions 

 

Figure 1. Histopathological analysis of ocular tissues in EIU. A–C: Absence of 

leukocytes in control ocular tissues. D–F: Influx of neutrophils (arrows) in the ciliary 

processes, limbus and retina 24 hours after the induction of uveitis by LPS (EIU 24 

h). G-L: Decreased cell extravasation 48 hours after the induction of uveitis (EIU48 h) 

and J-L: after treatment with rGal-1. Sections: 1 mm. Scale bars, 20 μm. M-N: 

Quantitative analysis of neutrophils in the anterior and posterior segments of the eye. 

The data represent the mean ± S.E.M. of the number of neutrophils/mm2 (n = 5 

animals/group). ***P<0.001 versus control; ††P <0.01, †††P <0.001 versus EIU 24 h. 

 

Figure 2. Expression of L-selectin (CD62L) and β2-integrin (CD11b) on circulating 

leukocytes detected via flow cytometry. Cells were labeled with antibodies specific for 

the surface adhesion molecules CD62L (conjugated with PE) and CD11b (conjugated 

with FITC). A-D: Representative dot plots of leukocytes (each point represents a cell) 

immunostained for adhesion molecules. A: Control group, B: EIU 24 h, C: EIU 48 h, 

and D: treated with rGal-1 after EIU 24 h. E: Unlabeled cells (negative control). F: 

Percentages of CD62L+, G: CD11b+ and H: CD62L+/CD11b+ neutrophils. Data 

represent the median ± S.E.M. of the percentage of cells. *P < 0.05, **P < 0.01 

versus. control; †P < 0.05, ††P < 0.01, †††P <0.001 versus. EIU 24 h. 

 

Figure 3. Gal-1 expression in the anterior eye segment. A: Gal-1 immunoreactivity in 

the epithelial cells of the cornea, B: ciliary body and C: iris in the control group. D-F: 

EIU 24 h: intense immunostaining in the epithelium. G-I: EIU 48 h and J-K: EIU 24 h 

groups treated with rGal-1, showing diminished Gal-1 expression in epithelial cells. L: 

Control section. Counterstaining: hematoxylin. Bars: 20 μm. M: Densitometric 
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analysis of Gal-1 expression in epithelial cells. Values (arbitrary units) are presented 

as the mean ± S.E.M. of sections analyzed (n= 5 rats/ group). *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001 versus. control; †††P < 0.001 vs. EIU 24 h. 

 

Figure 4. Gal-1 expression in eye supernatants. A: Representative Western blot 

illustrating Gal-1 expression in rats. Equal loading was confirmed using anti–β-actin. 

B: Immunoreactive protein bands were semiquantified via densitometry and 

expressed in arbitrary units (a.u.) relative to β-actin. Data are expressed as the 

means ± SEM. n = 5 rats per group. *P < 0.05 versus control. 

 

Figure 5. Gal-1expression in the rat posterior eye segment and ARPE-19 cells. A-D: 

The inner and external plexiform layers, ganglion cells and retinal pigment epithelium 

(RPE) were positive for Gal-1. E: No immunostaining was detected in the control 

section. Counterstain: hematoxylin. Bars: 20 μm. F: Densitometric analysis of the 

posterior segment immunostained for Gal-1. Values (arbitrary units) are expressed as 

the mean ± S.E.M. of sections analyzed from 5 rats/group. **P < 0.01, ***P < 0.001 

versus control; †P < 0.05, †††P < 0.001 versus EIU 24 h. G-K: Electron micrograph of 

ARPE-19 cells showing immunogold particles (15 nm) in the plasma membrane 

(arrowhead), cytosol (arrows) and nucleus (N) of cells under different conditions. G: 

Control. H-I: LPS-stimulated cells at 24 and 48 hours. J: LPS-stimulated cells treated 

with Dex. K: Absence of gold labeling in sections incubated with nonimmune goat 

anti-rabbit serum. Bars: 0.5 μm. L: Density of Gal-1 immunogold particles. Data are 

the mean ± SEM of gold particles per μm2. *P < 0.05 versus. control; †P <0.05 vs. 

LPS 24 h. 
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Figure 6. COX-2 immunofluorescence in ARPE-19 cells. A: Control cells. B: LPS-

activated cells exhibited predominantly cytoplasmic expression. C: LPS/rGal-1 cells 

(4 μg/mL) showed decreased COX-2 immunoreactivity in the cytoplasm and D: 

LPS/Dex in this compartment and nucleus. Bars: 10 μm. E: Densitometric analysis of 

COX-2. The data are presented as the mean ± S.E.M. of the densitometric index 

(arbitrary units – a.u.) of cells from three independent experiments. ***P < 0.001 

versus control; †††P < 0.001 vs. LPS. 
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ZANON, SONEHARA et al. Figure 2 
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ZANON, SONEHARA et al. Figure 3 
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ZANON, SONEHARA et al. Figure 4 
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ZANON, SONEHARA et al. Figure 5 
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ZANON, SONEHARA et al. Figure 6 
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Aprovação do Comitê de Ética sobre Experimentação Animal (CEE) 

 

 


