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""Tudo que esta no plano da realidade ja foi sonho um dia."”
(Leonardo da Vinci)

“O correr da vida embrulha tudo. A vida é assim, esquenta e

esfria, aperta e depois afrouxa, aquieta e depois desinquieta. O que
ela quer da gente é coragem. O que Deus quer é ver a gente
aprendendo a ser capaz de ficar alegre e amar, no meio da alegria.
E ainda mais no meio da tristeza. Todo o caminho da gente é
resvaloso, mas cair ndo prejudica demais, a gente levanta, a gente
sobe, a gente volta”.

(Jodo Guimardes Rosa em “Grande Sertdo Veredas”, 1956).



RESUMO

Introducéo. A galectina-1 (Gal-1) é uma proteina de 14,5 kDa com afinidade aos 13-
galactosideos que contribui para a homeostase da inflamacéo, regulando o processo
de transmigracéo dos leucadcitos e liberacédo de citocinas. Contudo, o papel da Gal-1
em olhos normais e inflamados tem sido pouco estudados. Objetivo. Analisar o
efeito do tratamento farmacol6gico com a Gal-1 recombinante (rGal-1) nos olhos de
roedores utilizando dois modelos experimentais de conjuntivite. Métodos. Para o
modelo de conjuntivite alérgica (CA), camundongos Balb/c machos foram
imunizados via subcutanea com 5 ug de ovalbumina (OVA) nos dias 0 e 7. Nos dias
14-16, 0,3 pg/animal de Gal-1 foi instilado no saco conjuntival seguida, apds 15 min,
do desafio com 250 ug de OVA. Os animais SHAM (grupo controle) receberam soro
fisiologico estéril. Apos 4 e 24h do ultimo desafio, os animais foram eutanasiados
para coleta de sangue, olhos e palpebras. Para o outro modelo de conjuntivite, ratos
Wistar machos receberam no saco conjuntival do olho direito instilagdo do composto
48/80 (C48/80; 100 mg/mL), um secretagogo dos mastdcitos. Como controle, o olho
contralateral (esquerdo) foi instilado apenas com PBS. Outros ratos receberam em
ambos os olhos instilacdo de 0,3 ou 3 pg/olho de Gal-1 ou 40 mg/mL de
cromoglicato de sédio (SCG), e ap6s 10 minutos, o C48/80 (olho direito) ou PBS
(olho esquerdo - controle). ApGs 6h, os animais foram eutanasiados para coleta das
palpebras e olhos. Resultados. No modelo de CA, a instilacdo de Gal-1 diminuiu a
propor¢cdo de mastécitos desgranulados e influxo de leucdcitos na conjuntiva
palpebral, assim como a produc¢ao de IFN-y, em comparagcdo com o grupo CA nao
tratado. A conjuntivite induzida pelo C48/80 provocou edema de palpebras,
conjuntiva e lacrimejamento, sinais clinicos reduzidos pela administracdo de Gal-1
(0,3 e 3 ng) e SCG. Corroborando esses achados, a administragdo do C48/80
aumentou a proporcdo de mastocitos desgranulados (62%, p < 0,01) e influxo de
eosinofilos na conjuntiva palpebral em comparacdo com o controle (32%). Os
tratamentos com Gal-1 (0,3 e 3 pg) e SCG reverteram esses efeitos, apresentando
menor propor¢cdo de mastocitos desgranulados (31-36%) e eosindfilos, observagdes
confirmadas pela presenc¢a de maiores niveis de histamina e peroxidase eosinofilica
nos macerados dos olhos. Além disso, os tratamentos com Gal-1 (3 pyg) e SCG

diminuiram os niveis de IL-4, bem como a ativacdo das quinases ativadas por



mitdgenos (p38, ERK e JNK) em relacdo aos olhos ativados pelo C48/80 e nao
tratados. Conclusdo. Nossos dados evidenciam que o tratamento farmacolégico por
instilacdo ocular de Gal-1 tem um potente efeito imunomodulador nos dois modelos
de conjuntivite, indicando esta lectina como um importante alvo terapéutico na

alergia ocular.

PALAVRAS-CHAVE: eosindfilo, inflamacédo, mastoécito, olho, quinases ativadas por

mitdégeno.



ABSTRACT

Introduction: Galectin-1 (Gal-1) is a 14.5 kDa protein with affinity for 3-galactosidey
that contributes to inflammatory homeostasis, regulating leukocyte transmigration
and cytokine release. However, the role of Gal-1 in normal and inflamed eyes has
been little studied. Objective: To analyze the effect of pharmacological treatment
with recombinant Gal-1 (rGal-1) on the eyes of rodents using two experimental
models of conjunctivitis. Methods: Male Balb / ¢ mice were divided into five groups
(AC 4 | 24h; AC + rGal-14/24, sham), immunized subcutaneously with 5 ug
ovalbumin (OVA, grade V), and on days 14-16 pre-treated with instillation of r Gal-1
(0.3 ug / animal) and challenged after 15 minutes with OVA with 250 ug of OVA in the
conjunctival sac. SHAM animals received sterile saline. After 4 and 24 hours of the
last challenge the animals were euthanized for collection of blood, eyes and eyelids.
In another set of experiments, male Wistar rats were divided into four experimental
groups (I to 1V) and controls (n = 6-10 / group). Conjunctivitis was induced by
instillation of the compound 48/80 (C48 / 80) 100 mg / mL in the conjunctival sac of
the right eye, group I. As control, the contralateral (left) eye was instilled only with
PBS. Groups I, lll and IV received pharmacological pre-treatment with 0.3 ug / eye of
rGal-1, 3 ug / eye of rGal-1, and 40 mg / mL of sodium cromoglycate (SCG),
respectively, and after 10 minutes, the 48/80 or PBS (control eyes) was instilled. After
6 hours, the animals were euthanized for collection of the eyelids and eyes.

Results: In the AC model the histological analysis of the palpebral conjunctiva
showed a reduction in the proportion of degranulated mast cells (40%) compared to
the untreated AC group (61%) after 24 h of the last OVA challenge. At the same
experimental time, the effect of rGal-1 was also associated with lower influx of
leukocytes to the palpebral conjunctiva. Thus, the exogenous action of Gal-1 is
associated with the reduction of mast cell activation in the AC experimental model
and, consequently, in the regulation of ocular allergy C48 / 80-induced conjunctivitis
caused eyelid edema, conjunctiva and tearing, clinical signs that were associated
with a significant increase in the proportion of degranulated mast cells in the
palpebral conjunctiva compared to the control group and were reversed after rGal-1 (
0.3 and 3 ug) and sodium cromoglycate (40 mg / mL), confirming the regulatory effect
of Gal-1 on mast cell activation. As expected, a significant increase in the proportion



of degranulated mast cells (62%, p <0.01) and lower levels of histamine was
exhibited after administration C48 / 80 compared to control (32%). This effect was
reversed by rGal-1 and SCG treatments that reduced mast cell degranulation (31-
36%), eosinophil migration and eosinophil peroxidase (EPX) expression in the eyes.
Treatments with rGal-1 (3 ug) and SCG also decreased IL-4 levels, as well as the
activation of mitogen-activated protein kinases (p38, ERK and JNK) compared to
untreated C48 / 80 eyes. Conclusion: Our data evidenced that ocular
pharmacological treatment by instillation of rGal-1 has a potent immunomodulatory
effect in the two models of conjunctivitis, indicating this lectin an important

therapeutic target in ocular allergy

KEYWORDS: eosinophil, eye, inflammation, mast cell, mitogen-activated protein

kinases.
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1. INTRODUCAO

1.1. Conjuntiva

A conjuntiva, estrutura acessoria do globo ocular, € uma membrana mucosa
fina transparente. Anatomicamente, essa membrana esta localizada na margem
periférica da cornea, sobre a esclera (conjuntiva bulbar), fornix do saco lacrimal
(conjuntiva forniceal) e superficie interna das palpebras (conjuntiva palpebral) (Figura
1) (PAULSEN; BERRY, 2006; ROSS; PAWLINA, 2012). A conjuntiva apresenta
epitélio estratificado formado por 2 a 8 camadas de células com forma cilindrica a
pavimentosa, dependendo de sua localizacdo, sustentado pela lamina propria
composta de tecido conjuntivo frouxo. No epitélio podem ser observadas também
células caliciformes, cuja secrecdo compde o filme lacrimal, células de Langerhans e
melandcitos (HOANG-XUAN; BAUDOUIN; CREUZOT-GARCHER, 2001). Ainda, na
regido da conjuntiva palpebral, podem ser localizadas as glandulas tarsais (de
Meibémio), glandulas sebaceas que secretam camada oleosa que retarda a
evaporacao da camada lacrimal, e as glandulas lacrimais acessorias (de Krause e de
Wolfring), glandulas de secrecéo serosa (ROSS; PAWLINA, 2012).

Glandulas lacrimais acessorias:
~——p Glandula de Krause
3 Glandula de Wolfring

Glandula tarsal (de Meibémio)

Conjuntiva palpebral

» Células caliciformes

» Conjuntiva forniceal

Figura 1. Anatomia da conjuntiva. A conjuntiva consiste em trés segmentos: bulbar, forniceal e
palpebral. Figura retirada e modificada de PAULSEN e BERRY (2006).

A conjuntiva € um local comum para a resposta inflamatéria alérgica por ser

altamente vascularizada, possuir tecido linfoide exclusivo associado e ser
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constantemente exposta a poluentes ambientais e pélens alergénicos. A morbidade
priméria de disturbios conjuntivais da superficie anterior, que incluem a conjuntivite
alérgica (CA) e os disturbios do filme lacrimal, estdo associados a sua alta frequéncia
de desenvolvimento em vez de sua gravidade, embora as formas mais crbénicas
possam envolver a cOrnea e levam a condicbes de ameaca a visdo (KOMI;
RAMBASEK; BIELORY 2017). Assim, o sistema imunoldgico da superficie da mucosa
ocular deve discriminar entre antigenos inofensivos e potencialmente perigosos para
evitar a inflamacao desnecessaria. Esse sistema operacional representado pela figura
2 compreende mecanismos imunes inato e adaptativo que ajudam a manter a

integridade homeostatica e fisiopatoldégica da mucosa ocular (GALETTI et al., 2017).

Conjunctiva Limbus Comea

Epithelial signals
Airbome particles (TSLP, mucin, TNF-o, IL-1,
PD-L1, VEGFR3)

Microbiota antigens

Tear film = | Q) \ B =
. fa P "I &
Epithelium | - Lo
. ’ Deyr g
—p—— © |~ —Tcoo L&,
@ et (Th, —— " Cpithelial CXCL® ! ./
— " Th2, Thi7) — ; . '
Treq = e 8 o (Ag-oaded, /' chemokine  CXCL1D & - '
= @ L%, e CCRTS) o gradient CXCL1is - S
v .I > L - /.
!y [ - 8 .
=== ' ¢ Lymph node v o M #
= (@ "< chamokine & @ L
Stroma /,-’/,—/—’_:\\-‘_—x- aradient - . Blood vessel -
Blood vessal @ Sl T
Lymphatic to ) T

draining lymph node

Figura 2. Alguns dos tipos de células e intera¢g8es mais relevantes no sistema da superficie da mucosa
ocular. Antigenos (Ag) transportados pelo ar e derivados da microbiota atingem o filme lacrimal, a
camada mais externa da superficie ocular. As células epiteliais da conjuntiva e cornea, assim como as
células caliciformes (CG), formam a barreira epitelial onde também residem células dendriticas
epiteliais (DC) e linfécitos intraepiteliais (IEL). Entre todos esses tipos celulares ocorre um extenso
crosstalk por meio de fatores sollveis e receptores de membrana: fator de crescimento transformante-
B (TGF-B), linfopoetina estromal timica (TSLP), fator de necrose tumoral-a (TNF- a), interleucina-1 (IL-
1), ligante da proteina de morte programada-1 (PD-L1) e receptor do fator de crescimento endotelial
vascular-3 (VEGFR-3), entre outros. As células epiteliais também secretam as quimiocinas CCL20 e
CXCL9-11, que atraem linfocitos e DCs. Entre os linfécitos, destacam-se as células T reguladoras
(Treg) e efetoras (Teff) que desempenham um papel fundamental na toleréncia da mucosa, reprimindo

ou favorecendo a inflamacéo, respectivamente. Figura retirada de GALETTI et al. (2017).
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1.2. Conjuntivite

Em 2001, o Comité de Revisdo da Nomenclatura da Organizagdo Mundial de
Alergia (WAO) prop0s uma classificacao para a conjuntivite baseada nas reacgdes de
hipersensibilidades (JOHANSSON et al., 2001): conjuntivite alérgica (CA) mediada ou
nao pela IgE, e conjuntivite ndo alérgica. Em 2012, Leonardi e colaboradores,
atualizaram essa classificacéo incluindo a fisiopatologia das conjuntivites. Assim, no
grupo conjuntivite alérgica (CA) mediada pela IgE estdo incluidas a CA sazonal, CA
perene, ceratoconjuntivite primaveril (VKC) e ceratoconjuntivite atopica (AKC-
representa uma manifestacao ocular da dermatite atépica). No grupo CA ndo mediada
pela IgE constam a blefaroconjuntivite de contato, e também VKC e AKC. No grupo
conjuntivite ndo alérgica, a conjuntivite papilar gigante, conjuntivite irritativa e blefarite
irritativa estao incluidas. Dentre as conjuntivites a CA sazonal e perene sdo as mais
comuns e brandas, afetando de 15-20% da populacdo, enquanto as
ceratoconjuntivites representam as formas mais severas e podem afetar a cérnea e,
consequentemente apresenta, risco para a visao (FRIEDLAENDER, 2011,
LEONARDI et al., 2015; SHAKER; SALCONE, 2016).

A CA é definida como uma resposta inflamatéria iniciada por reacdes de
hipersensibilidade do tipo | (anafilatica; IgE dependente e mediada por mastécitos e
basofilos) e/ou IV (tardia; mediada por células T de memdria) ap0s exposi¢do a um
alergénio (IRKEC; BOZKURT, 2012; DELVES et al., 2013). Portanto, a CA representa
uma doenca complexa do sistema imune envolvendo a desgranula¢do dos mastocitos
na conjuntiva e a liberacdo de mediadores inflamatdrios e citocinas que provocam a
infiltracdo de células inflamatérias nesse tecido (MARBACK et al., 2007
FRIEDLAENDER, 2011). A figura 3 ilustra esses processos complexos celulares e

moleculares envolvidos na CA.
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Figura 3. Resposta alérgica desencadeada pela producdo de IgE. A ativacdo dos mastdcitos pela
reacdo cruzada alérgeno-IgE cria um ambiente de citocinas dominado pela IL-4 e pela IL-13 (1) que
favorecem o desenvolvimento de células Th2, a sintese de IgE pelos linfécitos B diferenciados e
aumento da liberacdo de mediadores pelos mastécitos (2). A subsequente liberagdo de mediadores,
tais como histamina, leucotrienos, IL-3 e IL-5, causa uma resposta inflamatéria caracterizada por
vasodilatagdo, migracdo de neutrofilos e eosindfilos, ativagdo de Th2, quebra da barreira epitelial,
aumento na producdo de secrecdo pelas células epiteliais, ocasionando o surgimento dos sinais
clinicos da conjuntivite. Figura retirada e modificada de BISCHOFF (2007).

A resposta inflamatéria da conjuntiva pode ser causada por agentes infecciosos,
tais como bactérias, virus, fungos e parasitas, ou por agentes nao infecciosos, tais
como substancias quimicas, lentes de contato e alergia (PELIKAN, 2011). Essa
inflamacé@o € o principal fator contribuinte para inUmeras desordens oculares, que
normalmente afeta estruturas adjacentes como cOrnea, as vias lacrimais e as
palpebras podendo levar a diminuicdo da acuidade visual, e até mesmo a cegueira
(MARBACK et al., 2007; PELIKAN, 2011). Os sintomas e sinais da doenca variam de
acordo com o tipo de conjuntivite, mas de forma geral os individuos apresentam
vermelhiddo, irritacdo, edema de palpebra e conjuntiva, secre¢céo aquosa ou purulenta

do olho. Ainda, o prurido e a fotofobia costumam ser bastante intensos em alguns
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casos, particularmente nos processos alérgicos, com possibilidade de lesées em
cOrnea e, consequente risco para a visao (ROSARIO; BIELORY, 2011;
FRIEDLAENDER, 2011; LEONARDI et al., 2015; SHAKER; SALCONE, 2016).

Nesse contexto, a CA é particularmente importante, pois estudos demonstram
que 20-30% da populacéo de paises industrializados, tais como os Estados Unidos,
sofre com problemas de alergia, dos quais 40-60% correspondem a alergias oculares.
Ainda, estudos epidemiolégicos demonstram alta taxa de individuos que sofrem de
alergias oculares associadas a outras manifestacdes alérgicas como rinite e asma
(ROSARIO; BIELORY, 2011; GERALDINE et al., 2013; LEONARDI et al., 2015).

No Brasil, existem poucos estudos epidemiolégicos sobre a alergia ocular. Um
desses trabalhos avaliou 207 pacientes atendidos em um centro de referéncia na
cidade de Sao Paulo, mostrando maior incidéncia de ceratoconjuntivites primaveril
(~39%) e atdpica (~39%) com predominio de formas cronicas e severas com potencial
ameaca a funcdo visual (MARBACK et al., 2007). Outro estudo realizado no Parana
avaliou 3.120 adolescentes (entre 12 e 18 anos), por meio de um questionario validado
com sintomas de CA, para verificar a prevaléncia de sintomas, comorbidades e o
impacto de alergia ocular nessa faixa etaria (GERALDINI et al., 2013). Esse trabalho
demonstrou ocorréncias de CA entre 51% dos alunos, 0s quais apresentaram maior
incidéncia de lacrimejamento (74%), fotofobia (50,1%) e sensac¢ao de corpo estranho
(37,1%) nos olhos. Ainda, mostrou que os riscos de um adolescente com alergia ocular
desenvolver asma, rinite e eczema atépico aumenta, além de uma incidéncia de
30,5% de relato de interferéncia grave nas atividades diarias (GERALDINI et al.,
2013).

Diante dos dados abordados, o estudo da CA por meio de modelos experimentais
representa uma ferramenta fundamental. Os modelos experimentais de alergia ocular
tém sido desenvolvidos utilizando-se, principalmente, trés espécies animais de
laboratorio (cobaia, rato e camundongo) imunizados com uma variedade de antigenos
gue incluem ovalbumina, pélen, acaro e pelos de gato (GRONEBERG et al., 2003;
STERN; SIESMASKO; NIEDERKORN, 2005; TAKEDA; GELFAND, 2009). Esses
modelos experimentais tém permitido o estudo eficiente da fisiopatologia da
conjuntivite relacionada as fases de inducdo e efetora da alergia, assim como
propiciam a descoberta de mecanismos moleculares e abordagens terapéuticas

potenciais.
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O tratamento farmacoldogico dos processos inflamatérios oculares,
especialmente a CA, inclui anti-histaminicos, estabilizadores da membrana de
mastocitos, anti-inflamatérios n&o esteroides e corticosteroides. Esses Ultimos,
utilizados nas conjuntivites mais severas e com maior risco de efeitos adversos, como
0 aumento da pressao intraocular e cataratogénese (FRIEDLAENDER, 2011,
PACHARN; VICHYANOND, 2013; LEONARDI et al., 2015). Nesse aspecto, a
investigacao de novos agentes farmacoldgicos que tenham maior eficacia no controle
da resposta inflamatoria com menos efeitos adversos € fundamental. Ressaltamos
como potencial agente anti-inflamatério a galectina-1 (Gal-1), proteina de 14,5 kDa
que regula o processo inflamatorio e cujas propriedades foram avaliadas em varios
modelos de inflamacao crénica e autoimunidade, incluindo encefalomielite autoimune,
artrite, uveite e hepatite (RABINOVICH et al., 1999; SANTUCCI et al., 2000;
TOSCANO et al., 2006; HOKAMA, MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2008; ILARREGUI et
al., 2009).

1.3. Galectina-1

As galectinas pertecem a uma familia de proteinas com afinidade aos R3-
galactosideos com uma sequéncia conservada de 135 aminoacidos no dominio
reconhecedor de carboidrato-CRD (LEFFLER et al.,, 2002). Essas lectinas sao
amplamente expressas em locais de inflamacéo, infecgcéo e crescimento de tumores,
representando uma nova classe de DAMPs ou RAMPs (padrbes moleculares
associados ao dano ou resolucdo, respectivamente) que ampliam ou resolvem as
respostas inflamatérias (SATO et al., 2009; MENDEZ-HUERGO et al., 2017;
SUNDBLAD et al., 2017). Em mamiferos, 15 membros dessa familia foram descritos
e clonados (LIU; RABINOVICH, 2010). Com base na organizagao estrutural, as
galectinas sao classificadas em trés subfamilias: prototipicas, tandem-repeats (do tipo
repeticdes em sequéncia) e quiméricas. 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
guimérica tem como unico representante a galectina-3 (~30 kDa), e possui um CRD e
um dominio aminoterminal 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 homoélogos (LIU; RABINOVICH, 2010).
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A expressdo da Gal-1 foi observada em varias células relacionadas com a
resposta inflamatoria, especialmente neutréfilos e mastocitos (GIL 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 geracdo e manutengcdo da
tolerancia imunoldgica. Uma vez sintetizada, as galectinas podem permanecer dentro
da célula e controlar os processos intracelulares, ou podem ser liberadas para o
espaco extracelular através de uma via ndo convencional que ainda permanece
desconhecida (CHO; CUMMINGS, 1995; LIU; PATTERSON; WANG, 2002). Além
disso, em sitios imunoprivilegiados a expressdo de Gal-1 é proeminente, tais como
placenta, testiculos e o olho, e aumenta ou diminui em condi¢Bes inflamatorias,
incluindo infeccdo microbiana, auto-imunidade, alergia, cancer, distlrbios
reprodutivos, doencas neurodegenerativas e infarto do miocardio (SUNDBLAD et al
2017). A figura 4 ilustra os diferentes papeis da Gal-1 nas células envolvidas em

respostas inflamatoérias agudas e cronicas.
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Figura 4. Papeis regulatérios da Gal-1 na imunidade inata e adaptativa. Ao interagir com uma
variedade de receptores glicosilados, a Gal-1 ativa programas regulatérios que controlam a
homeostasia de células imunes. A Gal-1 promove a resolucdo da inflamacdo aguda, modulando o
destino e a funcdo das células imunes inatas, incluindo macréfagos, DCs, mastocitos, eosindfilos e
neutréfilos. Em contraste, esta lectina controla programas imunes adaptativos, modulando a
sobrevivéncia e a diferenciacdo dos linfocitos Thl e Thl7 e facilitando os circuitos tolerogénicos
mediados pelas DCs e linfcitos Tregs. Além disso, a Gal-1 modula a transicéo dos linfécitos B para o
fenotipo de plasmécitos ou células B de memoéria. Esses programas regulatérios dependentes de
glicanos podem promover a resolucéo de inflamacdes auto-imunes e alérgicas, favorecer a tolerancia
fetomaternal, facilitar a imunidade tumoral, e comprometer as respostas imunes antimicrobianas. Figura
retirada de SUNDBLAD et al., 2017.

A acdo anti-inflamatéria da Gal-1 tem sido evidenciada em modelos
experimentais in vitro e in vivo apés administracdo exdgena da Gal-1 recombinante
(rGal-1) (LA et al., 2003; GIL et al., 2006a; COOPER; NORLING; PERRETTI, 2008;
ZANON et al., 2015). Nos modelos in vitro a incubagéo com a rGal-1 inibiu a migracéo
dos neutréfilos (LA et al., 2003) e linfocitos humanos (NORLING et al., 2008) atraves
das células endoteliais ap0s estimulo inflamatério com a citocina IL-8 ou TNF-a,
respectivamente. Nas investigacdes dos modelos in vivo, os efeitos da rGa-1 foram
associados com a inibicdo da desgranulacdo dos mastécitos na pata de ratos apos
administracéo da fosfolipase Az do veneno de abelha (RABINOVICH et al., 2000) e do
extravasamento dos neutréfilos para a cavidade peritoneal e humor aquoso, apos 4h
da aplicacéo da carragenina em ratos (GIL et al., 2006a), do zymosan (GIL; GULLO;
OLIANI, 2010), e IL-1B em camundongos (LA et al.,, 2003) e, apdés 24h do
lipopolissacarideo em ratos (ZANON et al., 2015). Esse efeito anti-imigratério da Gal-
1 parece estar associado a modulacédo da expressao das moléculas de adesao (L-
selectina e B2-integrina) na superficie dos leucocitos e ndo as relacionadas ao
endotélio (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1) (COOPER; NORLING; PERRETTI, 2008;
NORLING et al., 2008; GIL; GULLO; OLIANI, 2010; ZANON et al., 2015).

Em modelos experimentais de doencas autoimunes, a Gal-1 é capaz de alterar
a secrecao de citocinas, reduzindo os niveis de fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interferon-y (IFN-y), IL-2 e IL-12, e aumentando os de IL-5 e IL-10 (RABINOVICH et
al., 1999; SANTUCCI et al., 2003; TOSCANO et al., 2006) consequentemente,
regulando a atividade dos linfocitos. Ainda, em modelo de hipersensibilidade tardia,

um intenso recrutamento de linfécitos foi observado nas patas de camundongos
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nocautes para Gal-1 em relagdo aos selvagens, demonstrando seu papel no controle
da migracao desse tipo celular (NORLING et al., 2008).

Estudos do nosso laboratorio utilizando modelo experimental de CA induzida por
ovalbumina em camundongos, mostraram o efeito inibitério da rGal-1 na producéo de
IL-4, IL-13 e eotaxina pelos linfonodos, associados com diminui¢éo dos sinais clinicos
da doenca e produgcédo de IgE anti-ovalbumina (MELLO et al.,, 2015). Mais
recentemente demostramos que o tratamento com a rGal-1 é eficaz na diminui¢éo dos
sinais clinicos da dermatite a topica experimental induzida por ovalbumina, assim
concomitante a diminui¢édo do influxo de eosindfilos e mastdcitos e producéo de IL-17
(CORREA et al., 2017).

1.4. Mastocitos e sua Ativacao

Os mastécitos (MCs) sdo provenientes de células pluripotentes CD34* da
medula 6ssea, que migram para os tecidos e se diferenciam em células maduras pela
influéncia de diversos fatores e citocinas que induzem o desenvolvimento do contetdo
dos seus granulos citoplasméticos, ricos em histamina, glicosaminoglicanos e
proteases especificas (ARTUC et al., 1999; HERMES et al., 2000; DOUAIHER et al.,
2014).

Os precursores dos mastocitos migram da circulagdo para os tecidos
periféricos, onde se relacionam intimamente com vasos sanguineos e linfaticos,
nervos periféricos e superficies epiteliais (GALLI, GRIMBALDESTON; TSAI, 2008).
Nesses locais, sob a influéncia do fator de células-tronco (SCF) e outras citocinas
localmente produzidas como interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-9 e IL-10, expressam o0
fendtipo final, ou seja, mastdcitos de tecido conjuntivo (CTMC) ou de mucosa (MMC),
assim denominados em roedores (GALLI; GRIMBALDESTON; TSAI, 2008; GURISH,
AUSTEN, 2012). Em humanos, a heterogeneidade dos mastoécitos é baseada em dois
subtipos, classificados pelas serina proteinases estocadas em seus granulos
citoplasmaticos: mastocitos que contém triptase/quimase (MCrc) ou somente triptase
(MCr) (PEJLER, RONNBERG et al., 2010).

Ambos os tipos de MCs expressam receptores FceRl na membrana plasmatica,
de alta afinidade para a regido Fc da imunoglobulina E monomérica (IgE). Dessa
maneira, o conteudo dos granulos dos MCs pode ser liberado por meio de sua

ativacao pela ligacdo da IgE aos receptores FceRI, mas também, por ligacao de IgG,
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ativacdo dos receptores toll-like por produtos microbianos (HARVIMA, NILSSON,
2011; DA SILVA, JAMUR; OLIVER, 2014), proteinas do sistema complemento C3a e
Cba, neuropeptidios, fator de célula-tronco (SCF) (ARTUC et al., 1999; HARVIMA,
NILSSON, 2011; DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014), TNF, IL-2, IL-8,
prostraglandinas, leucotrienos (ARTUC et al., 1999), glicocorticoides, IL-1B, IL-6
(DOUAIHER et al., 2014), além de drogas e estimulos fisicos (DA SILVA; JAMUR,;
OLIVER, 2014).

Apesar dos seus papéis fisioldgicos benéficos na imunidade e na cicatrizacao
de feridas, os MCs s@o mais conhecidos por seu envolvimento em doencas alérgicas
e inflamatdrias, incluindo doengas autoimunes, neurodegenerativas e cancer, onde
contribuem significativamente para a complexidade dessas doencas (GALLI,
1995; THEOHARIDES; KALOGEROMITROS, 2006; BISCHOFF, 2007). A alergia
envolve a ativacao e subsequente desgranulacdo de MCs, onde a ativacao pode ser
desencadeada por uma variedade de estimulos externos. O gatilho imunolégico
envolve a producdo de anticorpos de classe IgE, especificos para uma ampla gama
de alérgenos, ligacdo de IgE ao seu receptor FceRI e consequente ativacao celular
(GILFILLAN; TKACZYK, 2006; RIVERA; GILFILLAN, 2006; WILSON; OLIVER; LIDKE,
2011; KOMI; RAMBASEK; BIELORY 2017).

Além disso, os MCs podem ser ativados de forma independente de IgE, por
uma variedade de estimulos soluveis (Figura 5), bem como através de interacfes com
células vizinhas, incluindo fibroblastos, eosindfilos, linfécitos T e células nervosas
(PUXEDDU et al.,, 2005; RUDICH; RAVID; SAGI-EISENBERG, 2012). Essas
interacBes sao complexas e envolvem loops de feedback, por exemplo, os MCs ativam
os eosindfilos, que por sua vez liberam proteinas que ativam mais MCs (PUXEDDU
et al., 2005).
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Figura 5. Complexidade da ativacdo do MC. llustracdo dos multiplos estimulos que podem ativar
MCs. Os estimulos incluem a via imunoldgica mediada por IgE, as interacdes com células vizinhas,
como eosindfilos, linfécitos T e fibroblastos, patégenos que atuam através dos receptores tipo Toll
(TLRs), o SCF (ligante c-kit) e numerosos estimulos que ativam as proteinas G, diretamente (por
exemplo, 0 secretagogos basicos, tais como o sintético C48/80) ou por ligagdo aos receptores
acoplados a proteina G (GPCRs; por exemplo, adenosina, peptideos derivados do complemento,
prostaglandinas, tais como PGE 2, citocinas, entre outros). Dependendo do tipo de estimulo, os MCs
ativados podem liberar mediadores pré-formados e estocados em seus granulos citoplasmaticos
(mediadores de classe 1), bem como mediadores recentemente sintetizados, incluindo metabdlitos do
acido araquiddnico (AA; mediadores de classe Il, como prostaglandinas e leucotrienos), citocinas, e
quimiocinas (mediadores de classe Ill), ou somente liberar um subconjunto de mediadores. Em alguns
casos, os estimulos distintos interagem sinergicamente, resultando em uma resposta ampliada. Figura
retirada de RUDICH; RAVID; SAGI-EISENBERG, 2012.

Estudos revelam que algumas drogas, tais como venenos, toxinas, morfina,
penicilinas, substancia P, dextran, alcaloides, e aminas sdo capazes de induzir a
liberacdo da histamina sem sensibilizacdo prévia. Esse tipo de liberacdo nao requer

energia e ndo esta associado a leséo celular, sendo esta acdo caracterizada pela
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atuacao sobre o calcio intracelular (JOHNSON et al., 1975; WAND et al 1994; FERRY
et al., 2002), assim como observado para o composto 48/80 (FERRY et al. 2002;
RUDICH; RAVID; SAGI-EISENBERG, 2012).

O C48/80 é um produto da condensacao do N-metil-p- metoxifenetilamina com
formaldeido (C11H15NO), que resulta na formacédo de polimeros de baixo peso
molecular, normalmente com grau de polimerizacao entre 3 a 6 unidades poliméricas.
Esse composto possui a propriedade de causar a desgranulacdo de mastocitos
(SUGIMOTO et al., 1998; KIM et al., 1999; OHTA; KONGO; KIISHIKAMA, 2002; De
VASCONCELOS et al., 2011; SUH et al., 2011) via ativacéo dos subtipos de proteina
G (subtipo Giz e Gis). Estudos demonstram que sua agdo ocorre diretamente na
membrana de mastécitos ligando-se a receptores associados a proteina G, 0s quais
ativam a fosfolipase D, com consequente aumento da atividade da proteina quinase
C e do fluxo de calcio intracelular, ocorrendo a ativacéo dos mastécitos (WANG et al.,
1994, PALOMAKI; LAITINEN, 2006). As mudancas iniciais promovidas pelo C48/80
ocorrem na superficie da célula e sdo compostas por duas fases, uma que se
caracteriza pelo rapido aumento do calcio intracelular e outra caracterizada por uma
continua liberacdo do calcio intracelular (FERRY et al., 2002). Isto culmina na
exocitose dos mediadores biolodgicos contidos nos granulos citoplasmaticos dos
mastdcitos.

Diante dessas consideracdes e da necessidade de novas terapias em substituicdo
as atuais que apresentam o risco de efeitos adversos (READ et al., 2006;
ROSENBAUM, 2010) nos tratamentos de conjuntivite e outros processos inflamatoérios
alérgicos, avaliamos o papel da Gal-1 em dois modelos experimentais de conjuntivite

induzida por ovalbumina em camundongos e pelo composto 48/80 em ratos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral:

Analisar o efeito do tratamento farmacoldgico com a Gal-1 recombinante (rGal-

1) nos olhos de roedores utilizando dois modelos experimentais de conjuntivite.

2.2. Objetivo Especificos:

Assim, os objetivos especificos desse trabalho foram:

)] No modelo de conjuntivite alérgica (CA) induzida pela ovalbumina (OVA)

em camundongos, avaliar o efeito e 0 mecanismo de acdo da instilacao

ocular de rGal-1, por meio de:

— dosagem da imunoglobulina E (IgE) anti-OVA e IL-10 no plasma dos animais com
CA;

— analise quantitativa de leucécitos circulantes;

— analise histopatolégica e quantificagdo de células inflamatérias na conjuntiva

palpebral;

— dosagem de IFN-y nos homogeneizados dos olhos dos animais.

1)) No modelo de conjuntivite induzida pelo composto 48/80 em ratos, avaliar
o efeito e 0 mecanismo de acdo da instilagdo ocular da rGal-1, por meio
de:

— escore clinico dos olhos ap6s 20 minutos da instilacdo do composto 48/80;
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analise histopatoldégica e quantificacdo de eosindfilos e mastocitos nas

conjuntivas palpebrais;

dosagem de histamina nos homogeneizados dos olhos dos animais;

dosagem de citocinas e quimiocinas por painel mutiplex no fluido lacrimal e nos

homogeinizados dos olhos;

expressdo da peroxidase eosinofilica (EPX) e das quinases ativadas por
mitdégenos (MAPKs) nos homogeinizados dos olhos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem Balb/c, pesando entre 20-25g, foram
obtidos no CEDEME (Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia) da Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP, com seis a
oito semanas de vida. Os animais foram mantidos no Biotério da Disciplina de
Histologia e Biologia Estrutural do Departamento de Morfologia e Genética, UNIFESP.

Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), pesando entre 200-250g,
com oito a dez semanas de vida, foram obtidos no Biotério da Faculdade de Medicina
de S&o José do Rio Preto, FAMERP, Sdo José do Rio Preto, SP. Os animais foram
mantidos no Laboratério de Imunomorfologia, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto, IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto,
SP.

Todos animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com temperatura (22 a
25°C) e luminosidade controladas (ciclo de 12h claro/escuro), recebendo agua e racdo
ad libitum. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal da UNIFESP (CEUA n°7611050814) e do IBILCE/UNESP
(CEUA n°092/2014).

3.2. Modelo Experimental de Conjuntivite Alérgica Induzido por OVA em
Camundongos

Os camundongos Balb/c foram distribuidos em cinco grupos experimentais
(n=5/grupo), imunizados nos dias 0 e 7 via subcutanea com 5 pg de ovalbumina (OVA,
grau V; Sigma-Aldrich, EUA) e 10 mg/mL do adjuvante hidréxido de aluminio (ALUM,;
Sigma-Aldrich) diluidos em 200 pl de solucdo salina estéril, de acordo com estudos
prévios (MELLO et al., 2015) (Figura 6). Nos dias 14, 15 e 16, ap0s anestesia via
intraperitoneal (i.p.) com cloridrato de cetamina (100 mg/kg; Cetamin/Syntec) e
cloridrato de xilazina (20 mg/kg; Xilazin/Syntec), os animais receberam instilacdo
direta no saco conjuntival de 250 pug de OVA em 10 pl de salina/ olho em ambos olhos.
Parte dos camundongos sensibilizados foram pré-tratados por instilacdo direta no
saco conjuntival nos dias 14, 15 e 16 com a proteina Gal-1 recombinante (rGal-1;
Peprotech, EC Ltd, London, UK) na concentragao de 0,3 pg por animal ( GIL et al.,
2006a ; MELLO et al., 2015), diluidaem 10 pl de salina estéril, respectivamente, 15
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minutos antes da instilacdo de OVA. Os animais controles receberam apenas salina
estéril.

Apos 4 e 24h do ultimo desafio com OVA, os animais foram anestesiados
(cetamina e xilazina, 100 e 20 mg/Kg, i.p.), submetidos a puncdo cardiaca para
obtencdo de sangue em seringa previamente preparada com EDTA, para
guantificacdo de leucocitos e dosagem de IgE anti-OVA e citocinas IL-10 e IFN-y por
ELISA (item 3.3.2.). Em seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical para coleta das conjuntivas palpebrais e olhos. A figura 6 mostra protocolo

experimental de conjuntivite alérgica:

Grupo CA Grupo CA + rGal-1 Grupo Controle
0 dia - el OVA + Alum (i.s.c.) -<— Solucao _sallna esteéril
(i.s.c.)
7° dia - <= OVA +Alum (i.s.c.) -— Solucgao salina estéril
(i.s.c.)
o rGal-l(instilag‘fgo 0(:111411;)
14° dia - -— «=— OVA (instilagdo) ll-<— Solugio salina estéril
(instilacao)
15° dia o
-~ <~ ¢ OVA (instilagdo) @=— solucio salina estéril
(instilagao)
16° dia . I
- ~— = OVA (instilacdo) @<= gojucido salina estéril
(instilagao)

n =5 /grupo

A avalicao dos grupos: 4 e 24 horas apos ultima instilacao

Figura 6. Protocolo experimental para inducdo da CA em camundongos. Cada grupo experimental foi
constituido por cinco animais.

3.2.1. Quantificacao de leucocitos no sangue

Apos coleta do sangue com anticoagulante EDTA, 10 ul de cada amostra foram
diluidos na solucéo de Turk (0,1 g de violeta cristal diluido em 3% de acido acético)
na proporcdo de 1:20 para quantificacdo dos leucocitos (eosinofilos, linfocitos,
monocitos e neutrofilos) em camara de Neubauer. Em seguida o sangue foi
centrifugado a 600 x g para coleta do plasma, que foi congelado a -20°C para dosagem
de IgE e citocinas (item 3.4). Os resultados foram expressos como meédia £ erro

padrao da média (S.E.M.) do nimero de células x 105/mL.



MATERIAIS E METODOS|34

3.2.2. Dosagem de IgE anti-ovalbumina e citocinas

Os olhos foram macerados em nitrogénio liquido, transferidos para microtubos
contendo coquetel completo de inibidores de proteases livre de EDTA e de inibidores
de fosfatases (Roche Applied Science, Mannheim, Germany), diluido em 500uL de
solugcéao tampéo de lise (Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM) e 1% de Triton-x, pH 7,4. Os
microtubos foram mantidos no gelo por 15 minutos sob agitacdo constante,
centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos, e 0os sobrenadantes armazenados
a -80°C para utilizacdo na ELISA.

Os niveis de IgE anti-ovalbumina e IL-10 foram avaliados no plasma, enquanto
o IFN-y foi avaliado no macerado dos olhos pelo método de ELISA, por meio de kits
de imunoensaio especificos comercialmente disponiveis (IgE anti-OVA, Cayman
Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA; citocinas, Peprotech, México, DF), seguindo as
instrucdes do fabricante. Todas as estimacGes foram feitas em duplicata e os

resultados demonstrados como média + S.E.M. de proteina (ng/mL ou pg/mL).

3.3. Modelo Experimental de Conjuntivite induzida pelo composto 48/80 em
ratos

Os ratos Wistars foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 6-
10/grupo), como indicado na Tabela 1. A conjuntivite experimental foi induzida no
grupo | pela instilagdo no saco conjuntival do olho direito de 20 uL do composto 48/80
(100 mg/mL- Sigma ChemicalCompany, St Louis, MO, USA) diluido em PBS
(TILIGADA et al., 2000; PAPATHANASSIOU et al., 2011). Como controle, o olho
contralateral (esquerdo) foi instilado apenas com PBS. Os grupos Il e Il receberam
pré-tratamento farmacolégico com a proteina recombinante Gal-1 (rGal-1) nas
concentracbes 0,3 e 3 pg/olho (GIL et al, 2006a; MELLO et al., 2015),
respectivamente, e apos 10 minutos, foi instilado o composto 48/80 ou PBS (controle).
O grupo IV recebeu instilacdo de 20uL do cromoglicato de sodio (40 mg/mL)
(PAPATHANASSIOU et al., 2011), um estabilizador da membrana de mastocitos, e,
apos 10 minutos, o composto 48/80 ou PBS (controle). Apos 20 minutos, 0 escore
clinico foi avaliado (item 3.3.1). Seis horas apés a ultima instilagdo do C48/80, os
animais foram anestesiados via intraperitoneal (i.p.) com quetamina (100 mg/kg;

Ketalar/Parke-Daves) e xilazina (20 mg/kg; Rompum/Bayer), para coleta do fluido
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lacrimal, palpebras e olhos, e posteriormente eutanasiados por dose excessiva de

anestésico.

Tabela 1. Protocolo experimental para indugdo da conjuntivite induzida pelo composto 48/80 em ratos.

Grupo Olho Direito (Experimental) Olho Esquerdo (Controle)
I C48/80 (100 mg/mL) PBS
Il rGal-1 (0,3ug/olho) + C48/80 | rGal-1 (0,3ug/olho) + PBS
(200mg/mL)
I rGal-1 (3ug/olho) + (C48/80 | rGal-1 (3ug/olho) + PBS
(100mg/mL)
v Cromoglicato de sédio (40 | Cromoglicato de sddio (40mg/mL) +

mg/mL) + C48/80 (100mg/mL) PBS

*Cada grupo experimental foi constituido de 6-10 animais.

3.3.1. Escore clinico

O escore clinico foi avaliado ap6s 20 minutos da instilagcdo ocular do composto
48/80 nos ratos. A avaliacdo de ocorréncia ou ndo da conjuntivite foi realizada pela
observacéo de quatro sinais clinicos: edema de conjuntiva, hiperemia de conjuntiva,
edema de palpebra e lacrimejamento. Essa avaliacdo seguiu uma graduacéo de zero
a trés cruzes para cada sinal, adaptando-se uma tabela de escore (Tabela 1)
(MAGONE et al.,1998). Nesse aspecto, cada animal recebeu um escore clinico total

de zero a doze cruzes, proporcionalmente a intensidade da conjuntivite.

Tabela 2. Avaliagdo clinica da conjuntivite alérgica

Graduacéo

Colr]d_igéo Ausente (0) Leve (1+) Moderada (2+) | Severa (3+)
clinica
Edema de Ausente Leve edema Edema 6bvio Edema severo
conjuntiva (*)
Hiperemia da Ausente Hiperemia Hiperemia Hiperemia
conjuntiva minima moderada severa
Edema de Ausente Leve edema Moderado Edema severo
pélpebra edema (**)
Lacrimejamento Ausente Leve Moderado Severo
Total de escore 0 4 8 12

(*) margem palpebral 3-4 vezes mais grossa que a condi¢c&o basal; (**) incapacidade de abrir o olho.
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3.3.2 Analise dos Niveis de Histamina

Para a analise dos niveis de histamina, os olhos foram macerados com auxilio
de um homogeneizador (Uniscience, Sado Paulo, Brasil) em microtubos contendo
coquetéis completos de inibidores de proteases livre de EDTA (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) e de inibidores de fosfatases (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany), diluidos em 500 pL de solu¢ao tampéo de lise (Tris-HCI 50mM,
NaCl 150mM) e 1% de Triton-x, pH 7,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos, e 0s sobrenadantes armazenados a -80°C.

Para a dosagem de histamina, 100 ul de cada amostra foi utilizado para
realizacdo da técnica de ELISA com kit de imunoensaio especifico (MyBioSource, San
Diego, CA, USA) e seguindo as instrucdes do fabricante. Todas as estimativas foram
realizadas em duplicata e os resultados demonstrados como média + S.E.M. da

concentragéo de histamina (nM).

3.3.3. Andlises de Quimiocinas e Citocinas por Painel Multiplex

Para andlise de quimiocinas e citocinas nos olhos e no fluido lacrimal dos animais
nas diferentes condigbes experimentais, utilizamos o painel multiplex RECYTMAG-
65K (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) e o equipamento LUMINEX
XMAPMAGPIX (Millipore Corporation, USA), capaz de detectar multiplos analitos com
rapidez e especificidade, por meio de beads magnéticas, no Laboratério de
Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, Sao José do Rio Preto, SP.

Seis analitos foram estudados: as citocinas IL-4, -6, -10, IFN-y (interferon-y) no
macerado dos olhos, e eotaxina e RANTES no fluido lacrimal (Regulada sob Ativacao,
Expressa e Secretada por Células T Normais). A concentracdo dos analitos foi
determinada pelo software MAGPIX xPONENT (Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA) e os resultados descritos como média + S.E.M. de citocinas/quimiocinas em
pg/mL.

Pararealizagédo das dosagens, o fluido lacrimal foi coletado por meio de instilacédo
direta de 10 pl solugédo salina no saco conjuntival por duas vezes em cada olho,
obtendo-se um pool de 40ul/animal, e ambos congelados a - 80°C. Os olhos foram
processados como descrito no item 3.3.2. Para a realizacdo do ensaio multiplex, as

beads magnéticas, solucbes controles, padrées e tampdo de lavagem foram
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preparados e homogeneizados conforme as instrugdes do fabricante. Inicialmente,
foram adicionados 25 pL dos padrbes, solu¢cées controle e amostras na placa
magnética de 96 pocos, lavada previamente com o tampéao de lavagem. Em seguida,
25 pL de assay buffer foi adicionado as amostras e aos padrdes e, 25 pL de beads
magnéticas revestidas com anticorpos especificos (Millipore Corporation, USA)
adicionados em todos o0s pocgos (controles, padroes e amostras). A placa foi selada,
revestida com papel aluminio e incubada overnight a 4°C, sob agitacdo. No dia
seguinte, a placa foi lavada duas vezes com 200 pL de tampéo de lavagem e,
incubada com 25 pL de anticorpo de deteccdo ligado a biotina a temperatura
ambiente, por 1h sob agitacdo. Para completar a reacédo, 25 pL de ficoeritrina
conjugada a estreptavidina foi adicionada nos pocos para incubacéo por 30 minutos,
protegida da luz a temperatura ambiente, sob agitacdo. Posteriormente, a placa foi
lavada duas vezes, incubada com 150 pL de fluido especifico do equipamento (Drive
Fluid) por cinco minutos para, em seguida, realizamos a dosagem dos analitos no
LUMINEX xXMAP MAGPIX.

3.3.4. Western Blotting

Para a analise dos niveis da peroxidase eosinofilica (EPX) e das quinases
ativadas por mitdégenos (MAPKSs), os olhos foram processados e congelados como
descrito no item 3.3.2.

As aliquotas das amostras foram diluidas em tampdo Laemmli (Bio-Rad
Laboratories, USA) na proporcao 1:1 e as proteinas desnaturadas em banho seco a
100°C por 5 minutos. As analises foram realizadas utilizando-se pools de amostras
(olhos macerados) por grupo (n=3/grupo). Os pools (30 pug de proteina) e o0s
marcadores de peso molecular (Bio-RadLife Science, USA) foram separados em gel
SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio-gel de poliacrilamida a 12%) e, posteriormente,
transferidos para membrana de nitrocelulose. Para verificar a eficacia da transferéncia
das proteinas, as membranas foram coradas com Ponceau-S a 0,1% em acido acético
a 5% (Santa Cruz Biotechnology). Para a deteccdo das diferentes proteinas na

membrana foram utilizados anticorpos primarios policlonais descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Anticorpos primarios policlonais

Anticorpo Diluicdo Fabricante

Mouse anti-p-ERK 1:5000

Mouse anti-p-JNK 1:2000 CellSignaling, Danvers, MA, EUA
Mouse anti-p-p38 1:2000

Goat anti-EPX 1:200

(Peroxidase eosinofilica) Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA
Rabbit anti-GAPDH 1:5000

(gliceraldeido-3-fosfato Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA

desidrogenase)

Todos os anticorpos foram diluidos em TBS-Tween 20 a 0,1 %, e incubados
overnight a 4°C. Apds lavagem por 15 minutos em TBS, as membranas foram
incubadas a temperatura ambiente por 60 minutos com os anticorpos secundarios
conjugados a peroxidase goat anti-rabbit IgG, rabbit anti-goat (1:2000; Thermo Fisher
Scientific Inc, Rockford, MI, USA) ou goat anti-mouse (1:5000; Millipore Corporation,
Temecula, CA USA), lavadas em TBS (15 minutos) e, reveladas por amplificacao
quimioluminescente (Westar Nova 2.0 chemiluminescent substrate kit; Cyanagen,

Bologna, Italy) no equipamento GeneGnome5 (SynGene, Cambridge, U.K.).

3.4. Fixagéo, processamento e incluséo para a microscopia de luz

As palpebras de camundongos e ratos foram fixadas em formol tamponado a
10%, por 24h. Apés, as amostras foram lavadas em agua corrente, desidratadas em
uma série crescente de etanol e, incluidas em parafina. Cortes de 4 um foram obtidos
no micrétomo Leica RM2155, desparafinizados e corados pela hematoxilina e eosina
para avaliacdo histopatoldgica e quantificacéo de eosinofilos, e pelo azul de toluidina
a 0,5% para quantificagdo dos mastocitos.

As células foram quantificadas utilizando-se objetiva de 40X no microscépio
ZEISS, AXIOSKOP 2, do Laboratério de Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, S&o José
do Rio Preto, SP. As areas de cada tecido fordo obtidas com o auxilio do software
analisador de imagem Axiovision 4.8 (ZEISS). Os valores foram demonstrados como
média + S.E.M. do nimero de células por mm? de trés cortes semi-seriados, com

distancia de 12 um entre cada secc¢ao.



MATERIAIS E METODOS|39

O esquema abaixo ilustra as diferentes metodologias que foram utilizadas nesse

estudo para analise das amostras coletadas nos dois modelos de conjuntivite.

Dosagem de IgE anti - OVA e de IL-10
ELISA
] Sa n g ue/p | aS m a Quantificagdo de leucécitos
Camara de Neubauer
. . Dosagem de gquimiocinas: eotaxina e RANTES
- Fluido lacrimal T

Pé I pe b ra S Andlises Histopatolégicas

Quantificagdo de células inflamatérias

Escore Clinico

Amostras

Dosagem de IFN-ye de histamina
ELISA

— O I hOS Dosagem de citocinas: IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10
MAGPIX

Expressdo de EPX, p-p38, p-JNK e P-ERK
Western blotting

Figura 7. Esquema de processamento das amostras nos dois modelos de conjuntivite em roedores.

3.5. Analises Estatisticas

Todos os dados foram analisados utilizando o software GraphPad versédo 5.00.
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a normalidade dos
dados. Para amostras com distribuicdo normal, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Para amostras com distribuigcdo néo
normal, aplicamos o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. Os

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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ABSTRACT

Background: Galectin-1 is a B-galactoside-binding protein with diverse biological activities in the
pathogenesis of inflammation, but its role in allergy is uncertain. Here, we evaluated the effect of
recombinant galectin-1 (rGal-1) eye drops in two rodent models of conjunctivitis.

Methods: Ovalbumin (OVA)/alum-immunized BALB/c mice (days 0 and 7) were challenged with eye
drops containing OVA (250 pg) on days 14-16 and two groups received ocular pharmacological
treatment with rGal-1 (0.3 pg) on the challenge days. In a second set of experiments, rGal-1 (0.3 or 3
ug) and sodium cromoglycate (SCG) were instilled in control and compound 48/80-challenged eyes of
Wistar rats.

Results: Compared to the untreated group, rGal-1 eye drops attenuated mouse OVA-induced allergic
conjunctivitis via up- and downregulation of 1L-10 and IFN-y levels, respectively. Furthermore, rGal-1
diminished leukocyte influx to the palpebral conjunctiva and mast cell degranulation. C48/80
administration induced conjunctivitis characterized by severe eyelid oedema and tearing, but clinical
signs were ameliorated by eye drop doses of both rGal-1 (0.3/3ug) and SCG. As expected, an increased
proportion of degranulated mast cells (62%, P < 0.01) and lower histamine levels were observed after
C48/80 challenge, compared to control (32%). This effect was abrogated by rGal-1 and SCG, which
reduced mast cell degranulation (31-36%), eosinophil migration and eosinophil peroxidase levels in the
eyes. rGal-1 (3 ug) and SCG treatments also decreased IL-4 levels, as well as activation of mitogen
activated protein kinases compared to untreated C48/80 eyes.

Conclusions: rGal-1 eye drops represent a new therapeutic strategy for ocular allergic inflammation.

Key words: compound 48/80, eosinophil, mitogen-activated protein kinases, inflammation, ovalbumin.
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INTRODUCTION

Pharmacological treatment of ocular inflammatory processes, especially allergic conjunctivitis (AC),
includes antihistamines, mast cell membrane stabilizers, non-steroidal anti-inflammatory drugs and
corticosteroids. The latter is used in the more severe AC and has higher risk of adverse effects, such as
increased intraocular pressure and cataracts. ! Therefore, the investigation of new pharmacological
agents that are more effective in controlling the inflammatory response with fewer adverse effects, is
fundamental. We highlight galectin-1 (Gal-1), a 14.5 kDa B-galactoside-binding protein that regulates

the inflammatory process, as a potential anti-inflammatory agent. 2

Gal-1 belongs to a family of proteins that share a highly-conserved carbohydrate-recognition domain
(CRD) that is responsible for their high affinity for B-galactosides in glycoconjugates. * Gal-1 expression
has been detected in several cells related to the inflammatory response, especially neutrophils, mast
cells, macrophages, lymphocytes and endothelial cells, suggesting an important role in the generation

and maintenance of immunological tolerance. +°

The anti-inflammatory role of Gal-1 has been demonstrated in in vitro and in vivo experimental models
after exogenous administration of recombinant Gal-1 (rGal-1). In vitro, incubation with rGal-1 inhibited
the migration of human neutrophils and lymphocytes through endothelial cells after inflammatory
stimulation with interleukin (IL)-8 or tumour necrosis factor-a (TNF-o), respectively. "% In vivo,
pharmacological treatment with rGa-1 regulates the inflammatory response by inhibiting leukocyte
transmigration and release of proinflammatory cytokines such as TNF-a, interferon-y (IFN-y), 1L-18,
IL-2, IL-6 and IL-12. 781115 previously, we demonstrated the inhibitory effect of rGal-1 in an
experimental model of ovalbumin (OVA)-induced AC in mice, on the production of Th2 cytokines (IL-
4, 1L-13) and eotaxin by lymph nodes. This was associated with decreased clinical disease signs and
production of anti-OVA IgE. ' However, the mechanisms by which Gal-1 modulates cellular responses

in allergic inflammatory processes have not been fully determined, particularly in ocular models.
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In view of these considerations and the need for safer therapies for the treatment of conjunctivitis and
other allergic inflammatory processes, 117 we evaluate the effect of treatment with rGal-1 eye drops in

two rodent models of conjunctivitis.

METHODS

Animals

Male BALB/c mice and Wistar rats, weighing 20-25 g and 200-250 g, respectively, were housed in a
12 h light-dark cycle and were allowed food and water ad libitum. All experimental procedures were
submitted to and approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of the Federal
University of Sdo Paulo - UNIFESP (CEUA 7611050814) and Sdo Paulo State University (CEUA

092/2014).

Experimental Models and Treatment Protocols

Ovalbumin (OVA)-Induced AC

BALB/c mice were immunised with a subcutaneous injection of 5 pg of OVA (grade V) and 15 mg/ml
of aluminium hydroxide adjuvant diluted in 200 pl of sterile saline on days 0 and 7, consistent with
previous reports. * On days 14, 15 and 16 after an intraperitoneal (i.p.) injection of anaesthesia with
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg), mice received a direct instillation of 250 pg of OVA in
10 pl of sterile saline onto the conjunctival sac. SHAM animals received sterile saline alone. To
determine the therapeutic efficacy of the exogenously administered Gal-1 in this model, sensitised mice
were pretreated on days 14, 15 and 16 with an ocular instillation of rGal-1 protein (0.3 pg/animal)
(Peprotech, EC Ltd, London, UK), diluted in 10 ul of sterile saline 15 minutes before the OVA
instillation. At 4 and 24 hours after the final OVA challenge, mice were anaesthetised to obtain blood
through cardiac puncture using a syringe containing 10% EDTA, for the analysis of anti-OVA IgE and
IL-10 levels and leukocyte quantification. The animals were then euthanized and the eyes and eyelids
were collected for the analysis of INF-y levels and histopathology/inflammatory cell quantification,

respectively.
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Compound 48/80-Induced Conjunctivitis

Wistar rats were distributed into groups of 7-10 animals per treatment, as indicated in Table 1.
Experimental conjunctivitis was induced in group | by a topical application of a single 20 ul drop of
mast cell secretagogue compound 48/80 (C48/80) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) at
100 mg/ml, 8 diluted in PBS, onto the conjunctival sac. As a control, the contralateral eye (left)
received only PBS. Groups 11, 1l and IV were administered with a 20 pl topical drop of 0.3 and 3 ug/eye
of rGal-1 or 40 mg/ml of mast cell stabilizer sodium cromoglycate (SCG), respectively, and after 10
minutes, C48/80 (experimental groups) or PBS (control groups). Doses of C48/80, rGal-1 and SCG were
scaled up from previous studies. 6% All drug instillations on rat conjunctival sacs were performed in
animals anesthetised with ketamine and xylazine.

Table 1. Experimental conjunctivitis induced in rats and respective treatments.

Groups Right eye (Experimental) Left eye (Control)

I C48/80 (100 mg/ml) PBS

1 rGal-1 (0.3 pg/eye) + C48/80 (100 mg/ml) rGal-1 (0.3 pg/eye) + PBS

i rGal-1 (3 pg/eye) + C48/80 (100 mg/ml) rGal-1 (3 pg/eye) + PBS

IV | SC (40 mg/ml) + C48/80 (100 mg/ml) SC (40 mg/ml) + PBS

A single 20 ul drop of each agent was instilled into the lower conjunctival fornix of one eye, at 10 min
intervals. The contralateral eye was used as the respective control (n = 4-7). C48/80, compound 48/80;
rGal-1, recombinant Gal-1; SC, sodium cromoglycate; PBS, phosphate-buffered saline.

After 20 minutes of C48/80 challenge, rats were clinically examined to verify the occurrence and
severity of conjunctivitis. Four clinical signs were observed: chemosis, conjunctival hyperaemia, lid
oedema and tearing. Scoring similar to that described by Magone et al. % was performed and each
parameter was graded on a scale ranging from 0 to 3+ (0 = absence; 1 = mild; 2 = moderate and 3 =
severe symptoms). Thus, each animal received a total clinical score ranging from 0 to 12+, and the data
were expressed as the mean + standard error of the mean (SEM) for each group. Six hours after the last
C48/80 challenge, lacrimal fluid was collected by direct instillation of 20 ul of sterile saline into the

conjunctival sac of each eye, providing a pool of 40 pl/animal, for the analysis of chemokine levels. The
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animals were then euthanized and the eyes and eyelids were collected for the analysis of histamine and

Th1/Th2 cytokine levels, inflammatory cell quantification and Western blotting.

Blood Leukocyte Quantification

Aliquots of mouse blood (10 ul) were diluted 1/20 in Turk’s solution (0.1% crystal violet diluted in 3%
acetic acid) and differential counting was obtained with a Neubauer chamber using a 40x objective on
a light microscope. For this study, blood cells were distinguished as neutrophils, eosinophils and

lymphocytes. Data were reported as the mean + SEM of the number of cells x 10%/ml.

ELISA

Whole mouse blood was centrifuged at 600 x g for 10 minutes to collect the plasma and determine the
IgE anti-OVA and IL-10 levels by standard ELISA kit as described by the manufacturer. IFN-y and
histamine levels were determined in eyes from mice and rats, respectively, subjected to different
experimental conditions. Eye samples were sonicated in a 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, and 1%
Triton-X, pH 7.4 buffer containing complete protease inhibitor cocktail and PhosSTOP tablets (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). Subsequently, samples were centrifuged at 10,000 x g for 20
minutes at 4°C to obtain organ supernatants. IgE anti-OVA ELISA kits were purchased from Cayman
Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA. IL-10 and IFN-y kits were purchased from Peprotech, Mexico
City, Mexico. The histamine kit was purchased from MyBioSource, San Diego, CA, USA. All

estimations were made in duplicate and the data expressed as the mean + SEM of protein (pg/ml or nM).

Multiplex Analysis

Rat lacrimal fluid and eye homogenates were tested using the MILLIPLEX MAP rat
cytokine/chemokine panel (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, USA) and MAGPIX®
Multiplexing Instrument (Millipore) according to the manufacturer’s instructions. Eotaxin and RANTES
(Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and presumably Secreted) were evaluated in the

lacrimal fluid and, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y in the eye homogenates. The concentration of analytes was


http://www.roche-applied-science.com/webapp/wcs/stores/servlet/ProductDisplay?catalogId=10001&partNumber=3.2.7.8.1.1
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determined by MAGPIX Xponent software (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). All estimates

were made in duplicate and the results shown as mean + SEM of protein (pg/ml).

Western Blot Analysis

Protein levels of rat eye homogenates were determined by Bradford assay and normalized prior to
boiling in Laemmli buffer (Bio-Rad Laboratories, USA). Pooled protein extracts (30 pg per lane) of
eyes (n = 3 animals per group) from indicated experimental conditions were loaded onto a 12% sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel for electrophoresis together with appropriate molecular weight
markers (Bio-Rad Life Science, USA) and transferred to ECL Hybond nitrocellulose membranes.
Reversible protein staining of the membranes with 0.1% Ponceau-S in 5% acetic acid (Santa Cruz
Biotechnology) was used to verify protein transfer. Membranes were incubated for 15 minutes in 5%
BSA in Tris-buffered saline (TBS) prior to incubation with antibodies. Primary antibodies used here:
mouse monoclonal anti-phosphorylated (p)-ERK 1/2 (sc-16981), anti-p-JNK (sc-6254), anti-p-p38 (sc-
17852), goat polyclonal anti-eosinophil peroxidase (EPX; sc-19148) (1:200) (Santa Cruz
Biotechnology) and rabbit anti-GAPDH (G9545) (1:5000) (Sigma-Aldrich), all diluted in TBS with
0.1% Tween 20. Post-incubation with primary antibodies, membranes were washed for 15 minutes with
TBS and subsequently incubated for 60 minutes at room temperature with the appropriate secondary
antibodies. Secondary antibodies were peroxidase-conjugated rabbit anti-goat 1gG, goat anti-rabbit
(1:2000) (Thermo Fisher Scientific Inc., MI, USA) or goat anti-mouse (1:2000) (Millipore Corporation,
CA USA). Finally, membranes were washed for 15 minutes with TBS, and immunoreactive proteins
were detected (Westar Nova 2.0 chemiluminescent substrate kit; Cyanagen, Bologna, Italy) using a
GeneGnome5 chemiluminescence detection system (SynGene, Cambridge, UK). Proteins were imaged
and quantified using GeneTools software (SynGene) to determine the relative expression of indicated

proteins (arbitrary units, a.u.).

Histopathology and Quantification of Inflammatory Cells
Palpebral conjunctiva from mice and rats were fixed in 4% paraformaldehyde for 24 h, washed in tap

water, dehydrated in an increasing ethanol series, and embedded in paraffin. Sections of 4 um were
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obtained in a Leica RM2155 microtome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) and subsequently
stained with haematoxylin-eosin or toluidine blue 0.5% for histopathology and inflammatory cell
guantification. Leukocytes and mast cells were quantified using a 40x objective on an Axio Scope Al
Zeiss microscope (Carls Zeiss, Jena, Germany). Three semi-serial sections of conjunctivas were
analysed per animal and the area was determined using AxioVision software (Carl Zeiss). Values are

expressed as the mean + SEM cells per mm?,

Statistical Analysis

The data were analysed using one-way ANOVA followed by Bonferroni t-tests between corresponding
time points using GraphPad Prism 4.0 software. Non-parametric analysis of the scores assigned to the
conjunctival symptoms was performed using the Mann-Whitney test. In all cases, a probability value <

0.05 was considered significant.

RESULTS

rGal-1 Eye Drops Reduce OVA-Induced Inflammatory Responses in an AC Mouse Model
Previous studies from our group showed that systemic treatment with 0.3 ug of rGal-1 on OV A-induced
AC mice diminished clinical scores and inflammatory markers of the allergic response. ¢ In the first
step of this study we evaluated the effect of ocular instillation with 0.3 pg of rGal-1 at 4 and 24 hours
after the final OVA challenge. AC mice treated or not with rGal-1 presented significantly increased
plasma anti-OVA IgE levels compared to the control group (SHAM) (Fig. 1a). In the initial phase of the
allergic response (4h), pharmacological treatment with rGal-1 significantly increased the anti-
inflammatory plasma IL-10 levels in relation to the SHAM and AC groups, an effect maintained in the
late phase (24 h) (Fig. 1b). In addition, animals treated with rGal-1 demonstrated blood eosinophilia and
lymphocytosis while decreased numbers of neutrophils were detected compared to the untreated AC

groups (Fig. 1c-e).
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Figure 1. Effect of rGal-1 eye drops on systemic response to OVA-induced allergic conjunctivitis. (a)

|l|i i [

Plasma IgE anti-OVA levels. (b) Plasma IL-10 levels. (c-e) Blood eosinophil, neutrophil and
lymphocyte quantification. Values are expressed as the mean £ SEM of the IgE (ng/ml), 1L-10 (pg/ml)
or leukocytes x 10%/ml (n = 5/group). SHAM, control group. AC, allergic conjunctivitis. rGal-1, AC
treated with rGal-1 drop eyes. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. SHAM; *P < 0.05; #P < 0.01

vs. AC.

Histologically, AC was characterized by intense polymorphonuclear leukocyte influx compared to
SHAM, which was mitigated by rGal-1 eye drops (Fig. 2a, b). Mast cell analysis revealed a higher
percentage of degranulated cells after 24 h of AC induction (61%) compared to the SHAM group (37%).
This effect was reversed by rGal-1 treatment, which showed a higher proportion of intact cells (60%)
(Fig. 2a, c). Additionally, rGal-1 induced a marked reduction in IFN-y levels in the eye homogenates

relative to the untreated AC groups (Fig. 2d).
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Figure 2. Effect of rGal-1 eye drops on local response to OVA-induced AC. (a) Intact (black arrows)
and degranulated mast cells (white arrows) observed in the control - SHAM, AC (allergic conjunctivitis)
and Gal-1 (AC treated with rGal-1 eye drops) groups at 4 and 24 h. Leukocyte influx (arrowheads) was
detected in the AC groups, treated or untreated rGal-1, showing an inflammatory process. Insets: details
of intact and degranulated mast cells, and polymorphonuclear leukocytes. Stain: Toluidine blue. Bars:
20 um; 10 um (insets). (b) Quantitative analysis of leukocytes. (c) Proportion of intact and degranulated
mast cells in the palpebral conjunctiva. (d) Eye IFN-y levels. Data represent the mean £ SEM of the cell

numbers analysed per mm? or cytokine (pg/ml) (n = 5/group). **P < 0.05, ***P < 0.01 vs. SHAM.

Topical rGal-1 Eye Drops Regulate C48/80-Induced Mast Cell Activation in Rats

To verify whether the anti-inflammatory effect of rGal-1 on the conjunctiva was directly related to mast
cells, our next step was to evaluate the action of rGal-1 in a C48/80-induced conjunctivitis model. The
administration of C48/80 in rat eyes induced an inflammatory response characterized by conjunctival
hyperaemia and intense eyelid and conjunctiva oedema, which was abrogated by rGal-1 and SCG
treatments (Fig. 3a). The score confirmed the macroscopic observations, showing a significant decrease
in the clinical signs in the eyes treated with rGal-1 and SCG compared to the untreated C48/80 rats (Fig.

3). No alterations were detected in the score data of the control groups.
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To confirm the effect of C48/80 on mast cell activation, we performed a histological analysis of
palpebral conjunctiva. Control and experimental groups presented mast cells with metachromatic
cytoplasmic granules as determined by toluidine blue stain (Fig. 4a). No differences were detected in
the total mast cell numbers between control and experimental groups (data not shown). However,
challenge with C48/80 markedly increased the degranulated mast cell population (62%, P < 0.01)
compared to the respective control group (32%) (Fig. 3b, ). This effect was reversed by the application
of rGal-1 (0.3 pug and 3 ug) and SCG, which resulted in a decreased mast cell degranulation (~31-36%)
and an increase in intact cells (Fig. 4a, b). Among the control groups | (PBS), 11 (0.3 ug rGal-1), 111 (3
pg rGal-1) and IV (SCG), there were no significant differences in the proportion of intact and
degranulated cells. These findings were corroborated by the histamine levels in the eye homogenates
(Fig. 4c). Administration of C48/80 (Exp. 1) significantly decreased histamine levels in comparison to
the control group I (Fig. 4c). In contrast, topical pre-treatment with rGal-1 and SCG reverted this effect
and no differences were detected between experimental and control groups I11-1V. Interestingly, eye
homogenates from control groups I1-1V (treated with rGal-1 or SCG only) displayed decreased levels of

histamine in relation to control group | (PBS).
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Figure 3. Clinical Score. Rat eyes observed 20 minutes after instillation of C48/80 (Experimental
groups) or PBS (control groups). C48/80-challenged eyes (Experimental I) exhibited conjunctival
hyperaemia and intense eyelid and conjunctiva oedema. The effect was mitigated by 0.3 and 3 pg of
rGal-1 (Experimental 11 and 111) and SCG (Experimental 1V) eye drops. Data represent mean £ S.E.M.

of clinical scores (n = 7-10 animals/group). ***P < 0.001 vs. C48/80 group (Experimental ).
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Figure 4. Effect of rGal-1 eye drops on C48/80-induced conjunctivitis rat model. (a) Intact mast cells
(black arrows) with metachromatic cytoplasmic granules localized in the lamina propria of the control
group. Degranulated mast cells (white arrows) detected in the experimental groups, especially in
untreated C48/80 (Exp. I). Insets: detail of intact (control) and degranulated mast cells (Exp. ). C48/80
+ rGal-1 0.3 ug (Exp. 1I); C48/80 + rGal-1 3 pg (Exp. I11); C48/80 + SCG (Exp. 1V). Stain: toluidine
blue. Bars: 20 um and 10 pum (insets). (b) Proportion of intact and degranulated mast cells in the
palpebral conjunctiva. Data represent the mean + S.E.M. of the cells (%) (n = 5 animals/group). **P <
0.01 vs. intact or degranulated MC (Ctr-1); *P < 0.05 vs. intact or degranulated MC (Exp. 1). (c) Analysis
of histamine levels in eyes. Data represent the mean £ SEM of the histamine concentration (nM) in the

different groups (n =5 animals/group). **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. corresponding control groups; **P

< 0.001 vs. C48/80 (Exp. ).

Topical Administration of rGal-1 Reduces Eosinophil Influx but not Chemokine Production
The histological analysis of the eyelids of the C48/80-challenged eyes (Exp 1) demonstrated an

inflammatory response characterized by intense influx of eosinophils (Fig. 5a), which was abrogated by
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rGal-1 and SCG eye drops (Exp. 11-1V). Furthermore, increased levels of eosinophil peroxidase (EPX)
were detected in the eye homogenates from C48/80-challenged animals (Exp. I) compared to the others
experimental groups (Fig. 5b). Quantitative analysis of eosinophils in the palpebral conjunctiva
confirmed the histological and western blot findings (Fig. 5b). The C48/80-challenged group (Exp. I)
produced a marked increase of cells compared to the control (group 1), while the rGal-1 and SCG

pharmacological treatments were effective in decreasing the influx of eosinophils.

Despite rGal-1 and SCG having an anti-migratory effect on eosinophil influx, tear fluid from all
experimental groups (I-1V) exhibited increased levels of eotaxin and RANTES compared to their

respective control groups (Fig. 5c).
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Figure 5. rGal-1 eye drops regulate eosinophil influx into the palpebral conjunctiva. (a) A marked influx
of eosinophils (arrows) was detected in the palpebral conjunctiva 6 hours after C48/80 ocular instillation

(Exp. I) compared to control, rGal-1- and SCG-treated groups (Exp. 11-1V). Eyelids of the control group
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I (PBS) exhibited conjunctiva with normal aspect. Stratified squamous epithelium (Ep). Loose
connective tissue (Tc). Blood vessel (V). Tarsal gland (Gt). Insets: detail of the migrated eosinophils
(Exp. I'and ). Stain: haematoxylin-eosin. Bars: 20 um and 10 pum (insets). (b) Expression of eosinophil
peroxidase (EPX) in the eye homogenates. C48/80-challenged eyes (Exp. 1) exhibited strong
immunoreactivity for EXP (55 kDa) compared to the other groups. Immunoreactive bands were
semiquantified by densitometry and expressed as arbitrary units relative to GAPDH (36 kDa; protein
loading control) (bl). The data illustrate one representative example of two independent experiments.
Quantification of eosinophils (b2). Data represent the mean + SEM of the number of cells per mm? (n =
5 animals/group). **P < 0.01 vs. Control - Group I; *P < 0.05; *# P < 0.01 vs. Experimental - Group I.
(c) Eotaxin and RANTES levels in the tear fluid. Data represent the mean + S.E.M of chemokine levels
(pg/ml) (n=7-10 animals/groups). *P < 0.05; **P < 0.1; ***P < 0.001 vs. corresponding control groups;

P < 0.05 vs C48/80 (Exp. ).

Effect of rGal-1 on Cytokine Production and Mitogen-Activated Protein kinase (MAPK)
Activation in C48/80-Induced Conjunctivitis

In order to verify the effect of the pharmacological treatments in the production of local cytokines we
analysed eye homogenates from different experimental conditions. At the low concentration (0.3 ug —
Exp. 1), rGal-1 plus C48/80 increased ocular levels of IFN-y, IL-6 and IL-10 in relation to the respective
control (1) and untreated C48/80 groups (Exp. I) (Fig. 6). Interestingly, high concentration rGal-1 (3
Kg) and SCG (Exp. Il and IV, respectively) decreased IFN-y and IL-4 levels (Fig. 6), confirming their
local anti-inflammatory effects. All experimental groups (I-1V) showed a significant increase in IL-6

levels relative to the controls (Fig. 6).

Considering that MAPKSs (a well-conserved signalling pathway) have been implicated in inflammatory
responses contributing to leukocyte recruitment and cytokine production, 2* we performed Western blot
analysis to understand the downstream molecular signalling pathways involved in the effect of treatment
with rGal-1 eye drops in conjunctivitis. The phosphorylation of ERK, JNK and p38 MAPKSs was

assessed in the pooled eye extracts (n = 3 animals per group) from different experimental conditions.
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C48/80-challenged eyes (Exp. I) exhibited increased levels of p-p38, p-JNK e p-ERK (Fig. 7) in relation
to their respective control group I. Pharmacological treatments attenuated the C48/80 effect as evidenced
by decreased expression of phosphorylated protein kinases, especially for rGal-1 at 3 pg and SCG. As

expected, control groups I to 1V demonstrated weak immunoreactivity for MAPKS.
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Figure 6. Effect of rGal-1 eye drops on cytokine production. IFN-y, IL-4, IL-6 and IL-10 levels in eye
homogenates. Data represent the mean + S.E.M of chemokine/cytokine levels (pg/ml) (n = 7-10
animals/groups). *P < 0.05; **P < 0.1; ***P < 0.001 vs. corresponding control groups; *P < 0.05 vs.

C48/80 (Exp. I).
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Figure 7. Expression of MAPKSs in eye homogenates. C48/80-challenged eyes (Exp. I) exhibited strong
immunoreactivity for p-p38 (38 kDa), p-JNK (54 kDa) and p-ERK (42 kDa) compared to the other
groups. Immunoreactive bands for MAPKs were semiquantified by densitometry and are expressed as
arbitrary units of the ratio of p-MAPK/GAPDH (data illustrate one representative example of two

independent experiments). GAPDH (36 kDa) was used as loading control.

DISCUSSION
Here, we demonstrate that Gal-1 regulates the activation of mast cells and subsequent ocular
inflammation through macroscopic, histological, biochemical and molecular analyses using two

experimental models of conjunctivitis in rodents.

In previous studies, we demonstrated that systemic rGal-1 administration could negatively modulate the
clinical signs in an AC model, including Th2 (IL-4 and IL-13), eotaxin/RANTES levels and MAPK-
signalling. '® Here, using the same model of type I hypersensitivity response induced by OVA, we
demonstrate that rGal-1 eye drops can also regulate ocular inflammation, evidenced by increased levels
of the anti-inflammatory cytokine IL-10 and decreased IFN-y, as previously described. 11322 |n fact, the

positive modulation of IL-10 is relevant in allergic conjunctivitis model, as this cytokine is a known
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regulator of mast cell degranulation. 2 In addition, IFN-y-deficient mice show a significant reduction in
the clinical signs of conjunctivitis, asthma and the influx of leukocytes to tissues compared to wild-type
animals. 2* In vitro assays have also shown that IFN-y is able to activate mast cells, previously sensitized
with IgE antibodies, inducing the release of histamine, IL-6 and IL-13 after 1 or 24 hours of challenge

with specific antigens. %

In this regard, palpebral conjunctivae histology demonstrated the anti-inflammatory role of rGal-1 eye
drops, showing a reduction in the proportion of degranulated mast cells (40%) compared to the untreated
AC group (61%) after 24 hour of last OVA challenge. The effect of rGal-1 was also associated with a
decreased influx of leukocytes to the palpebral conjunctivae. In contrast, blood eosinophilia and
lymphocytosis were detected after rGal-1 eye drop treatment, which can be associated with its’
inhibitory effect on the transmigration process of both cell types. %2 Thus, in the AC mouse model,
rGal-1 eye drops are associated with the reduction of mast cell activation and, consequently, in ocular

allergy regulation.

Prompted by these findings, we used a rat experimental model of conjunctivitis induced by mast cell
secretagogue C48/80 to confirm the effect of rGal-1 on mast cell activation. The efficacy of our
experimental model was confirmed by the clinical scores after 20 minutes of C48/80 ocular instillation.
As expected, eyelid oedema, conjunctiva and tearing were associated with a significant increase in the
proportion of degranulated mast cells in the palpebral conjunctiva treated with C48/80 compared to the
control group. Furthermore, a marked decrease of histamine in eye homogenates after 6 hours of C48/80
challenge, confirmed the rapid activation of mast cells and release of their pre-stocked mediators.
Consistently, other studies using this C48/80-induced conjunctivitis model detected a decrease in

histamine levels in conjunctiva homogenates after 45 min, 1, 12 and 24 hours. 181926

In our study, we detected an intense influx of eosinophils in the rat palpebral conjunctiva after C48/80
challenge, which was corroborated by the intense immunoreactivity of EPX in the eye homogenates.

The importance of mast cells in the induction of neutrophil and eosinophil transmigration has been
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demonstrated in models of acute, 2’ systemic 28 and allergic inflammation. 2°2° Two of these studies,
using selective depletion of mast cells induced by C48/80, showed a decreased influx of neutrophils into
the peritoneal cavity after 4 hours of zymosan-induced peritonitis,?” and into the aqueous humour after
24 hours of endotoxin-induced uveitis, % compared to animals with non-depleted mast cells.
Furthermore, in a model of pollen-induced AC, mast cell-deficient mice did not exhibit clinical signs
and eosinophilia in the conjunctiva as severe as in the wild-type animals. This effect was reversed when
deficient animals were repopulated with mast cells. 2°%° These results show that mast cells are essential

in inducing the initial response to allergic conjunctivitis (clinical signs) and recruitment of eosinophils.

Pharmacological treatment with SCG and both rGal-1 concentrations (0.3 and 3 pg/eye) abrogated the
effect of C48/80 challenge by reducing clinical signs of conjunctivitis, mast cell degranulation and
eosinophilia, as well as the expression of EPX. Our findings reinforce the important regulatory role of
rGal-1 in mast cell activation and consequent inhibition of ocular inflammation. In fact, SCG is a
nonsteroidal anti-inflammatory drug traditionally described as an inhibitor of mast cell degranulation,
and consequent release of histamine and other inflammatory mediators.®! In relation to rGal-1, recent
studies have demonstrated that lack of endogenous Gal-1 in mice causes a greater influx of eosinophils
in bronchoalveolar fluid and lung after induction of asthma by OVA. % In vitro, rGal-1 administration
reduced eotaxin-induced migration of eosinophils, which is independent of increased adhesion of these
cells to the VCAM-1 adhesion molecule.  Additionally, studies using OV A-induced AC mouse models
showed that systemic rGal-1 treatment reduced eotaxin and RANTES levels in the lymph nodes 24 hours
after the final OVA challenge and compared with the untreated group. '® However, in the C48/80-
induced conjunctivitis model in rats, no differences were detected in the production of eotaxin and
RANTES after rGal-1 or SCG eye drop treatments relative to the untreated C48/80 group. These
different results regarding the effect of rGal-1 on chemokine release can probably be explained by the

different samples and experimental models used.

Another interesting aspect detected in our rat model was the marked increase of IFN-y, IL-6 and IL-10

production in the eyes after treatment with rGal-1 (0.3 pg) compared to the untreated C48/80. The
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cytokines IFN-y and IL-6 can stimulate mast cell activation, 2#32 while IL-10 inhibits mast cell
activation. 2 1L-10-deficient mice exhibit reduced numbers of intact mast cells after administration of
C48/80, an effect reversed by the administration of recombinant IL-10. 2 In addition, administration of
recombinant IL-10 in an OVA-induced allergic rhinitis model reduced the influx of eosinophils and

mast cells into the nasal mucosa, as well as reducing IL-5 and IL-17 in the nasal lavage fluid. *

In contrast, ocular instillation of higher concentration rGal-1 (3 ug) and SCG in rat eyes decreased IL-
4 levels in relation to the untreated C48/80 group. Similarly, in murine AC, systemic treatment with
rGal-1 decreased IL-4 and IL-13 levels in lymph nodes 4 hours after the final OVA challenge. * Thus,
the reduction of IL-4 levels may be associated with the ability of rGal-1 to inhibit the degranulation of
mast cells producing this cytokine, ** regulating the Th2 lymphocyte response and IgE production.
Furthermore, our study also shows that rGal-1 at 3 pg, but not at 0.3 ug, and SCG eye drops produced
a pronounced decrease in phosphorylated p38, JNK and ERK kinase levels in eye homogenates
compared to the untreated C48/80 group. MAPKSs are crucial to induce the expression of multiple genes
that together regulate the immune response, 2! our data suggests that the higher concentration of rGal-1

eye drops is more effective in controlling the inflammatory response induced by C48/80.

Together, our findings show that pharmacological treatment by ocular instillation of rGal-1 has a potent
immunomodulatory effect in two models of conjunctivitis, indicating that this lectin is an important

therapeutic tool in ocular allergy.
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5. 1. DISCUSSAO GERAL

No presente estudo, avaliamos o efeito do tratamento farmacoldgico com a Gal-
1 recombinante (rGal-1) na inflamacéao ocular, utilizando dois modelos experimentais
de conjuntivite em roedores.

Inicialmente utilizamos um classico modelo experimental de conjuntivite
alérgica induzida pela OVA em camundongos Balb/c (SHOJI et al., 2005; CHUNG;
NAM; KWEON, 2009; MELLO et al., 2015). A resposta inflamatoria foi avaliada pelas
analises de IgE especifica e citocinas no sangue, histologicas e quantitativas das
células inflamatdrias no sangue e na conjuntiva palpebral, ap6s 4 e 24h do ultimo
desafio com OVA. A eficacia do nosso modelo de CA foi comprovada pela deteccéo
do aumento nos niveis de IgE anti-OVA no plasma dos animais sensibilizados com
OVA em relacdo ao grupo controle imunizado com salina estéril. Interessantemente,
na fase inicial da resposta alérgica, 4h, os animais tratados com rGal-1 ocular
mostraram diminuicdo significante dos niveis de IgE em relagdo ao grupo CA,
corroborando estudos prévios usados em tratamento intraperitoneal, i. p., com rGal-1
(MELLO et al., 2015). Nesses estudos, o efeito antialérgico da rGal-1 foi associado
com diminuicao significante dos sinais clinicos da conjuntivite, niveis de IgE anti-OVA,
IL-4 e IL-13.

Em continuidade a esses achados, investigamos o efeito da administracdo de
rGal-1 ocular na liberacdo das citocinas IL-10 (perfil Th2) e IFN-y (perfil Thl) no
modelo experimental de CA. No plasma, o tratamento com rGal-1 na fase inicial, 4h,
causou aumento significante de IL-10 em relagdo ao grupo CA. A modulagéo positiva
da IL-10 é relevante em modelo de CA, uma vez que essa citocina foi apontada como
um regulador da desgranulacdo de mastocitos (BUNDOC; KEANE-MYERS, 2007).
Além disso, os estudos com Gal-1 apontam um efeito no aumento da producédo dessa
citocina associado com sua atividade anti-inflamatoria (TOSCANO et al., 2006;
SURYAWANSHI et al., 2013), corroborando nossos achados no plasma dos animais.

Além disso, esse tratamento com rGal-1 ocular induziu diminuicdo significante
de IFN- y em relagao ao grupo CA 4/24h. O efeito da regulacdo negativa da Gal-1 na
producado de IFN-y observado nos olhos em nosso estudo esta de acordo com outras
investigagbes envolvendo essa lectina usando diferentes modelos de doencas
autoimunes (RABINOVICH et al., 1999; SANTUCCI et al., 2003; TOSCANO et al,
2006). Estudos utilizando modelos de conjuntivite alérgica (STERN; SIEMASKO;
NIEDERKORN, 2005) e de asma (YU et al.,, 2011) induzidos por polen e OVA,
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respectivamente, demonstraram significante reducdo dos sinais clinicos dessas
doencas e do influxo de leucécitos para os tecidos em camundongos nocautes para
IFN-y comparados aos animais selvagens. Nesses mesmos trabalhos, os
pesquisadores verificaram que a neutralizacdo do IFN-y pelo tratamento dos animais
selvagens com anticorpo especifico induziu efeitos semelhantes aos observados para
0S animais nocautes. Além disso, ensaios in vitro demonstraram que o IFN-y é capaz
de ativar os mastdécitos, previamente sensibilizados com anticorpos IgE, induzindo a
liberacdo de histamina, IL-6 e IL-13 apds 1 ou 24h do desafio com antigenos
especificos (YU et al., 2011). Associados, esses dados sugerem um efeito protetor
importante da rGal-1 na alergia ocular por meio do controle de IgE especifica e
citocinas Thl e Th2.

Nosso estudo também demonstrou que o tratamento com a rGal-1 por
instilacdo ocular provocou reducao de neutréfilos do sangue periférico e aumentou
significantemente o ndmero de eosindfilos, linfocitos em relagdo aos animais nao
tratados e desafiados com OVA. No entanto, essas alteragdes nao foram relacionadas
com maior migracdo dos leucécitos para a conjuntiva palpebral comparado ao grupo
CA.

As analises histoldgicas das conjuntivas palpebrais mostraram maior propor¢ao
de mastécitos desgranulados (61%) apés 24h no grupo CA. Nesse mesmo tempo
experimental, o efeito do tratamento com rGal-1 por instilagdo reduziu a proporcédo de
células desgranuladas (40%). Outras investigaces em modelo de CA induzida por
pélen, demonstraram que camundongos deficientes para mastécitos, apos desafio
com pdélen no saco conjuntival, ndo apresentaram sinais clinicos e eosinofilia na
conjuntiva tdo intensos como nos animais selvagens (MIYAZAKI et al., 2008; FUKUDA
et al., 2009). Esse efeito foi revertido quando os animais deficientes foram repovoados
com mastocitos, mostrando que essas células séo essenciais na inducéo da resposta
inicial a conjuntivite alérgica, sinais clinicos, e recrutamento de eosindfilos. Dessa
maneira, no modelo experimental de CA, a acdo exdgena da Gal-1 por instilagdo direta
no saco conjuntival estd associada com a reducdo da ativacdo dos mastécitos e,

consequentemente, na regulacéao da alergia ocular.
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Para corroborar esses achados, avaliamos o efeito do tratamento
farmacoldgico da rGal-1 na inflamacgéo da ocular, usando um modelo experimental de
conjuntivite induzida pelo composto 48/80 em ratos Wistar (TILIGADA et al., 2000;
PAPATHANASSIOU et al., 2011).

Inicialmente, confirmamos a eficacia de nosso modelo experimental pelo escore
clinico, apds 20 minutos da aplicacdo do composto 48/80. Intenso edema de palpebra,
conjuntiva e lacrimejamento foram associados com aumento significante da propor¢cao
de mastocitos desgranulados na conjuntiva palpebral dos animais instilados com
C48/80 e comparado aos animais controles, instilados somente com PBS. A rapida
ativacdo dos mastacitos pelo C48/80 implica na liberacdo de seus mediadores pré-
estocados, como a histamina, efeito corroborado pela diminuic&o significante dos seus
niveis nos macerados de olhos ap6s 6h em relacdo ao controle, cujos mastocitos
estavam intactos. Outros estudos utilizando o mesmo modelo de conjuntivite induzida
pela instilacdo do C48/80 em ratos, detectaram diminui¢cdo dos niveis de histamina
nos macerados de conjuntiva apés 45 min, 1, 12 e 24h (TILIGADA et al., 2000;
GIANNOULAKI et al., 2003; PAPATHANASSIOU et al., 2011).

Em nossos estudos detectamos ainda intenso influxo de eosindfilos na
conjuntiva apdés aplicacéo do 48/80, efeito corroborado pela intensa imunorreatividade
da peroxidase eosinofilica (EPX) nos macerados dos olhos. A importancia dos
mastoécitos na inducdo da transmigracdo de leucocitos tem sido demonstrada em
modelos de inflamacao aguda (AJUEBOR et al., 1999), sistémica (DA SILVA, GIROL
e OLIANI, 2011) e alérgica (MIYAZAKI et al., 2008; FUKUDA al., 2009). Dois desses
estudos, usando método de deplecéo seletiva dos mastoécitos pelo C48/80 mostraram,
na cavidade peritoneal, diminuicdo do influxo de neutrdfilos, apds 4h, da inducéao de
peritonite por zymosan (AJUEBOR et al., 1999), e no humor aquoso, apés 24h, da
inducdo de uveite por lipopolissacarideo (DA SILVA, GIROL e OLIANI, 2011),
comparado aos animais com mastocitos ndo depletados. Dessa maneira, em nosso
modelo experimental de conjuntivite, a intensa desgranulacdo dos mastécitos
provocada pelo C48/80 induz a alta migracédo de eosinofilos observada na conjuntiva
palpebral.

Como esperado, o tratamento farmacolégico com cromoglicato de sodio
promoveu a inibicdo da desgranulacdo dos mastdcitos apds estimulo com o C48/80,
efeito observado também pela diminuigdo dos sinais clinicos da conjuntivite e reducao

da eosinodfilia. De fato, o cromoglicato de s6dio € uma droga anti-inflamatéria néo
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esteroide, tradicionalmente descrita como um estabilizador dos mastocitos. Essa
droga inibe a desgranulagcdo dos mastdcitos sensibilizados, e consequente liberacdo
de histamina e outros mediadores inflamatérios (OWEN et al., 2004).

Caracterizado esse efeito anti-inflamatorio do cromoglicato de s6dio em nosso
modelo de conjuntivite, direcionamos o0s estudos para a compreenséo dos efeitos
provocados pelo tratamento farmacolégico com a rGal-1. Semelhantemente ao
cromoglicato, as duas concentracdes testadas de rGal-1 foram eficazes na reducao
dos sinais clinicos da conjuntivite, assim como na diminuicdo da ativacdo dos
mastdcitos. Semelhantemente, o pré-tratamento farmacolégico com a rGal-1 reduziu
0 edema na pata de ratos, induzido pela inje¢cdo de fosfolipase A2 do veneno de
abelha, e 0 niumero de mastécitos no tecido conjuntivo apés 4h (RABINOVICH et al.,
2000). Na conjuntivite alérgica induzida por OVA em camundongos, o tratamento
sistémico com rGal-1 também reduziu os sinais clinicos e producdo de IgE na fase
inicial da resposta inflamatéria (MELLO et al., 2015). Esses resultados reforcam o
importante papel regulador da rGal-1 na ativacdo dos mastocitos e consequente
inibicdo da resposta inflamatoria ocular.

Nos tratamentos realizados com as diferentes concentracdes de rGal-1 foi verificado
reducdo da migracéo de eosindfilos, assim como a expressédo de EPX nos macerados
de olhos. Estudos recentes demonstraram que a auséncia de Gal-1 em camundongos
causa maior influxo de eosinoéfilos no fluido broncoalveolar e no pulméo apdés inducao
de asma por OVA (GE et al., 2016). In vitro, a administracao de rGal-1 também reduziu
a migracao dos eosindfilos induzida pela eotaxina, fator independente do aumento da
adesdao dessas células a molécula de adesdo VCAM-1 (GE et al., 2016). Além disso,
estudos usando modelo de conjuntivite alérgica induzida por OVA em camundongos,
mostraram que o pré-tratamento sistémico com rGal-1 reduziu os niveis de eotaxina
e RANTES nos linfonodos apds 24 h do dltimo desafio com OVA e em comparacao
com o grupo nao tratado (MELLO et al., 2015).

Outro aspecto interessante detectado em nosso modelo foi a diminuicdo
significante da producéo de IL-4 nos olhos pelos tratamentos farmacologicos rGal-1 3
Mg e cromoglicato em relagdo ao C48/80 sem tratamento. Similarmente, em modelo
de conjuntivite alérgica em camundongos foi demonstrado o papel da rGal-1 na
diminuic&o dos niveis de IL-4 e IL-13 nos linfonodos, apds 4h do ultimo desafio com
OVA (MELLO et al., 2015). Assim, a reduc¢do dos niveis de IL-4 pode estar associada

com a propriedade da rGal-1 de inibir a desgranulacdo dos mastoécitos que também
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produzem essa citocina, promovendo a resposta de linfécitos Th2 e producao de IgE
(MELLO et al., 2015).

Por outro lado, em nossos estudos, a instilacdo ocular de menor concentracao
de rGal-1 (0,3 pug) nos olhos dos ratos induziu aumento significante de IFN-y, IL-6 e
IL-10 em relacdo ao grupo C48/80 sem tratamento. As citocinas IFN-y e IL-6 sdo
capazes de estimular ativacdo de mastoécitos (YU et al., 2011; DESAI et al., 2016),
enquanto a IL-10 inibe essa ativacdo (BUNDOC; KEANE-MYERS, 2007). Animais
nocautes para IL-10 apresentam numero reduzido de mastocitos intactos apoés
administracdo do C48/80, efeito revertido pela administracdo de IL-10 recombinante
(BUNDOC; KEANE-MYERS, 2007). Além disso, a administracdo de IL-10
recombinante em modelo de rinite alérgica induzida por ovalbumina reduziu o influxo
de eosindfilos e mastdcitos na mucosa nasal, assim como a producgéo de IL-5 e IL-17
no fluido de lavado nasal (WANG et al., 2014).

Essas diferencas na producdo de citocinas induzidas por diferentes
concentracfes de rGal-1 também foram verificadas na ativacdo das MAPKs nos
olhos. A expressao das quinases fosforiladas p38, JNK e ERK foi menor no tratamento
com rGal-1 3 pg, assim como detectado para o cromoglicato de sodio. Considerando
gue as MAPKs sdo fundamentais na inducdo da expressao de mdultiplos genes que
regulam a resposta imune (ARTHUR; LEY, 2013), nossos dados sugerem que a maior
concentracdo de rGal-3 é mais eficaz no controle da resposta inflamatoéria induzida
pelo C48/80.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

1. No modelo experimental de CA, induzida por OVA nos camundongos Balb/c, o
tratamento farmacologico com rGal-1 por instilagédo ocular:
- diminui os niveis plasmaticos de IgE anti-OVA na fase inicial da resposta
alérgica (4h) comparado ao grupo CA;
- aumenta os niveis plasmaticos de IL-10;
- diminui os niveis de IFN-y nos homogeneizados dos olhos.
- aumenta o numero de eosinofilos (4h), linfécitos (4 e 24h) e mondcitos (24h)
circulantes, e reduz neutrofilos (24h).
- reduz a proporcdo de mastoécitos desgranulados (40%) na conjuntiva

palpebral, apds 24h, em comparagcédo ao grupo sem tratamento (61%).

2. No modelo de conjuntivite induzido pelo C48/80, a instilagéo ocular de rGal-1,
em ambas concentracdes (0,3 e 3 pug), possui efeito semelhante ao
cromoglicato de sddio, comparado aos olhos néo tratados e desafiados com o
C48/80. Assim, os tratamentos farmacol6gicos com rGal-1:

- reduzem os sinais clinicos da conjuntivite induzida pelo C48/80, a
desgranulacdo de mastécitos e influxo de eosinéfilos na conjuntiva
palpebral;

- diminuem a expressdo da peroxidase eosinofilica (EPX) e das quinases
fosforiladas ativadas por mitdégenos (p-p38, p-JNK e p-ERK) nos
homogeneizados de olhos;

- nédo alteram os niveis de histamina nos homogeneizados de olhos em
relacdo aos seus respectivos controles;

- nao alteram os niveis de eotaxina e RANTES no fluido lacrimal dos animais
em relacdo ao C48/80 néo tratado;

- na concentracao de 3 pg diminui a produgéo de IL-4 nos olhos em relagao

ao C48/80 néao tratado, enquanto na concentracdo de 0,3 ug aumenta os niveis

de IFN-y, IL-6 e IL-10.
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Em conjunto, nossos achados evidenciam que o tratamento farmacol6gico por
instilacdo ocular de rGal-1 possui potente efeito imunomodulador nos dois modelos

de conjuntivite, indicando essa lectina como importante ferramenta terapéutica.
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GALECTINA-1 EM MODELO MURINO DE CONJUNTIVITE ALERGICA TIPO I".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais
UNIFESP/HSP

A conjuntivite alérgica (CA) representa uma doenca complexa do sistema imune
envolvendo a desgranulacdo dos mastocitos na conjuntiva e a liberacdo de
mediadores inflamatérios e citocinas que provocam a infiltracdo de células
inflamatodrias nesse tecido. Essa inflamagcdo e o principal fator contribuinte para
inumeras desordens oculares, podendo levar a diminuicdo da acuidade visual, e até
mesmo a cegueira. Nos tratamentos das inflamacdes intraoculares, em geral, sdo os
glicocorticoides os medicamentos frequentemente administrados cujos efeitos
colaterais estimulam buscas por novas estratégias terapéuticas. Entre os mediadores
anti-inflamatorios, incluimos a proteina endogena galectina-1 (Gal-1) capaz de

controlar o processo de transmigracdo dos leucdcitos, liberacdo de citocinas e
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desgranulacdo de mastdcitos, contribuindo para a homeostase da reacao inflamatoria.
Contudo, a expresséo da Gal-1 em tecidos oculares normais e inflamados tem sido
pouco estudada. Desse modo, analisaremos em modelo experimental de CA, a
expressao e o mecanismo de acdo da proteina Gal-1 nas conjuntivas palpebrais de
camundongos. Os animais serdo imunizados nos dias 0 e 7, por via subcutanea, com
ovalbumina (OVA; 5 ug) e nos dias 14, 15 e 16, receberéo instilagdo direta no saco
conjuntival de 250 pg de OVA em 10 ul de salina estéril. Outro grupo de animais
sensibilizados serao pré-tratados i.p. ou por instilacdo nos dias 14 a 16 com a proteina
Gal-1 recombinante (rGal-1; 0,3 pg por animal), diluida em 0,1 mL ou 10 ?I de salina
estéril, respectivamente. Os animais controles receberdo apenas salina estéril. Apés
4 e 24 horas do ultimo desafio com OVA, os animais serdo anestesiados, submetidos
a puncdo cardiaca para obtencdo de sangue e, posteriormente, sacrificados por
deslocamento cervical para retirada das palpebras, lavado peritoneal e baco. Os
estudos serdo realizados por meio de: andlises histopatoldgicas e quantitativas de
mastoécitos e eosinofilos nas conjuntivas; dosagens de IgE anti-ovalbumina no sangue,
e; imuno-histoquimica e western blotting para detectar a expressao da proteina
enddgena Gal-1 nos mastocitos e baco, respectivamente. Os resultados contribuirdo
para o melhor entendimento da participacdo da Gal-1 nos processos inflamatérios

oculares alérgicos e, possivelmente, para novas perspectivas terapéuticas.

ANIMAIS:
Serao utilizados:

- 35 Camundongos isogénicos Balb/c, Machos, com
idade de 7-12 semanas Procedéncia: CEDEME

Manutencéao: Biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Estrutural
VIGENCIA DO ESTUDO:

inicio previsto para: outubro/2014 com término previsto para: outubro/2015

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o
Paulo/Hospital Sdo Paulo, na reunido de 08/09/2014, ANALISOU e APROVOU

todos os procedimentos apresentados neste protocolo.



ANEXOS|87

1. Comunicar toda e qualquer alterac&o do protocolo.
2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

4. Relatorios parciais de andamento deveréo ser enviados anualmente a CEUA até
a concluséo do protocolo.

(\JH i

sz Comirt DE ETica eu PEsquisa

Loreprens,

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador da Comisséao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo

7611050814
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Certificamos que o projeto/disciplina de pesquisa intitulado “Efeito da
galectina-1 nos mastécitos em modelo experimental de conjuntivite
induzida pelo composto 48/80: andlises in vivo e in vifro” (protocolo n°.
092/2014 - CEUA), sob responsabilidade da Professora Doutora Cristiane
Damas Gil, estéd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotado pelo Colégio Brasieiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

deste Instituto, em reunido de 13 de maio de 2014.

CERTIFICATE

Certify that the project / research discipline entitled “Effect of galectin-1 in
mast cells in an experimental model induced by compound 48/80
conjunctivitis: analysis in vivo and in vitro™ (protocol no. 092/2014 - CEUA),
under the responsibility of Professora Doutora Cristiane Damas Gil, is in
accordance with the Ethical Principles in Animal Experimentation adopted
by the Braziian College of Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the Ethics Committee on Animal Use of this Institute, at the

meeting of May 13, 2014.

Sdo José do Rio Preto, 13 de maio de 2014.
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The editorial office will be in touch with you again after your manuscript has been reviewed.



