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RESUMO

Introducdo: A inflamacdo ocular é geralmente tratada com glicocorticoides,
cujos efeitos colaterais estimulam novas estratégias terapéuticas. Nesse
aspecto, destacamos a Galectina-1 (Gal-1), proteina com potencial anti-
inflamatdrio, cuja acdo em tecidos oculares foi pouco investigada. Objetivo: No
presente estudo avaliamos a expressdao da Gal-1 nas células epiteliais
pigmentadas da retina humana (ARPE-19), ap0s ativacdo pelo inflamégeno
lipopolissacarideo (LPS) e tratamentos com a Gal-1 recombinante humana
(hrGal-1). Métodos: Para avaliar o efeito anti-inflamatério da Gal-1, as células
ARPE-19 foram cultivadas em meio DMEM:F-12 completo (controle), ativadas
pelo LPS (10 pg/mL) e tratadas com hrGal-1 (0,04; 0,4 e 4 ug/mL) ou
glicocorticoide dexametasona (Dex: 1uM), nos periodos de 2, 8, 24 e 48 horas.
Nessas condicfes, avaliamos a citotoxicidade dos tratamentos farmacoldgicos
por ensaios de viabilidade celular e, a expressdo da Gal-1 enddbgena nas
células ativadas pelo LPS e tratadas com Dex, por meio da imunocitoquimica
ultraestrutural. Nos sobrenadantes, em todos 0s tempos experimentais,
analisamos os niveis das citocinas IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IL-18 e MCP-1 pelo
método de ELISA. Com a finalidade de determinar a especificidade do efeito da
hrGal-1, via dominio reconhecedor de carboidrato (CRD) sobre as células
ARPE-19, adicionamos nas culturas os agucares com ou sem afinidade pelo
CRD (respectivamente B-galactose ou sucrose - 100mM) e, apos 8 horas, 0s
sobrenadantes foram coletados para andlise das citocinas pro-inflamatorias IL-
6 e IL-8. Ainda, investigamos a expressao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-
2), um importante mediador do processo inflamatorio, nos periodos de 8 e 24
horas, por imunofluorescéncia. Resultados: Os ensaios de viabilidade celular
mostram que os diferentes tratamentos farmacolégicos sdo de baixa
citotoxicidade. As células, ativadas com LPS e tratadas com Dex, diminuem a
expressdo da Gal-1 enddgena observada pelas andlises imunocitoquimicas
ultraestruturais, nos diferentes tempos experimentais. Apos 2, 8 e 24 horas do
estimulo inflamatério ocorre aumento da liberacdo de IL-6 e IL-8 pelas células
em relagdo aos controles, enquanto o tratamento farmacoldgico com hrGal-1 (4
pg/mL) reduz, assim como a Dex, mas apenas em 8 e 24 horas. Em 48 horas,
nao observamos diferencgas significantes de IL-6 e IL-8, mas diferentemente



ocorreu aumento dos niveis de MCP-1. Com relacao as citocinas IL-10, TNF-a,
IL-18 e MCP-1 detectamos baixos niveis nas diferentes condi¢cdes
experimentais. A adicdo dos acucares B-galactose e sucrose na cultura celular
nao altera a atividade anti-inflamatoria da hrGal-1 na produgéo das citocinas IL-
6 e IL-8, sugerindo que nas células ARPE-19 o mecanismo de acéo da Gal-1 &
independente do CRD. O tratamento farmacolégico com hrGal-1, ap6s 8 e 24
horas do estimulo inflamatério, atua seletivamente na diminuicdo da expressao
do mediador COX-2 e, somente apds 24 horas com Dex. Conclusdo: Em
conjunto, os dados obtidos mostram a efetiva acdo anti-inflamatoéria da Gal-1
sobre as células ARPE-19 quando submetidas a endotoxemia, e 0 seu
potencial uso como uma alternativa terapéutica nas doencas inflamatérias

oculares.

Palavras chaves: ciclo-oxigenase 2, citocinas, cultivo celular,

endotoxemia, epitélio pigmentado da retina, inflamacéo, lipopolissacarideo.



ABSTRACT

Introduction: Ocular inflammation has often been treated with glucocorticoids,
however, collateral side effects stimulate the search for new therapeutic
strategies. In view of this, we emphasis on Galectin-1 (Gal-1), a protein with
anti-inflammatory potential that has been poorly investigated in ocular tissues.
Aim: The aim of this paper is to evaluate the expression and mechanism of
action of Gal-1 in human retinal pigment epithelial cells (ARPE-19 cells)
activated by lipopolysaccharide (LPS) and treated with recombinant human Gal-
1 (hrGal-1). Methods: To assess the anti-inflammatory effect of Gal-1, ARPE-
19 cells were cultured in DMEM: complete F-12 (control), activated by LPS and
treated with hrGal-1 (0.04, 0.4 and 4 xg/ml) or glucocorticoid dexamethasone
(Dex: 1uM) at 2, 8, 24 and 48 hours. Under these conditions, we evaluated the
cytotoxicity of pharmacological treatments by cell viability assays, and the
expression of the endogenous Gal-1 in cells activated by LPS and treated with
Dex by ultrastructural immunocytochemistry. In the supernatants of these cells,
in all experimental periods, we analyzed the levels of IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,
IL-18 and MCP-1 by ELISA. In order to determine the specificity of the effect of
hrGal-1 via carbohydrate recognizer domain (CRD) on ARPE-19 cells, we
added sugars to the culture with or without their affinity for the CRD
(respectively p-galactose or sucrose - 100 mM), and these supernatants were
collected after 8 hours for analysis of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-8.
We also analyzed the expression of the cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme, an
important inflammatory process mediator, at 8 and 24 hours by
immunofluorescence. Results: The assays of cell viability show that the
different drug treatments have low cytotoxicity. The cells activated with LPS and
treated with Dex, decrease the expression of endogenous Gal-1 observed in the
ultrastructural immunocytochemical analyses at the different experimental
times. 2, 8 and 24 hours after the inflammatory stimulus there is an increase of
IL-6 and IL-8 in the cells when compared to controls, whereas, pharmacological
treatment with hrGal-1 at a concentration of 4 pg/mL, reduces the levels of
these cytokines, as well as the Dex, but only at 8 and 24 hours. At 48 hours, no
significant differences were seen in IL-6 and IL-8, and IL-10, TNF-a and IL-18,

but an increased level of MCP-1 was detected. The addition of p-galactose and



sucrose sugars to the cell culture does not alter the anti-inflammatory activity of
hrGal-1 in cytokine IL-6 and IL-8 production suggesting that in ARPE-19 cells
the mechanism of action of Gal-1 is independent of its recognizer carbohydrate
domain (CRD). Pharmacological treatment with hrGal-1, 8 and 24 hours after
the inflammatory stimulus, acts selectively on decreased expression of the
COX-2 mediator, and only after 24 hours with Dex. Conclusion: Taken
together, the data obtained show the effective anti-inflammatory action of Gal-1
on ARPE-19 cells when subjected to endotoxemia, and its potential use as a

therapeutic alternative in inflammatory ocular diseases.

Keywords: cyclooxygenase 2, cytokines, cell culture, endotoxemia,

retinal pigment epithelium, inflammation, lipopolysaccharide.
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O olho é um o0rgédo privilegiado imunologicamente por possuir uma

combinacdo anatdbmica, mecanica e imunolégica de mecanismos de defesa, onde

respostas inflamatorias podem ser suprimidas (LAMBIASE et al., 2011). A presenca
de uma barreira hemato-retiniana (CAI; BRANDT, 2008) € um dos mecanismos de

defesa capaz de isolar esse tecido de inlmeros fatores imunes transportados pela

circulacdo sanguinea (LEUNG; BARNSTABLE; TOMBRAN-TINK, 2009).
representacdo esquematica da estrutura do olho e, em detalhes da retina, é
mostrada na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquemdtica da estrutura do olho, destacando as camadas da
retina. Figura retirada de http://webvision.med.utah.edu/sretina.html.

A retina € uma camada fina e delicada, formada pela retina sensorial,
constituida pelos cones, bastonetes e redes neuronais complexas, e pelo epitélio

pigmentado da retina (EPR) (Figura 2). Essas camadas sdo responsaveis pela

et al., 2013).

codificagcdo de luz em sinais neuronais para a visdo, um processo denominado
fototransducéo (JOHN et al., 2000; MUSTAFI; ENGEL; PALCZEWSKI, 2009; TANG



Introducéo - 21

Figura 2. Desenho esquemético das camadas da retina. A luz entra na retina e atravessa
suas camadas internas antes de alcancar os fotorreceptores dos bastonetes e cones que estédo
associados ao epitélio pigmentado (ROSS; PAWLINA, 2007).

O epitélio pigmentado da retina é o principal componente da barreira hemato-
retiniana (LEUNG; BARNSTABLE; TOMBRAN-TINK, 2009), com importante papel
na manutencdo da fisiologia, ciclo visual, nutricdo e tolerancia imune do olho
(STREILEIN, 2003; DWYER et al.,, 2011). Esse epitélio esta localizado entre a
corioide e retina sensorial, sendo constituido por uma monocamada externa,
composta de células cubicas contendo melanina. Essas células sdo aderidas a
superficie interna da membrana de Bruch, diretamente posicionada sobre o0s
segmentos externos dos fotorreceptores e interconectada por complexos juncionais
gue consistem em jungbes gap, oclusdo e desmossomos (KOEVARY, 2000;
DWYER et al., 2011; LEE; MACLAREN, 2011; LIPINSKI; THAKE; MACLAREN,
2013).

As células epiteliais pigmentadas da retina (EPR) tém as funcdes fisicas,
Opticas, metabdlicas, bioquimicas e de transporte, exercendo importante papel na
visdo normal e mantendo a homeostase da retina. Entre esses papéis destacamos a

absorcéo e concentracdo da luz dentro do olho, melhorando a resolugdo da imagem
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e manutencdo da adesdo da retina neurosensorial. Ainda, essas células formam
uma barreira de permeabilidade seletiva entre a corioide e a retina neurosensorial, e
participam das fungbes como: ciclo visual, fagocitose dos cones e bastonetes,
sintese de matriz interfotoreceptor e, transporte de ions, agua, metabdlitos e
nutrientes (principalmente vitamina A) (FORRESTER et al., 1999; STRAUSS, 2005;
DWYER et al.,, 2011). Algumas das principais funces do epitélio pigmentado da

retina humana estédo esquematizadas na Figura 3.

Capilares Fenestrados

Figura 3. Representacdo esquematica das principais funcdes das células epiteliais
pigmentadas da retina humana. AbreviagBes: M.V., Microvilosidades; O.S., Segmento externo dos
fotorreceptores; PEDF: Fator derivado do epitélio pigmentado; VEGF: Fator de crescimento do

endotélio vascular (Modificado de Strauss 2005).

As células EPR secretam uma série de fatores de crescimento e
imunossupressores que ajudam na manutencdo da integridade estrutural do
endotélio coriocapilar e dos fotorreceptores, auxiliando no estabelecimento do
privilégio imune do olho (STREILEIN, 2003; MOCHIZUKI, SUGITA; KAMOI, 2012).

Com todas as caracteristicas multifuncionais das células EPR descritas, a
falha de qualquer uma dessas fungbes pode provocar a degeneracdo da retina,
perda gradual da acuidade visual e, até mesmo, cegueira (DWYER et al., 2011).

O EPR suporta alto nivel de estresse oxidativo devido ao elevado consumo de
oxigénio e alto teor lipidico poli-insaturado e ampla exposicéao a luz (PAIMELA et al.,
2007). O estresse oxidativo pode originar um progressivo dano a essas células que,



Introducéo - 23

secundariamente, causa efeitos adversos nos fotorreceptores (ZARBIN, 2004). Além
do estresse oxidativo crénico, os processos inflamatérios também tém sido ligados a
degeneracao da retina (ZARBIN, 2004). O estimulo dos receptores toll-like (TLRS)
induz uma série de respostas inflamatodrias e antimicrobianas, marcado pela ativacéo
celular e liberacdo de citocinas (HOPKINS; SRISKANDAN, 2005; AKIRA;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

A endotoxemia pode provocar inflamacdo ocular aguda e, consequentemente,
induz ao processo de uveite, com varios graus de degeneracao na retina e perda da
visdo (SHEN et al., 2000; AGRAWAL et al., 2010). Essa inflamacgéo, caracterizada
pelo acumulo de leucécitos nos tecidos oculares, pode afetar qualquer parte do olho,
sendo um processo doloroso e associado a fotofobia (BANSAL; GUPTA; GUPTA,
2010). A natureza recorrente desse processo inflamatério pode resultar em
complicacdes secundarias como catarata, glaucoma, descolamento de retina e, por
fim, destruicdo dos tecidos oculares e cegueira (JANCEVSKI; FOSTER, 2010;
SRIVASTAVA; RAJAPPA; KAUR, 2010).

A uveite pode ser causada por organismos infecciosos ou processos
imunomediados, entre 0os quais, a doenca de Behget, espondilite anquilosante,
sindrome de Reiter e artrite reumatoide juvenil (HEILIGENHAUS et al., 2010). A
literatura mostra que alguns lipopolissacarideos (LPS) bacterianos desencadeiam
resposta inflamatoria em humanos e aumentam os niveis de interleucinas (IL) 1, 2,
4, 8, a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (CHIN et al., 2001), o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), e o interferon y (IFN-y) (AZHANI; MILLER; PETTERSON, 2000). Bactérias
gram-negativas na circulagcdo sanguinea podem provocar sepse metastéatica no olho
(CHIU et al., 2007), condicdo que acomete aproximadamente 32-37% dos casos de
endoftalmite endégena no ocidente e 70% nos paises orientais (JACKSON et al.,
2003). O LPS de bactérias gram-positivas e negativas, incluindo S. aureus e E. coli,
pode induzir patologias na retina, como hemorragia retiniana (CELIK et al., 2006),
enquanto a Chlamydia pneumoniae (cLPS) pode apresentar correlacdo com a
progressdo da degeneracdo macular relacionada com a idade (ROBMAN et al.,
2005).

Na retina, o LPS aumenta a concentracdo de citocinas pré-inflamatorias,
sendo também um potente desencadeador da ativacdo da microglia (WANG et al.,
2005; YANG; ZHU; TSO, 2007) e astrécitos no tecido nervoso, (JANG et al., 2007).
Essa endotoxina pode estimular diretamente as células EPR nas concentracfes
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entre 100 ng/mL e 1 mg/mL, produzindo respostas inflamatdrias e sinais apoptoticos
(GARCIA-CABANES et al., 2001; KOGA et al., 2003; ELNER et al., 2005). Ainda, as
células EPR expressam varios receptores de LPS, incluindo CD14 e o receptor toll-
like 4 (TLR4) que apresentam importantes papéis na resposta imune em diferentes
afeccdes oculares (ELNER et al., 2005; PAIMELA et al., 2007; LAMBIASE et al.,
2011).

Alguns fatores secretados pelas células EPR podem inibir diretamente a
imunidade inata e adaptativa (TAYLOR; YEE, 2003; KAESTEL et al., 2005). O fator
de crescimento transformante a (TGF-a) e a trombospondina, ambos secretados
pelas células EPR, podem bloquear a ativacao da célula Thl e promover tolerancia
sistémica de antigenos no microambiente ocular (ZAMIRI et al., 2005; UNO et al.,
2006). Essas células podem ainda regular a imunidade inata pela supressédo da
inflamacéao induzida por macrofagos, por meio da secrecéo de fatores derivados do
epitélio pigmentado (PEDF), um polipeptideo que aumenta a producédo da citocina
anti-inflamatoria IL-10 e reduz a expressdo da citocina pré-inflamatéria IL-12 pelos
macrofagos (ZAMIRI et al., 2006). As células EPR secretam outros
imunomoduladores, incluindo IFN-y, IL-6 e IL-8 em resposta a outras citocinas
(HOOKS et al., 2008; QIN; NI; DE VRIES, 2008). Esses estudos indicam que as
células EPR exercem um papel fundamental nos processos inflamatérios da retina
(LEUNG; BARNSTABLE; TROMBAN-TINK, 2009).

Na inflamagdo ocular, o EPR tem um efeito imunossupressor sobre a
proliferacéo de linfocitos, por meio da producdo de prostaglandina (LIVERSIDGE et
al., 1993; TEDESCO et al., 2004). Ainda, essas células sdo capazes de expressar o
complexo principal de histocompatibilidade classe I, uma importante molécula
imunorregulatéria, que pode apresentar antigenos as células T (TEDESCO et al.,
2004) e produzir TGF-B bioativo que é, em parte, responsavel pela ativacdo dos
macréfagos. A interacdo entre essas células parece ser um importante fator nos
processos inflamatérios, imunolégicos e de cicatrizagdo, provavelmente envolvidos
na proliferacéo vitreo-retiniana.

A inflamagdo, sendo o principal fator contribuinte para inUmeras desordens
oculares (LEUNG; BARNSTABLE; TROMBAN-TINK, 2009), tem os glicocorticoide
(GC) como medicamentos frequentemente administrados nos processos intra-
oculares (YEUNG et al., 2003; HUANG; GLASS, 2010; RAJPAL et al., 2011). No

entanto, o uso desses farmacos é limitado devido aos seus efeitos colaterais, como
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0 aumento da pressdo ocular, citotoxidade e catarata (EDELMAN, 2010;
HEILIGENHAUS et al., 2010; LEE; FOSTER, 2010; ROSENBAUM, 2010;
SRIVASTAVA; RAJAPPA; KAUR, 2010; RAJPAL et al., 2011). Além disso, os GC
nao devem ser administrados em pacientes infectados com HIV, com transplantes
ou outras terapias imunossupressoras (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). A galectina-1
(Gal-1), proteina com peso molecular de 14,5 KDa, é um dos mediadores
endogenos que tém sido investigado como um agente terapéutico anti-inflamataorio.

As galectinas pertencem a uma familia de proteinas caracterizada por possuir
afinidade aos B-galactosideos e pela apresentacao de uma sequéncia conservada
de 135 aminoacidos no dominio reconhecedor de carboidrato — CRD (LEFFLER et
al., 2004). Varias funcbBes tém sido atribuidas para as galectinas, que incluem:
adesdo celular, regulacao do crescimento celular, embriogénese, metastase, splicing
do pré-RNAm, imunomodulagcdo, inflamagdo e apoptose (RABINOVICH,;
RUBINSTEIN; FAINBOIN, 2002; COOPER et al., 2010; LIU; RABINOVICH, 2010;
COOPER et al., 2012). Em mamiferos, 15 membros dessa familia foram descritos e
clonados (RABINOVICH et al., 2004; LIU, 2005; LE MERCIER et al., 2010). Com
base na organizacdo estrutural, Hirabayashi e Kasai (1993) classificaram as
galectinas em trés subfamilias: Proto-, Tandem repeat e Chimera types. As
galectinas prototipicas (galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, e 15) sdo compostas por
um unico tipo de CRD (~15 kDa) e podem se dimerizar formando homodimeros com
dois CRDs (~30 kDa). A subfamilia quimérica tem como Unico representante a
galectina-3 (~30 kDa), possuindo um CRD e um dominio amino terminal rico em
residuos de prolina, glicina e tirosina. A terceira subfamilia, tandem-repeats
(galectinas 4, 6, 8, 9 e 12) apresentam dois CRDs distintos e homodlogos
(RABINOVICH; CROCI, 2012). Uma apresentacdo esquematica da estrutura das
subfamilias das galectinas esta reproduzida na Figura 4.

Figura 4. Subdivisdo das galectinas baseada em sua organizacdo estrutural. (Figura

modificada de Rabinovich e Croci, Immunity, 2012).
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A expressao da Gal-1 foi observada em varias células relacionadas com a
resposta inflamatéria, especialmente neutréfilos, mastécitos (GIL et al., 2006a; GIL
et al., 2006b), macrofagos (RABINOVICH et al., 1998), linfocitos T e B (BLASER et
al., 1998; ZUNIGA et al., 2001) e células endoteliais (LA et al., 2003; GIL et al.,
2006a; GIL et al., 2006b), sugerindo um importante papel na geragcdo e manutencao
da tolerancia imunoldgica. A expressao, secrecdo e distribuicdo celular dessa
proteina sao altamente susceptiveis a modulacdo por diferentes estimulos
inflamatorios, como por exemplo, peptideos quimiotaticos, lipopolissacarideos (LPS),
fator-a de necrose tumoral (TNF-a) e carragenina (RABINOVICH et al., 2002; GIL et
al., 2006a).

As propriedades anti-inflamatérias da Gal-1 foram avaliadas em varios
modelos de inflamacgdo cronica e auto-imunidade, incluindo uveite, encefalomielite
autoimune, artrite, hepatite e diabetes (RABINOVICH et al., 1999a; SANTUCCI et al.,
2000; TOSCANO et al., 2006; HOKAMA; MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2008). Essa
proteina participa da interagdo da superficie celular com a matriz extracelular por
meio de ligacOes a proteinas glicoconjugadas (BARONDES et al., 1994). A Gal-1 foi
encontrada no epitélio pigmentado da retina, na membrana limitante externa e
camada plexiforme externa em retinas bovinas e murinas (UEHARA; OHBA;
OZAWA, 2001), podendo estar envolvida na adesdo das camadas externas de
fotorreceptores e plexiforme por meio da interacdo do seu CRD com residuos de -
galactosideos na matriz entre os fotorreceptores.

A presenca da Gal-1 na matriz extracelular das membranas epirretinianas, na
vitreorretinopatia proliferativa, foi mostrada por Alge e colaboradores (2006). Esses
pesquisadores propuseram que a migracdo do epitélio pigmentado da retina,
induzido pelo fator de crescimento do hepatécito (HGF), pode ser dependente, ao
menos em parte, da Gal-1 e dos seus mecanismos de acdo galactosideo-
dependentes.

A acao inibitéria da Gal-1 exdgena, no recrutamento leucocitario, foi avaliada
em uma série de condi¢bes in vivo e in vitro (RABINOVICH et al., 2000; LA et al.,
2003; GIL; GULLO; OLIANI, 2010). No nosso laboratério avaliamos a expressao
dessa proteina em células endoteliais e neutréfilos humanos durante o processo de
transmigracgédo induzido por IL-8 (GIL et al., 2006b). Os resultados obtidos sugeriram
que as pequenas quantidades de Gal-1 endodgena, encontradas nos neutrofilos
transmigrados, indicam um processo de secre¢cdo. Resultados semelhantes também
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foram observados na migracdo de neutrofilos in vivo, em modelo de peritonite em
ratos (GIL et al., 2006a).

A ocorréncia de anticorpos circulantes anti-Gal-1, no soro de pacientes com
uveite auto-imune e infecciosa, foi investigada por Romero et al., (2006). Esses
pesquisadores mostraram a associac¢ao dos anticorpos anti-Gal-1 com a progressao
da doenca ocular. A administracdo sistémica de Gal-1 recombinante (rGal-1), na
uveite auto-imune experimental, foi investigada por Toscano et al., (2006), os quais
concluiram que o tratamento com a rGal-1 resultou na reducédo da infiltracao
leucocitaria e inibicdo da imunidade mediada por células T.

Diante dessas consideracdes, e da necessidade de novas terapias para o
tratamento das inflamacdes oculares em substituicdo as atuais, como por exemplo,
0os corticosteroides que apresentam efeitos adversos (DUNN, 2004), nos
investigamos, in vitro, a expressao e localizacdo da proteina Gal-1 nas células
epiteliais pigmentadas da retina humana apds ativacao pelo inflamégeno LPS, bem
como o efeito da administracdo da Gal-1 nessas células, em busca de uma

alternativa terapéutica ocular inovadora.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Em funcdo da importancia no entendimento do potencial anti-inflamatorio da
galectina-1 (Gal-1) na interacdo com o epitélio pigmentado da retina, o objetivo geral
das nossas investigacdes foi avaliar, in vitro, essa proteina enddégena apoés ativacao
pelo inflamogeno lipopolissacarideo (LPS) e administragdo da Gal-1 recombinante
humana (hrGal-1) na linhagem de células epiteliais pigmentadas da retina humana
(ARPE-19).

2.2. Objetivos especificos

Nas células ARPE-19, preservadas no meio de cultura controle, apés ativacao
com LPS e tratamentos com hrGal-1 ou dexametasona (Dex), nos periodos de 0, 2,

8, 24 e 48 horas, foram analisadas 0s seguintes aspectos:

i) a morfologia apos os diferentes tempos e condicbes experimentais, pela

microscopia de luz;

i) a citotoxicidade dos tratamentos farmacoldgicos por meio dos ensaios de

viabilidade celular;

iii) a expresséao e localizacdo da Gal-1 endogena nas células controle, ativadas

pelo LPS e LPS/Dex, por meio da reacao de imunocitoquimica ultraestrutural;

iv) as dosagens das citocinas, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IL-18 e MCP-1 nos
sobrenadantes das células nas diferentes condi¢cbes experimentais, pelo método
de ELISA;

V) o efeito anti-inflamatdrio da Gal-1 pela utilizacdo de hrGal-1 nas dosagens de
0,04; 0,4 e 4 ng/mL;

vi) a acdo da Gal-1 nas dosagens das citocinas, pela adicdo na cultura dos
acucares com ou sem afinidade pelo seu dominio reconhecedor de carboidrato

(CRD), respectivamente [-galactose e sucrose, pelo método de ELISA,;

vii) a expressao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), nas células em todas as

condicOes experimentais, pelo método de imunofluorescéncia.



3. MATERIAL E METODOS
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Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de
Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, S&o José do Rio Preto e conduzidos de acordo
com as normas da Comissdo de Etica em Pesquisa do IBILCE/UNESP (Parecer
041/11), cujo estudo foi dispensado de acompanhamento pelo Comité por envolver
apenas linhagem celular (Anexo).

3.1. Cultivo dalinhagem celular ARPE-19

A célula ARPE-19 (derivada do epitélio pigmentado da retina de olho humano
normal) (American Type Culture Collection — ATCC), obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro, constitui uma linhagem celular que reuniu as melhores condi¢cbes
técnicas para o desenvolvimento desse projeto. Essas células foram cultivadas em
uma mistura (1:1) de meio Dulbecco Eagle modificado e Ham F-12 (DMEM:F-12)
(Cultilab, Br), de acordo com Dunn et al., (1996). A concentracdo usada foi de
10%células/35mm por amostra, contendo meio DMEM:F-12 suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Cultilab, Br), 200 mM L-glutamina, 0,1 mg/mL de streptomicina
e 100 U/mL de penicilina (Invitrogen, UK). As células foram submetidas as seguintes
condicbes experimentais: cultivadas em meio completo (controle), ativadas pelo
lipopolissacarideo (LPS), ativadas e tratadas com Galectina-1 recombinante humana
(LPS/hrGal-1) e com o glicocorticoide dexametasona (LPS/Dex) e somente tratadas

com dexametasona (Dex).

3.2. Tratamentos farmacol6gicos: endotoxemia, Galectina-1 recombinante
humana (hrGal-1) e dexametasona (Dex)

Com o objetivo de determinar a melhor dose para o tratamento com a
proteina Galectina-1 e o melhor tempo experimental, as células ARPE-19 foram
inicialmente cultivadas em meio completo, como descrito no item anterior e, apos
ativadas pelo lipopolissacarideo (LPS, tipo Escherichia coli, sorotipo 0127: B8,
Sigma Chemical Co. Poole, Dorset, UK) na concentracdo de 10 pg/mL (MIMURA,
2012).

Para verificar o efeito anti-inflamatoério da Gal-1 recombinante humana (hrGal-
1) apoés ativacao das células com LPS (Peprotech, EC Ltd, London, UK), testamos
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as concentracoes de 0,04; 0,4 e 4 pg/mL (~2,7 nmol/L a 0,27 pumol/L) (RABINOVICH
etal.,, 1999a; LA et al., 2003).

Como controle da acédo anti-inflamatoria da Gal-1 nas células ativadas com
LPS utilizamos o glicocorticoide dexametasona (Dex) (Sigma-Aldrich), na
concentragéo de 1 uM (CHANG; CHOU; YU, 2010).

As investigacbes com as células ARPE-19, ativadas pelo LPS, tratadas ou
nao com hrGal-1 e Dex foram realizadas nos tempos de 2, 8, 24 e 48 horas

conforme o0 esquema abaixo.

l ARPE-19

I
LPS
10 pg/mL

I
2, 8,24 e 48 horas

I
I I I I I I
LPS LPS LPS LPS

Dexametasona
+ + + +
ntrol 1um
Controle hrGal-1 hrGal-1 hrGal-1 Dexametasona (ser:LPS)
0,04 pg/mL 0,4 pg/mL 4,0 pg/mL 1uM

3.3. Anélise da viabilidade celular

A andlise da viabilidade celular foi realizada com células tratadas de acordo
com os ensaios descrito no item 3.1 e, apds, tripsinizadas, coradas na propor¢ao de
1:1 (10 pL de amostra e 10 pL de Trypan Blue) e quantificadas no contador de

células Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, UK).

3.4. Anédlises morfolégicas das células ARPE-19

3.4.1. Analise celular pela microscopia de contraste de fase

A morfologia celular foi analisada nas diferentes condi¢cdes experimentais no
microscopio invertido OLYMPUS, CKX41, do Laboratorio de Imunomorfologia,
IBILCE/UNESP de Sé&o José do Rio Preto — SP.
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3.4.2. Avaliacdo celular pelas microscopias de luz e eletrbnica de

transmissao: fixacdo, processamento e inclusao

As células foram fixadas em glutaraldeido a 0,5% e paraformaldeido a 4%,
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.4 por 24 horas, a 4°C. Em seguida, foram
lavadas no mesmo tampéo, desidratadas em série crescente de metanol (Merck-
Germany) e pré-incluidas em mistura de metanol a 100% e resina LRGold (London
Resin Co., Reading, Berkshire, UK), em partes iguais, durante 24 horas, a — 20°C.
Apés, foram incluidas na resina LRGold pura por 24 horas, a -20°C e, expostas a luz
ultravioleta (OLIANI et al., 2001).

Cortes de 1 pm foram obtidos no micr6tomo (Reichert Ultracut; Leica, Austria)
para as analises morfoldgicas. Posteriormente, as células foram coradas com azul
de toluidina a 1%, em solucéo de bérax 1% (TAAB Laboratories, Aldermaston, UK).
As fotomicrografias foram obtidas no microscopio ZEISS AXIOSKOP 2, do
Laboratério de Imunomorfologia, IBILCE/UNESP, Séo José do Rio Preto, SP.

Para as andlises imunocitoquimicas ultraestruturais das células, cortes de
aproximadamente 50 nm foram obtidos no ultramicrétomo (Reichert Ultracut; Leica,

Austria) e coletados em telas de niquel para as analises imunocitoquimicas.

3.5. Imunocitoquimica ultraestrutural: expressao endégena da Gal-1 nas
células ARPE-19

A reacdo imunocitoquimica foi usada para detectar, em nivel subcelular, a
expressdo da Gal-1 nas células ARPE-19 controle, tratadas com LPS e LPS/Dex.
Para a deteccao dessa proteina, cortes ultrafinos (~50 nm) foram preparados e
incubados de acordo com os seguintes procedimentos: (a) duas lavagens (5 minutos
cada) em tampéao fosfato salina a 0,1 M (PBS) contendo ovoalbumina a 1% (PBEA);
(b) bloqueio em PBEA a 5% por 30 minutos; (c) monitoramento da reatividade da
Gal-1 pelo anticorpo policlonal rabbit anti-Gal-1 (Zymed, Invitrogen, UK), na diluicdo
1:100, em PBEA a 1%, por 2 horas; (d) ap0s trés lavagens (5 minutos cada) com
PBEA a 1%, o anticorpo secundario goat anti-rabbit conjugado com particulas de
ouro coloidal de 15 nm (British BioCell International, Cardiff, UK), foi adicionado
(1:50 em PBEA a 1%), e mantido por 1 hora; (e) trés lavagens (5 minutos cada) com
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PBEA a 1% e, em agua destilada (trés lavagens de 1 minuto). No controle da reacdo
0 anticorpo primario foi suprimido e usado apenas PBEA a 1%.

Apos, os cortes ultrafinos foram contrastados por 15 minutos em acetato de
uranila e citrato de chumbo, e examinados no microscopio eletronico de transmissao
ZEISS EM900, do Departamento de Morfologia e Genética, UNIFESP, S&o Paulo,
SP.

3.6. Analise quantitativa dos niveis das citocinas IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, MCP-
1 e IL-18 nos sobrenadantes pelo método de ELISA

As citocinas IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, MCP-1 e IL-1B foram avaliadas nos
sobrenadantes das células ARPE-19 pelo método de ELISA, por meio de kits de
imuno-ensaio disponiveis comercialmente (BD Pharmigen, San Diego, USA; R&D,
Minneapolis, Minneapolis, USA) com limite de deteccdo de 5000 pg/mL, de acordo
com as instrucbes dos fabricantes. As concentracbes das citocinas foram
determinadas por um leitor de densidade 6ptica (Molecular Devices Sunnyvale, CA),
utilizando curvas padrdes. Os resultados foram expressos como média + erro padrao
da média (S.E.M.) das concentracdes de citocinas (pg/mL) e todas as estimativas
realizadas em triplicata. Nas condicdes experimentais descritas no item 3.2
avaliamos as referidas citocinas.

Para determinar se a atividade anti-inflamatéria da Gal-1 nas células ARPE-
19 estava associada ao seu dominio reconhecedor de carboidrato (CRD), repetimos
0s ensaios no tempo experimental escolhido de 8 horas, analisando as citocinas proé-
inflamatérias IL-6 e IL-8. Os acucares com ou sem afinidade pelo CRD,
respectivamente, fp-galactose e sucrose, foram adicionados no tratamento

farmacolégico com a hrGal-1 (4 pg/mL), de acordo com o esquema abaixo.

I ARPE-19

LPS
10 pg/mL

LPS LI
LPS i Es
' B-Galactose Sucrose
hrGal-1 - 4,0 pg/mL hrGal-1 - 4,0 pg/mL
hrGal-1 : . v/ 100 mM 100 mMm
4,0 pg/mL B- Galactose - 100mM  Sucrose - 100 mM (sem LPS) (sem LPS)
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3.7. Analise da enzima ciclo-oxigenase 2 por imunofluorescéncia

Para detectar a enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), as células ARPE-19 foram
cultivadas em laminulas, fixadas em paraformaldeido a 4% por 24 horas e,
posteriormente, incubadas com 0s seguintes reagentes a temperatura ambiente: (a)
lavadas trés vezes com PBS por 15 minutos; (b) lavadas com polioxietilenosorbitano
monolaurato (Tween 20) (Sigma) a 0,4%, diluido em PBS, por 15 minutos; (c)
bloqueio por albumina sérica bovina (BSA) a 1%, diluida em PBS com soro normal
de goat a 3%, por 1 hora; (d) incubadas com anticorpo policlonal rabbit anti-COX-2
(Abcam, Cambridge, UK), diluicdo 1:200 em PBS, a 1,5% de soro normal de goat;
(e) lavadas trés vezes com PBS por 15 minutos; (f) incubadas com anticorpo
fluorescente FITC anti-rabbit 1gG, (Serotec, Oxford, UK), diluicdo 1:100 em PBS a
1,5% de soro normal de goat, durante 1 hora; (g) lavadas trés vezes em PBS, por 5
minutos e, posteriormente, as laminas, contendo as células, foram montadas com
uma solucdo de glicerol e PBS (1:1). Em células foram analisadas com o filtro de
comprimento de onda 546 nm, no microscopio ZEISS — AXIOSKOP 2 do Laboratorio
de Imunomorfologia, IBILCE/UNESP. A enzima foi quantificada por densitometria
(unidades arbitrarias de 0 a 255) pelo analisador de imagens, utilizando o Software

AXIVISION. Nos controles da reacéo utilizamos soro normal de goat.

3.8. Analises estatisticas

As diferencas estatisticas na expressdo da Gal-1 enddgena (quantificacédo
das particulas de ouro na imunocitoquimica ultraestrutural) e na dosagem de
citocinas foram comparadas pela ANOVA, seguidas, se significantes, pelo teste de
Bonferroni e teste t de Student. Os valores de P menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.



4. RESULTADOS
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4.1. Andlises morfolégicas das células ARPE-19

Inicialmente, nas células ARPE-19, cultivadas e analisadas no microscopio de
luz invertido de contraste de fase, observamos prolongamentos e granulos
citoplasmaticos (Figura 1a). Na microscopia de luz, essas células apresentaram os
nucleos em geral deslocados para um dos polos, volumosos, eucromaticos e com
nucléolo evidente, caracterizando uma célula com alta atividade metabdlica (Figura
1b).

4.2. Efeitos dos tratamentos farmacoldgicos sobre a viabilidade das células
ARPE-19

O efeito citotoxico dos tratamentos farmacoldgicos, em relacdo a viabilidade
das células, foi investigado nas células ARPE-19 controles, incubadas com LPS (10
pMg/mL), galectina-1 recombinante humana (hrGal-1: 0,04; 0,4 e 4 pg/mL) e o
glicorticoide dexametasona (Dex: 1uM), nos tempos experimentais de 2, 8, 24 e 48
horas. Os resultados mostraram que os diferentes tratamentos experimentais foram
de baixa citotoxicidade e permitiram suas aplicacdes nos ensaios realizados com

essas células (Figura 2).

4.3. Expressao endogena da proteina galectina-1 nas células ativadas pelo
LPS e poOs-tratadas com dexametasona

A fim de definir a localizacdo e modulacdo da proteina anti-inflamatéria Gal-1
nas células ARPE-19, nas condi¢bes controle, ativadas por LPS, tratadas ou nao
com Dex, utilizamos a técnica de imunocitoquimica ultraestrutural pds-incluséo,
usando o anticorpo policlonal rabbit anti-Gal-1. A expressao da Gal-1 nas células
dos grupos controle e ativadas por LPS, nos periodos de 2, 8, 24 e 48 horas, foi
observada na membrana plasmatica, citoplasma e nucleo (Figuras 3 a-e). Nesses
compartimentos  intracelulares, 0 grupo controle apresentou intensa
imunorreatividade da Gal-1 em relacdo as células ativadas pelo LPS e tratadas ou
nao com Dex, nos diferentes tempos experimentais. Nenhuma imunomarcacao foi

detectada nas seccgoes utilizadas como controle da reacao (Figura 3f).
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As andlises quantitativas das particulas de ouro associadas a Gal-1 mostrou
gue a expressao dessa proteina diminui apos tratamento com LPS, particularmente
nos tempos experimentais de 2 e 24 horas (Figura 3g). O tratamento com Dex
aumentou significantemente a expressdo endogena de Gal-1 apd6s 24 horas da

ativacdo com LPS em relagdo ao grupo nao tratado.

4.4. Analise dos niveis de mediadores inflamatérios nos sobrenadantes das
células ARPE-19 submetidas a endotoxina e tratadas com hrGal-1 e

dexametasona

As citocinas sao moléculas multifuncionais que desempenham papeis
importantes na defesa do hospedeiro nas reacfes inflamatorias de fase aguda. Com
esse objetivo as citocinas IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q, IL-18 e MCP-1 foram avaliadas
nos sobrenadantes das células nas condi¢cdes normais, ativadas pelo LPS, apés 2,
8, 24 e 48 horas e tratadas com hrGal-1 nas concentracdes de 0,04, 0,4 e 4 pg/mL
e Dex de 1 pM.

Nos periodos de 2, 8 e 24 horas, a administracdo de LPS aumentou a
liberacdo de IL-6 e, somente em 24 horas a IL-8 (Figura 4) pelas células em relacéo
aos controles. Enquanto, o efeito do tratamento com a hrGal-1, apés ativacédo por
LPS, na concentragcéao de 4 pg/mL, inibiu a liberacdo da IL-6 e IL-8 em 8 (Figuras 4c
e 4d) e 24 horas (Figuras 4e e 4f). Na concentracédo de 0,4 pug/mL, o mesmo efeito
foi observado em 24 horas (Figuras 4e e 4f). Curiosamente, no tempo inicial de 2
horas, nas trés concentracbes de hrGal-1 estudadas, ndo ocorreu efeito anti-
inflamatério nas células, aumentando significantemente a liberacdo da citocina IL-6
(Figura 4a).

O tratamento com Dex também teve efeito inibitério na liberacdo das citocinas
IL-6 e IL-8. No entanto, administragdo somente com Dex, nos mesmos tempos
experimentais, ndo alterou a producao das citocinas em relagdo aos controles.

Em todas as condicbes experimentais analisadas, ndo ocorreu alteracoes
significantes nos niveis de IL-6 e IL-8 apOs 48 horas (dados ndo mostrados). No
entanto, a citocina MCP-1 somente apresentou aumento significante apos 48 horas
da ativacéo das células ARPE-19 pelo LPS (901 + 222 pg/mL) em relacédo ao grupo
controle (118 £ 7; P < 0,05). Os niveis das citocinas IL-10, TNF-a e IL-13 foram
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detectados em baixos niveis (0.15 £ 1.5 pg/mL), sem diferencas significantes entre

0s grupos (dados ndo mostrados).

4.5. Papel do dominio reconhecedor de carboidrato (CRD) da Gal-1 na

liberag&o das citocinas pro-inflamatoérias IL-6 e IL-8

Para avaliarmos se a atividade anti-inflamatodria da Gal-1, nas células ARPE-
19, estava associada ao seu CRD, repetimos 0s ensaios experimentais no periodo
de 8 horas. Adicionamos no tratamento farmacolégico com hrGal-1 (4 pg/mL) os
acucares com ou sem afinidade pelo CRD, respectivamente, -galactose e sucrose
(100 mM) (Figura 5).

A ativacdo das células ARPE-19 pelo LPS aumentou significantemente a
liberacdo das citocinas IL-6 (Figura 5a) e IL-8 (Figura 5b), como observado
anteriormente, enquanto esse efeito € inibido pelo tratamento com hrGal-1 e Dex. A
adicdo dos acgucares B-galactose e sucrose nao alterou a atividade anti-inflamatoria
da hrGal-1 na producdo dessas citocinas, indicando que nas células ARPE-19 o
mecanismo de acdo da Gal-1 parece ser independente do CRD. Os tratamentos
isolados nessas células com Dex, [B-galactose e sucrose mostraram efeito

semelhante ao grupo controle (Figuras 5a e 5b).

4.6. Expresséao daenzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) nas células ARPE-19

Os ensaios de imunofluorescéncia para a enzima COX-2, responsavel pela
formacdo de importantes mediadores bioldgicos denominados prostanoides, foram
conduzidos nas células controle, LPS, LPS/hrGal-1 e LPS/Dex, em 8 e 24 horas. Em
relacdo as células controles (Figuras 6a e 7a), a ativacdo pelo LPS aumentou a
imunorreatividade para COX-2 no citoplasma (Figuras 6b e 7b). O tratamento
farmacolégico com hrGal-1 (4 pg/mL) diminuiu a imunorreatividade da COX-2 no
citoplasma dessas células nos periodos de 8 e 24 horas (Figuras 6¢ e 7c) quando
comparamos com as células sem tratamento (Figuras 6b e 7b). Apds o tratamento
com Dex observamos expressdo aumentada da enzima no citoplasma e nucleo,
apos 8 horas (Figura 6d), e menos intensa no em 24 horas (Figura 7d), em relacéo
as células somente ativadas com LPS (Figuras 6b e 7b). Auséncia de
imunofluorescéncia nas células ARPE-19 apds incubagdo com soro ndo imune

(dados n&o mostrados).
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As analises densitométricas confirmaram as observagdes morfolégicas
mostrando aumento significante da expressdo de COX-2 no citoplasma das células
ativadas por LPS, apds 8 e 24 horas (Figuras 6e e 7e). A administracdo da hrGal-1
diminuiu significantemente os niveis dessa enzima no citoplasma em relacdo as
células nédo tratadas, nos dois tempos experimentais analisados. Efeito semelhante
foi observado com Dex no nudcleo e citoplasma dessas células, apdés 24 horas. No
entanto, apos 8 horas, esse glicocorticoide aumentou significantemente a expressao

de COX-2 nos dois compartimentos celulares.



5. DISCUSSAO
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A inflamacdo é o principal fator contribuinte para o comprometimento
funcional do epitélio pigmentado da retina (EPR) (LEUNG; BARNSTABLE;
TOMBRAN-TINK, 2009), levando ao surgimento de inumeras doencas
oftalmologicas, uma vez que esse epitélio desempenha varias fun¢cdes metabdlicas e
de apoio na retina sensorial (STEINBERG, 1985; STRAUSS, 2005; HAMILTON;
LEACH, 2011). Nos tratamentos desses processos intraoculares sao utilizados, em
geral, os corticosteroides (AGRAWAL et al., 2010; CUNNINGHAM; WENDER, 2010;
LEE; FOSTER, 2010). cujos efeitos adversos conduzem ao estudo de novas
alternativas terapéuticas.

As propriedades anti-inflamatérias da galectina-1 (Gal-1) foram avaliadas em
varios modelos de inflamacdo crénica e auto-imunidade, incluindo uveite,
encefalomielite autoimune, artrite, hepatite e diabetes (RABINOVICH et al., 1999b;
SANTUCCI et al., 2000; TOSCANO et al.,, 2006; ILARREGUI et al., 2009). No
entanto, sdo poucos os relatos da expressédo dessa proteina em tecidos oculares ou
em condi¢cOes patologicas. Por essas razdes, 0 presente estudo teve como objetivo
definir o perfil da expressdo da proteina Gal-1 e sua acdo anti-inflamatéria nas
células ARPE-19 (linhagem do epitélio pigmentado da retina humana) normais e
ativadas por lipopolissacarideo (LPS). Essa foi a linhagem de escolha, exatamente
pela relevancia das caracteristicas fenotipicas e funcionais dessas células humanas
nos eventos inflamatérios e, também, pela possibilidade de comparar e confirmar os
dados in vivo obtidos no nosso laboratorio em tecidos oculares de roedores.

Inicialmente, verificamos pelo ensaio de viabilidade celular que as dosagens
previamente determinadas de LPS, Gal-1 e dexametasona n&o apresentaram
citotoxicidade para as células ARPE-19 por um periodo de 48 horas.

Considerando nosso interesse em estudar o efeito da Gal-1 nessa linhagem
celular, investigamos sua expressao e localizacdo enddgena pela microscopia
eletrbnica de transmisséo, cujos resultados mostraram imunorreatividade para a Gal-
1 na membrana plasmatica, citoplasma e nucleo das células. A ativacao das células
pelo LPS diminui os niveis endégenos da Gal-1 em todos os tempos experimentais
em relacdo aos controles. Esses dados confirmam o papel da Gal-1 na fisiologia das
células EPR controles e durante o processo inflamatério. Outras investigacdes
também demonstraram a expressédo da Gal-1 nas células EPR. Um desses estudos,

por meio da técnica de imunofluorescéncia, confirmou que a Gal-1 é produzida pelo
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EPR nas membranas de vitreorretinopatia proliferativa, e esta presente na matriz
extracelular, co-localizada com laminina e fibronectina (ALGE et al., 2006). Ensaios
in vitro, usando as células ARPE, mostraram por meio de RT-PCR que a Gal-1
enddgena é modulada positivamente durante o processo de diferenciacdo e
proliferacdo celular, particularmente sob o efeito do fator de crescimento hepético
(HGF) (ALGE et al., 2006). Ainda, a diminuicdo da expressao de Gal-1 nessas
células, induzida por RNA de interferéncia, reduz sua migracdo em resposta ao
HGF. Esses dados, em conjunto, confirmam o papel da Gal-1 na fisiologia das
células EPR como fontes potenciais dessa lectina para os tecidos oculares durante o
processo inflamatério.

Nossos estudos ultraestruturais mostraram, ainda, que apés 24 horas do
tratamento com Dex ocorreu aumento da expressao endogena de Gal-1 em relacéo
as células somente ativadas por LPS e ndo tratadas, indicando um papel do
glicocorticoide na regulacdo enddgena dessa proteina. Investigacdes prévias em
pélipos nasais (DELBROUCK et al., 2002; FERNANDES et al., 2010), incluindo
resultado do nosso laboratorio (SENA et al., 2006), também indicaram modulagéao
positiva do RNAmM e da proteina Gal-1 apés tratamento com o0s glicocorticoides
budesonida e betametasona, particularmente nos tecidos epitelial e conjuntivo. Essa
modulacdo positiva esta associada com a diminuicdo da transmigracdo de
eosindfilos para os tecidos (DELBROUCK et al., 2002).

Nas investigacdes subsequentes, avaliamos o efeito do LPS nos
sobrenadantes liberados pela célula ARPE-19, por meio da técnica de ELISA. O
estimulo pelo LPS nessas células promoveu a liberacao de mediadores envolvidos
na resposta inflamatoria, como as citocinas IL-6 e IL-8. Os resultados obtidos
mostraram aumento significante na liberacdo dessas citocinas, particularmente nos
tempos experimentais de 8 e 24 horas pés-endotoxemia em relagdo ao controle.
Esses dados corroboram outros estudos que mostraram liberagdo desses
mediadores inflamatérios nas células EPR ativadas pelo LPS (PAIMELA et al., 2007;
LEUNG; BARNSTABLE; TOMBRAN-TINK, 2009; MIMURA, 2012). A alta expressao
de IL-6 e IL-8, também foram observadas no fluido lacrimal de pacientes com
doencas do segmento anterior do olho como catarata e conjuntivite (FODOR et al.,
2006). Essas citocinas tem sido relatadas como indutoras da degeneragéo celular e
tecidual pois, camundongos knockout para IL-6, apresentam maior sobrevida de

células ganglionares da retina comparada aos animais selvagens apés injuria do
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nervo optico (FISHER et al., 2001). Além disso, a IL-8 é tOxica para neurbnios
motores primarios, efeito que pode ser revertido pela inibicdo do seu receptor IL-8RA
(DE PAOLA et al., 2007).

Diferentemente do observado nos niveis das citocinas IL-6 e IL-8 nas células
ARPE-19, os mediadores inflamatérios TNF-a, IL-10 e IL-1B foram detectados em
baixos niveis nas diferentes condicdes experimentais. Investigacdes utilizando essa
mesma linhagem celular e estimulo pelo LPS durante 24 horas mostraram baixos
niveis de deteccdo para IL-10 e IL-1B (<5pg/mL) (LEUNG; BARNSTABLE;
TOMBRAN-TINK, 2009). Enquanto, para o TNF-a os dados ainda sao conflitantes,
sendo positivos ou negativos apos estimulo por LPS (LEUNG; BARNSTABLE;
TOMBRAN-TINK, 2009, MIMURA, 2012).

A citocina MCP-1, embora detectada em niveis mais elevados nas ceélulas
ARPE-19 ap6s 48 horas de ativacdo pelo LPS, ndo apresentou diferencas
significantes quando comparamos com os demais tempos estudados e as diferentes
condi¢bes experimentais. Estudos envolvendo a ativagdo dessas células por TNF-a
(WANG et al.,, 2012) e LPS (LEUNG, BARNSTABLE, TOMBRAN-TINK, 2009)
demonstraram aumento na liberacdo de MCP-1 ap6s 24 e 48 horas, indicando um
papel importante das células EPR na regulagdo da resposta inflamatoria.

A liberag@o das citocinas IL-6 e IL-8 também foi avaliada nas céulas ARPE-19
apos endotoxemia, com ou sem tratamento da hrGal-1, nas concentragdes de 0,04,
0,4 e 4 pg/mL e dexametasona de 1 pM. Os nossos resultados mostraram que o
principal efeito anti-inflamatoério da hrGal-1, inibindo a liberagdo da IL-6 e IL-8, nos
periodos de 8 e 24 horas, ocorreu na concentracdo de 4 upg/mL. Resultado
semelhante foi obtido com dexametasona ap0s ativagcédo por LPS. Na concentracao
de 0,4 pg/mL da hrGal-1, o mesmo efeito anti-inflamatério foi observado, mas
somente em 24 horas. Diferentemente, o tratamento com a hrGal-1, nas trés
concentragfes utilizadas, em 2 horas apés endotoxemia, aumentou a liberacdo de
IL-6 e IL-8 nas células ARPE-19. Esse efeito pré-inflamatério, aumentando a
liberacdo de IL-6 e TNF-a ap0s 48 horas da incubacdo com Gal-1, também foi obtido
com mondécitos humanos isolados e diferenciados sob o estimulo de IL-4
(LEVRONEY et al., 2005; FULCHER et al., 2006).

O entendimento dos mecanismos pelos quais a Gal-1 modula as respostas
celulares nos processos inflamatérios ainda ndo estd completamente determinado,

especialmente nos modelos oculares. No entanto, a capacidade imunomoduladora
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da Gal-1, na secrecéo de citocinas, tem sido evidenciada em modelos experimentais
de doencas auto-imunes ou inflamatérias agudas, reduzindo os niveis de TNF-q,
interferon-y  (IFN-y), IL-1B8, IL-2 e IL-12 e, aumentando IL-5 e IL-10,
consequentemente regulando a atividade dos leucécitos (RABINOVICH et al.,
1999b; SANTUCCI et al., 2003; GIL; GULLO; OLIANI, 2010). Ensaios in vivo
mostraram que a pré-administragdo da Gal-1 inibe o extravasamento de células
polimorfonucleares (PMNs) para a cavidade peritoneal depois de 4 horas da
aplicacdo de carragenina em ratos (GIL et al.,, 2006a), IL-1B (LA et al., 2003) e
zymosan em camundongos (GIL; GULLO; OLIANI, 2010). Ainda, estudos revelaram
gue a Gal-1 exdgena é capaz de interferir nas etapas especificas do rolamento e
adesao firme dos neutréfilos no endotélio, diminuindo a transmigracdo celular para o
tecido (COOPER; NORLING; PERRETTI, 2008).

Em funcao da importancia no entendimento da acao anti-inflamatéria da Gal-1
e, com o objetivo de esclarecer se sua atividade nas células ARPE-19 estava
associada ao seu CRD, avaliamos o efeito anti-inflamatério adicionando os agucares
B-galactose e sucrose nas culturas e analisando as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e
IL-8, em 8 horas. A adi¢do dos acucares nao alterou a atividade anti-inflamatéria da
Gal-1 sobre a producdo dessas citocinas, sugerindo que nas células ARPE-19, o
mecanismo de acdo da Gal-1 é independente do CRD. Inversamente, estudo in vitro
(ALGE-PRIGLINGER et al., 2009) mostrou que a Gal-1, aléem da atividade anti-
inflamatoria, inibe a adesdo e migracao das células do epitélio pigmentado da retina
humana, efeito dependente do CRD. Um melhor entendimento desses mecanismos
regulatérios nas células ARPE-19 ainda deverao ser analisados.

Finalmente, para complementar a investigacéo do efeito da Gal-1 na resposta
inflamatéria nas células, avaliamos a expressdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2),
enzima fortemente ativada durante um estimulo inflamatério, desencadeando um
importante papel na producdo dos prostanoides. Por meio da técnica de
imunofluorescéncia, a expressdo da COX-2 nessas células, apos o processo de
endotoxemia, aumentou no citoplasma ap6s 8 e 24 horas em relacdo as células
controles. Esse resultado da inducéo do LPS nas células ARPE-19 corrobora estudo
prévio realizado em nosso laboratério (MIMURA, 2012). Outra investigacédo, também
usando essas células (LUKIW et al., 2006), mostrou expressao positiva da COX-2 e
resultados nédo significantes para COX-1 e COX-3, apés 8 horas de ativacéo pelo IL-
18 e TNF-a.
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Os nossos resultados mostraram ainda que nas ceélulas ARPE-19, ocorre
apos endotoxemia e tratamentos com a hrGal-1 diminuicdo da imunorreatividade
para a COX-2 no citoplasma em 8 e 24 horas e, com dexametasona em 24 horas.
Inversamente, estudo in vitro mostra altos niveis do RNAm de COX-2 e Gal-1 por
RT-PCR e diminuicdo da expressdo dessa enzima ap0s silenciamento do gene da
Gal-1 em linhagens de células de adenocarcinoma de pulméo (CHUNG et al., 2012).
Esse silenciamento foi associado com diminuicdo dos niveis das quinases pelas vias
de sinalizagdo p38 MAPK, ERK1/2 e JNK. Ainda, esses pesquisadores mostraram
gue a adicao de hrGal-1 (100 ng/mL) na cultura dessas células nao altera os niveis
de COX-2. Esses dados sugerem um papel da Gal-1 enddégena, mas ndo da
proteina exdgena, na regulacdo da COX-2. Os resultados contraditorios, obtidos em
relacéo aos tratamentos enddgenos e exdgenos com a Gal-1, podem ser explicados
pelo uso de diferentes linhagens celulares e concentracdes de hrGal-1.

Sumarizando os dados obtidos, n6s mostramos que a proteina Gal-1 tem um
efeito anti-inflamatorio, ndo mediado por seu CRD, inibindo a liberacdo de IL-6 e IL-8
guando administrada nas células EPR humanas (ARPE-19) apos ativagao pelo
inflamégeno bacteriano LPS. No tecido ocular, as células EPR representam uma
fonte potencial de Gal-1 nos processos inflamatérios, podendo atuar na regulagéo da
migracdo de leucdcitos, particularmente neutréfilos (GIL et al., 2006a; GIL; GULLO;
OLIANI, 2010) e eosinofilos (DELBROUCK et al., 2002).

Além do exposto, deve ser salientado que o EPR desempenha um papel
imunolégico na retina, podendo fagocitar patégenos (IRSCHICK et al., 2004) e
secretar mediadores imunossupressores que podem diminuir a resposta inflamatoria
como PEDF, trombospondina e somatostatina (ZAMIRI et al., 2005; ZAMIRI et al.,
2006; DETRICK; HOOKS, 2010). Dessa maneira, os dados obtidos nesse trabalho
apontam a importancia das células ARPE-19 como um alvo potencial de atividades
imunolégicas envolvendo a acdo da proteina Gal-1, tendo em vista as aplicacfes
dessa proteina como uma possivel alternativa terapéutica nas doencas inflamatorias

oculares.
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Os resultados obtidos com as células do epitélio pigmentado da retina

humana (linhagem ARPE-19), nas condi¢cdes experimentais propostas, incluindo

tratamento farmacologico com a proteina recombinante humana Galectina-1 (hrGal-

1) permitem concluir:

1.

Os tratamentos farmacoldgicos com o inflamégeno lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), LPS/hrGal-1, Dexametasona (Dex) e LPS/Dex, ndo séo citotoxicos em

relacéo as células controles.

Nas observacdes ultraestruturais, as células ARPE-19 apresentam alta
expressdo da Gal-1 enddégena no grupo controle em relacdo aos submetidos a
edotoxina apoés 2, 8, 24 horas e, aumenta significativamente no poés-tratamento

em 24 horas.

Nos sobrenadantes das células, o inflamégeno LPS aumenta a liberacdo das
citocinas pro-inflamatorias, 1L-6 apos 2, 8 e 24 horas e IL-8 em 24 horas, e ndo
apresentam diferencas significantes no periodo de 48 horas em todos os grupos

experimentais propostos.

. As citocinas IL-10, TNF-a e IL-1B sdo detectadas nos sobrenadantes em baixos

niveis (<5pg/mL) em todas as condi¢cdes experimentais analisadas.

. A citocina MCP-1, somente apresenta aumento significante apds 48 horas do

estimulo inflamat6rio em relacdo as células controles.

. A proteina recombinante humana Gal-1, na dosagem de 4 pg/mL, possui efeito

anti-inflamatorio nas células ativadas por endotoxina.

Na cultura das células ARPE-19, a adicao dos acucares com ou sem afinidade
pelo seu dominio reconhecedor de carboidrato (CRD), respectivamente [-
galactose e sucrose, ndo altera a atividade anti-inflamatéria da Gal-1 na

liberacdo das citocinas IL-6 e IL-8.
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8. O tratamento farmacolégico com a hrGal-1, apés 8 e 24 horas do estimulo
inflamatorio, atua seletivamente na diminuicdo da expressao do mediador COX-2

e, somente apos 24 horas com Dex.

Associadas, essas conclusbes mostram que a Gal-1 estd envolvida na
fisiologia do EPR nas condi¢bes normais e durante o estimulo inflamatério. Desse
modo, 0S nossos resultados apontam essa proteina como um alvo promissor para

terapias inovativas no tratamento de inflamacgdes oculares.
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Figura 1. Andlises morfologicas das células ARPE-19. [a] Células cultivadas em
meio DMEM:F12 completo foram observadas no microscopio invertido de contraste
de fase mostrando prolongamentos e granulos citoplasmaticos (setas). [b] Na
microscopia de luz essas células mostram nucleo (N) em geral deslocado para um
dos polos, volumoso, eucromatico e nucléolo evidente, caracterizando uma célula
com alta atividade metabdlica. Inclusdo: LR Gold. Coloracdo: Azul de Toluidina.

Barra: 10um.
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Figura 2. Efeitos dos tratamentos farmacol6gicos na viabilidade e proliferacéo
das células ARPE-19. Curvas de viabilidade celular apds tratamentos
farmacologicos, nos periodos de 2, 8, 24 e 48 horas. Em todos os tempos
experimentais, as amostras ativadas com LPS e tratadas com galectina-1 (hrGal-1) e

dexametasona (Dex) apresentam viabilidade semelhante as células controles.
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Figura 3. Detecc¢do imunocitoquimica ultraestrutural da localizagdo subcelular
da proteina Gal-1 enddgena nas células ARPE-19 ativadas pelo LPS e tratadas
ou ndo com dexametasona. [a-e] Imunomarcagéo com particulas de ouro de 15nm
(Gal-1) na membrana plasmatica (cabeca de seta), citoplasma (setas) e nucleo (N)
nas células controle (CR), ativadas por LPS (2, 8 e 24 horas) e tratadas com
dexametasona apos 24h. Grupo controle mostra intensa imunorreatividade da
proteina [a] em comparacdo as células ativadas por LPS [b-e]. [f] Auséncia de
imunorreatividade para a Gal-1 em células utilizadas como controle da reacao.
Mitocondria (m). Barra: 0,5um. [g] Densidade das particulas de ouro coloidal
associadas a proteina Gal-1. Os dados representam as médias =+ SEM de 10 células
analisadas por grupo. *P < 0.05, **P < 0.01 e ***P < 0.001 versus grupo controle e #P
<0.05 versus LPS 24horas.
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Figura 4. Efeito dos tratamentos com a proteina Gal-1 recombinante humana
(hrGal-1) nos sobrenadantes das células ARPE-19 submetidas a endotoxemia.
Dosagem das citocinas IL-6 (a;c;e) e IL-8 (b;d;f). As células foram ativadas pelo LPS
(10 pg/mL), tratadas com hrGal-1 (0,04; 0,4 e 4 ug/mL) ou dexametaxona (Dex:
1uM) e, os sobrenadantes, coletados apoés 2, 8, 24. Os valores foram demonstrados
como média = S.E.M.. *P < 0,05, *P < 0,01, **P < 0,001 versus controle, “P < 0,05,
*P < 0,01, *P < 0,001 versus LPS.
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Figura 5. Papel do dominio reconhecedor de carboidrato (CRD) da Gal-1 na
liberacdo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e IL-8 nos sobrenadantes das
células ARPE-19. Dosagem das citocinas IL-6, IL-8 e adicdo dos acgucares com ou
seu afinidade pelo CRD, respectivamente, B-galactose e sucrose. As células foram
ativadas pelo LPS (10 pg/mL), tratadas com hrGal-1 (4 pg/mL) ou dexametasona
(Dex: 1pM) e, os sobrenadantes, coletados apds 8 horas. Os valores foram
demonstrados como média + S.E.M.. ***P < 0,001 versus controle, *P < 0,05, P <

0,01, P < 0,001 versus LPS.
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Figura 6. Andlise da proteina Gal-1 sobre a expressdo da enzima ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) nas células ARPE-19 previamente submetidas a
endotoxemia por 8 horas por meio da imunofluorescéncia. [a] Célula controle.
[b] Célula apdés endotoxemia, com positividade para COX-2, predominantemente
citoplasmatica. [c] Pds-tratamento com hrGal-1 (4 pg/mL) diminui imunorreativadade
citoplasmatica. [d] Célula ativada pelo LPS e tratada com Dex (1 pM) apresenta
aumento da imunorreativade no citoplasma e nucleo. Filtro: 546 nm de comprimento
de onda. Barra: 10 um. [e] Andlises densitométricas da expressao da COX-2. Os
resultados foram obtidos como média + S.E.M. do indice densitométrico das células
de trés experimentos independentes. *P < 0,05, **P < 0,001 versus controle; *P <
0,05, P < 0,001 versus LPS.
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Figura 7. Andlise da proteina Gal-1 sobre a expressdo da enzima ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) nas células ARPE-19 previamente submetidas a
endotoxemia por 24 horas por meio da imunofluorescéncia. [a] Célula controle.
[b] Célula ap6s endotoxemia, com positividade para COX-2 predominantemente
citoplasmatica. [c] Pds-tratamento com hrGal-1 (4 pg/mL) diminui imunorreativadade
citoplasmatica. [d] Célula ativada pelo LPS e tratada com Dex (1 pM) apresenta
fraca imunorreatividade no citoplasma e nucleo. Filtro: 546 nm de comprimento de
onda. Barra: 10 um. [e] Andlises densitométricas da expressdo da COX-2. Os
resultados foram obtidos como média + S.E.M. do indice densitométrico das células
de trés experimentos independentes. ***P < 0,001 versus controle; **P < 0,001

versus LPS.
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