RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 03/03/2019.



AYA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA é
X

u nesp "% 4ULI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de S&o José do Rio Preto 2

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

Mab Pereira Corréa

Estudo do papel da proteina Galectina-1 em modelo experimental de

Dermatite Atopica induzida por ovalbumina em camundongos

Sao José do Rio Preto
2017



Mab Pereira Corréa

Estudo do papel da proteina Galectina-1 em modelo experimental de

Dermatite Atépica induzida por ovalbumina em camundongos

Dissertacado apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Genética, junto ao Programa de
Pos-Graduacdo em  Biociéncias, do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de S&o
José do Rio Preto.

Orientadora: Prof2 Dr2 Cristiane Damas Gil

Sao José do Rio Preto
2017



Corréa, Mab Pereira.

Estudo do papel da proteina Galectina-1 em modelo
experimental de dermatite atopica induzida por ovalbumina em
camundongos / Mab Pereira Corréa. -- Sao José do Rio Preto, 2017

81f.:il., tabs.

Orientador: Cristiane Damas Gil
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Biologia molecular. 2. Proteinas - Estrutura. 3. Galectina 1.
4. Dermatite atépica. 5. Ovalbumina. 6. Mastdcitos. 7. Eosindfilos.
I. Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho". Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas. IlI. Titulo.

CDhU -577.112

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de S&o José do Rio Preto




Mab Pereira Corréa

Estudo do papel da proteina Galectina-1 em modelo experimental de

Dermatite Atopica induzida por ovalbumina em camundongos

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre em
Genética, junto ao Programa de Pds-Graduacédo
em Biociéncias, do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Sao José do Rio Preto.

Comissdao Examinadora

Prof2. Dr2. Cristiane Damas Gil
UNESP — Sao José do Rio Preto
Orientadora

Prof2. Dr2. Rejane Maira Goes
UNESP — Sao José do Rio Preto

Profd. Dr2, Jusciele Brogin Moreli

UNIFESP — Sao Paulo

Sao José do Rio Preto

3 de marco de 2017



DEDICATORIA

A minha querida avo, Silvia Camilo Corréa, por ser meu
maior exemplo de vida, por me inspirar como pessoa

e por sempre estimular a busca pelo conhecimento.



A Profa. Dra. Cristiane Damas Gil, por quem tenho imensa
admiracao, exemplo de mestre e pesquisadora. Meu
agradecimento pela oportunidade, orientacdo e

ensinamentos.



AGRADECIMENTOS

A Fundacido de Apoio & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP, processo
2015/09858-3) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq) pela bolsa de mestrado concedida.

Ao Programa de Pdés-graduacdo em Genética do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP), por possibilitar a realizagéo desse trabalho.

A Universidade Federal de S&o Paulo/ Escola Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM),
em especial ao Departamento de Morfologia e Genética, pela permissao do uso de
suas dependéncias durante a realizagdo desse trabalho.

Aos companheiros do Laboratério de Histologia da UNIFESP, Alexandre Dantas
Gimenes, Frans Eberth Costa Andrade, Mariana Prado Marmorato, Tamires Barbosa
Lucena da Rocha e a técnica Katia de Vasconcelos, equipe que muito estimo e

exemplo de trabalho com alegria e entusiasmo.

A Profa. Dra. Sonia Maria Oliani, por ter aberto as portas de seu Laboratério para que

essa pesquisa fosse realizada.

Aos colegas do Laboratério de Imunomorfologia do IBILCE, Claudia Bosnic Mello,
Laila Toniol Cardin, Janesly Prates, Lucas Ribeiro de Azevedo, Lucas Possebon, Sara

de Souza Costa, por todo o auxilio e por compartilharem seus conhecimentos.

A minha familia que muito amo, obrigada pelos momentos maravilhosos, pelo apoio e

crédito as minhas conquistas e por, acima de tudo, estarmos sempre unidos.

Ao Fabiano Brandini Molas, por estar ao meu lado, pela compreensao, e

principalmente pelo carinho e fé na minha capacidade.

Enfim, a tantos outros amigos que de alguma maneira colaboraram com o0 meu

desenvolvimento pessoal e profissional.



“A mente que se abre a uma nova ideia
jamais volta ao seu tamanho original.”
Albert Einstein



RESUMO

Introducdo: A dermatite atépica (DA) € provocada tanto pelo desequilibrio das
respostas imunes quanto pela quebra da barreira epitelial. Embora a galectina-1 (Gal-
1), proteina ligante de B-galactosideos, possua efeitos imunomoduladores em varias
doencas inflamatdrias, as estratégias terapéuticas baseadas em suas propriedades
anti-inflamatorias ndo sdo conhecidas na DA. Desse modo, avaliamos o efeito do
tratamento farmacolégico com a proteina recombinante Gal-1 (rGal-1) na
imunomodulacdo da DA em modelo experimental murino. Métodos: Camundongos
Balb/c machos foram imunizados por via subcutanea, com ovalbumina (OVA; 5 ug)
nos dias 0 e 7. Apds a imunizacao, os animais foram desafiados com 250 ug de OVA
diluida em 50 uL de 6leo Johnson’s Baby ® nos dias 11, 14 a 18 e 21 a 24. Parte dos
camundongos sensibilizados foram tratados intraperitonealmente com a proteina
rGal-1 (0,3 ou 3 pg/animal) ou dexametasona (1 mg/kg) diluidos em 0,1 mL de salina
estéril, na dltima semana do protocolo experimental, dias 21 a 24 (uma vez ao dia).
Apébs 24 horas do ultimo periodo de exposicdo a OVA, ou apenas 6leo (Sham), os
animais foram anestesiados para coleta de sangue e, posteriormente, realizada a
eutanasia por deslocamento cervical para coleta da pele e bagco. As andlises
posteriores foram realizadas por meio de: analises histologicas e quantitativa de
mastoécitos e eosinéfilos na pele, dosagens de IgE anti-ovalbumina e citocinas no
sangue e lisado de pele, imuno-histoquimica e western blotting para detectar a
expressdo da Gal-1 e quinases da via MAPK na pele e baco. Resultados: O
tratamento com rGal-1 diminui os sinais clinicos de dermatite nos camundongos
BALB/c e diminui os niveis locais de eotaxina e IFN-y. O tratamento também suprimiu
a infiltracdo de eosinofilos e mastdcitos, que foi corroborado pela reducédo da
expressdo da protease 6 dos mastécitos (MMCP6) e peroxidase dos eosinofilos
(EPX). Estes efeitos locais estdo associados com a ativacéo da quinase regulada por
sinal extracelular (ERK) e regulacdo negativa da Gal-1 enddgena. A inibicdo da
progressdo da doencga induzida por Gal-1 também foi relacionada com reduzidos
niveis plasmaticos de IL-17, assim como o0 aumento de expresséo de ERK fosforiladas
em células esplénicas. Conclusé&o: Os nossos resultados demonstram que rGal-1 é
um tratamento eficaz na inflamacéo alérgica de pele na DA e pode ter impacto sobre

o desenvolvimento de novas estratégias em doencas inflamatérias da pele.



Palavras-chave: galectina-1, inflamacao da pele, ovalbumina, mastocito, eosindfilo,
ERK.



ABSTRACT

Introduction: Atopic dermatitis (AD) is caused by both dysregulated immune
responses and an impaired skin barrier. Although beta-galactoside binding protein
galectin-1 (Gal-1) has immunomodulatory effects in several inflammatory disorders,
therapeutic strategies based on its anti-inflammatory properties have not been
explored in AD. Thus, we evaluated pharmacological treatment with recombinant Gal-
1 protein (rGal-1) in the immunomodulation of AD in murine experimental model.
Methods: Male Balb/c mice were immunized with ovalbumin (OVA, 5ug) on days 0
and 7. After immunization, animals were challenged with 250ug OVA diluted in 50 pL
Johnsons’s Baby® oil on days 11, 14-18 and 21-24. A subset of animals was treated
intraperitoneally with rGal-1 (0.3 or 3 pg/animal) or dexamethasone (1 mg/kg) diluted
in 0,1 mL sterile saline, in last week of the experimental protocol, days 21-24 (once a
day). After 24 hours of the last OVA challenge, or oil (Sham), animals were
anesthetized for blood collection, and subsequently performed euthanasia by cervival
dislocation for colletction of skin and spleen. Subsequent analysis were performed by:
histological analysis and quantification of mast cells and eosinophils in skin, dosage of
IgE anti-OVA and cytokine levels in blood and skin homogenates,
immunohistochemistry and western blot to detect Gal-1 and mitogen-activated protein
kinases (MAPKs) expression in skin and spleen. Results: Treatment with rGal-1
decreased the clinical signs of dermatitis in BALB/c mice and diminished local eotaxin
and IFN-y levels. The treatment also suppressed the infiltration of eosinophils and mast
cells, which was verified by reduced expression of mouse mast cell protease 6
(mMCP6) and eosinophil peroxidase (EPX). These localized effects are associated
with extracellular signal-regulated kinase (ERK) activation and downregulation of
endogenous Gal-1. The inhibition of disease progression induced by rGal-1 was also
correlated with reduced plasma IL-17 levels, as well as upregulation of phosphorilated
ERK on splenic cells. Conclusion: Our results demonstrate that rGal-1 is an effective
treatment for allergic skin inflammation in AD and may impact the development of novel

strategies for skin inflammatory diseases.

Key words: galectin-1, skin inflammation, ovalbumin, mast cell, eosinophil, ERK.
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1. INTRODUCAO
1.1. Pele

A pele representa o maior érgao do corpo e corresponde de 15 a 20% do peso
corporal humano. E composta por duas camadas com origens embrioldgicas distintas:
a epiderme, derivada do ectoderma, e a derme, originada do mesoderma
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ROSS; PAWLINA, 2016). Além disso, na pele
também observamos a presenca de anexos epidérmicos que incluem foliculos pilosos
e pelos, glandulas sudoriparas, glandulas seb&ceas, unhas e glandulas mamarias.

A epiderme é composta de um epitélio estratificado pavimento queratinizado e
suas células consistem em gueratinécitos (mais abundantes), melandcitos (produtoras
de melanina), células de Langerhans (sinalizacdo do sistema imune) e células de
Merkel (associadas as terminagdes nervosas sensoriais). Sua espessura e estrutura
variam de acordo com o local, podendo ser mais complexa nas regides de pele
espessa, como nas palmas das maos e solas dos pés, na qual € possivel distinguir
suas diferentes camadas: estratos basal, espinhoso, granular, licido e cérneo
(JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013; ROSS; PAWLINA, 2016).

Aderida a epiderme, a derme é composta de tecido conjuntivo que confere
suporte mecanico, forca e espessura a pele. E dividida em duas camadas com limites
brandos, sendo a papilar mais superficial e a reticular mais profunda. A camada papilar
possui tecido conjuntivo frouxo e forma as papilas dérmicas. A camada reticular é
espessa e formada por tecido conjuntivo denso. As duas camadas sao ricas em fibras
elasticas e colagenas, vasos sanguineos e nervos (BOLOGNIA; JORIZZO;
SCHAFFER, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Devido a por¢éo queratinizada da epiderme, ha prote¢cdo do organismo contra a
perda de 4gua. Além disso, a pele participa da termorregulacdo do organismo através
de vasos sanguineos, tecido adiposo e glandulas sudoriparas, que também excretam
substancias e, também, € responsavel pela transmissdo de impulsos nervosos
sensoriais para o sistema central, pois recebe informac¢des do ambiente. A melanina,
pigmento produzido na epiderme tem funcéo de protecéo dos raios ultravioletas do sol
(BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A pele de camundongo apresenta padrdo histolégico similar aos humanos,
constituindo um bom modelo para estudos experimentais que envolvam esse 6rgéo
(Figura 1).
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Gl

Hp

Figura 1. Pele fina de camundongo BALB/c. [a] Epiderme (Ep). Derme (De). Na derme, observam-
se foliculos pilosos (Fp) e glandulas sebéceas (Gl). Abaixo da derme esté a hipoderme (Hp), constituida
por tecido adiposo. [b] Epiderme constituida pelo epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. [c]
Detalhe de glandula sebacea evidenciando seu epitélio glandular fracamente eosinofilico e nicleo de

posicéo central. Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Barras: 100 pm [a], 50 pm [b, c].

1.2. Dermatite Atdpica

A dermatite atépica (DA), também conhecida como eczema atépico, representa
a inflamacao cronica mais comum da pele e possui uma crescente prevaléncia no
mundo. Dados da Organizagdo Mundial da Alergia de 2014 (WOA, 2014), afirmam
gue 5% das criancas sdo acometidas pela DA e a prevaléncia na idade adulta pode
chegar a 10%.

Macroscopicamente, as caracteristicas da DA incluem lesdes avermelhadas que
cocam muito, descamam e as vezes ficam umidas. Possui uma evolugéo cronica ou
com recidivas, com inicio geralmente precoce, mas, em alguns casos, ha o
desenvolvimento tardio (inicio na idade adulta) (LEUNG; GUTTMAN-YASSKY, 2014;
SCHLAPBACH; SIMON, 2014). Além disso, 0s pacientes muitas vezes sao
acometidos pela insénia, diminuicdo do rendimento escolar ou produtividade,
sofrimento emocional e reducdo da qualidade de vida (MODENA; DAZY; WHITE,
2016). As caracteristicas histologicas da DA variam de acordo com o estagio da
doenca. E observado na DA espessamento da epiderme e fibrose na derme
acompanhada da infiltracdo de linfocitos, eosindfilos e aumento do numero de
mastoécitos (BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2012).
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A DA é uma doenca complexa de origem genética, com etiologia multifatorial, e
seus portadores apresentam maior incidéncia de infec¢des bacterianas, fungicas ou
virais devido a quebra da barreira epitelial nas lesdes cutaneas. Existem duas
variacOes desta doenca: dermatite atdpica extrinseca e a dermatite atopica intrinseca.
A primeira representa a maior parte dos diagnésticos de DA (80%) e esta associada
aos niveis elevados de IgE sérica. Em contraste, os pacientes com DA intrinseca tem
niveis baixos ou normais de Ige (BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2012;
MODENA; DAZY; WHITE, 2016)

Os tratamentos para DA incluem emolientes, glicocorticoides topicos como a
dexametasona, inibidores de calcineurina, fototerapias, e imunossupressores tais
como ciclosporina A, gue séo eficientes na reducédo da inflamacao, mas podem causar
efeitos adversos, como o surgimento de neoplasias malignas na pele (LUGER et al.,
2015). Os corticosteroides séo a primeira linha de tratamento em pacientes com DA
e, destacamos a dexametasona, um glicocorticosteroide com acao anti-inflamatoria.
Os glicocorticoides sdo hormonios e possuem efeitos adversos, podendo promover o
surgimento de resisténcia periférica a insulina (RAFACHO et al., 2007; MIZUNO et al.,
2015). Portanto, o desenvolvimento de novas terapias € necessario para o tratamento
dessa patologia.

O diagndstico clinico para a DA ainda néo € totalmente estabelecido, sendo mais
utilizado na clinica o criado por Hanifin e Rajka em 1980 (critério HR) que incluem
lesbes eczematosas na pele em padrdes tipicos de idades especificas (inicio abaixo
dos 2 anos), que sao crénicas e reincidentes, com inicio precoce, além do histérico
familiar para atopias (asma, rinite e dermatite atépica) e prurido. A avaliacdo dos niveis
totais e especificos de IgE no soro também séo usados para auxiliar no diagnéstico,
assim como a contagem de eosindfilos. Entretanto, diversas vezes € necessaria a
utilizacdo de testes invasivos para a concluséo do diagnostico (BOLOGNIA; JORIZZO;
SCHAFFER, 2012; WATSON; KAPUR, 2011).

A patogénese da DA é atribuida a um desequilibrio no sistema imune adaptativo
caracterizada pela disfuncéo dos linfocitos T auxiliares (Th) e aumento da producgéo
de IgE e, consequentemente, quebra da barreira epitelial com intensa perda de agua
(pele seca) e entrada de substancias nocivas (DHINGRA; GULATI; GUTTMAN-
YASSKY, 2013, SCHLAPBACH; SIMON, 2014).
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As citocinas e quimiocinas, tais como interleucina-4 (I1L-4), IL-5, IL-13, eotaxinas,
CCL17, CCL18 e CCL22, produzidas por células Th2 e células dendriticas estimulam
a infiltracdo de mastdcitos e eosinofilos na pele. Linfocitos de perfil Th2 e Thl7
predominam em pacientes com DA, mas as células Th1l também contribuem para sua
patogénese. As citocinas produzidas por células Th2 e Th17 (IL-4/IL-13 e IL-17/IL-22,
respectivamente) inibem a diferenciacao terminal da epiderme e contribuem para
guebra da barreira epitelial em pacientes com DA (Figura 2) (DHINGRA; GULATI,
GUTTMAN-YASSKY, 2013; LEUNG; GUTTMAN-YASSKY, 2014; SCHLAPBACH,;
SIMON, 2014).
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Figura 2 - Mecanismos imunoldgicos na patogénese da dermatite atépica (DA). No primeiro
esquema observamos uma pele saudavel. Na etapa seguinte, com a quebra da barreira epidérmica, ha
aumento da permeabilidade de antigenos, que se deparam com as células de Langerhans (LC), que
por sua vez ativam as células T helper tipo 2 (Th2) para produzir citocinas IL-4 IL-5 e IL-13. As células
dendriticas (DCs) migram para os ganglios linfaticos, onde ativam as células T efetoras e induzem a
producédo de IgE. As citocinas e quimiocinas produzidas por células Th2 e DCs estimulam a infiltracéo
de DCs, mastdcitos e eosinofilos na pele. Células Th2 e Th22 predominam em pacientes com DA, mas
as células Thl e Th17 também contribuem para sua patogénese, assim como a produc¢éo de INF-y. As
citocinas Th2 e Th22 (IL-4/IL-13 e IL-22, respectivamente) inibem a diferenciagdo terminal da epiderme
e contribuem para quebra da barreira epitelial em pacientes com DA e a instalacdo de infec¢Bes

secundarias. Adaptado de (Leung e Bieber, 2003).

Como demonstrado na figura 2, a modulacdo das respostas inflamatérias na DA

ocorre em grande parte pela acao de citocinas, que sao polipeptideos multifuncionais
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de 8 a 30 kDa, sintetizados por diferentes células do sistema imune. Devido as suas
caracteristicas, elas sdo divididas em subgrupos: interleucinas (IL, sendo numeradas
sequencialmente), fatores de necrose tumoral (TNF), fatores estimuladores de colonia
(CSF), interferons (INF), fatores de crescimento mesenquimal (TGFf) e quimiocinas
(citocinas quimioatraentes) (de OLIVEIRA et al.,, 2011; DELVES et al., 2013). As
citocinas sdo armazenadas como moléculas pré-formadas e atuam especialmente por
mecanismos paracrinos (células vizinhas) e autocrino (na prépria célula produtora).
Diversas células secretam a mesma citocina, e uma citocina pode agir em diversos
tipos celulares e apresentar diferentes fungbes, fendbmeno chamado de pleiotropia.
Assim, as citocinas influenciam a diferenciacao, atividade, sobrevida e proliferacdo da
célula, assim como a atividade de outras citocinas que podem atenuar (anti-
inflamatdrias) ou acentuar (pré-inflamatdérias) a resposta inflamatoéria (de OLIVEIRA et
al., 2011; DELVES et al., 2013).

Dentre os subgrupos de citocinas, as quimiocinas se destacam nas respostas
inflamatorias por serem responsaveis pela quimiotaxia de células imunes.
Particularmente nas reacdes alérgicas, CCL5/RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T Cell Expressed and presumably Secreted) e CCL11/eotaxina-1 tem papel
fundamental (OFFIAH; CALDER, 2009).

A RANTES é sintetizada principalmente por linfocitos T, plaquetas e células
endotelias constituindo-se um fator quimiotatico para mondcitos, linfocitos T, célula
NK, eosindfilos e basofilos, com atuacao ainda na ativagdo de células T. A eotaxina é
produzida pelas células endoteliais, mondcitos e linfocitos T, e atua como
quimioatraente para eosinéfilos, macréfagos e linfécitos T. (DESHMANE et al., 2009).

Dentre os tipos celulares que atuam na patogénese da DA, destacam-se 0s
mastocitos, células residentes do tecido conjuntivo. Essas células sdo localizadas
proximos aos vasos sanguineos, e sao mais predominantes em areas expostas ao
ambiente externo como a pele, o epitélio pulmonar e o trato gastrointestinal e estdo
em maior numero nas inflamacdes alérgicas (CRUSE; BRADDING, 2016; MODENA,
DAZY; WHITE, 2016). Apresentam citoplasma com granulos que se coram
metacromaticamente por corantes basicos, como o azul de toluidina. A ligacao
cruzada dos alérgenos com a IgE ligada aos receptores FceRI (receptor de alta
afinidade para a regido Fc da IgE) na superficie dos mastécitos, desencadeia sua

desgranulacéo imediata, com a liberacdo dos mediadores pré-formados e estocados
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em seus granulos citoplasmaticos. Dentre esses mediadores destacam-se histamina,
heparina, proteases triptase, quimase e carboxipeptidase, fatores quimioatraentes de
neutrofilos e eosinodfilos. Uma vez liberados, esses mediadores sdo capazes de
potencializar a migracéo e a proliferacédo de células, além de induzir a expressao de
moléculas de adesdo nas células endoteliais ativando o recrutamento leucocitario
(CARVALHO; COLLARES-BUZATO, 2005; IRKEC; BOZKURT, 2012; MODENA;
DAZY; WHITE, 2016).

Além disso, 0os mastdécitos secretam substancias que sdo geradas logo apos a
sua ativacdo, que sdo chamados de fatores neoformados. Elas sdo originadas pela
ativacdo da fosfolipase A2 e derivados do acido araquidénico, como prostaglandinas
e leucotrienos, que potencializam os efeitos dos ja liberados, prolongando suas acdes
no tecido. Os mastécitos da pele humana também sintetizam fatores neo-sintetizados
e liberam IL-17 e IL-22, importantes citocinas que atuam na patogénese da DA
(CARVALHO; COLLARES-BUZATO, 2005; MASHIKO et al., 2015; WERFEL et al.,
2016).

A conexdo entre doencas alérgicas e eosindfilos é antiga, apesar de até meados
dos anos 1980 supunha-se que elas possuissem acéao anti-inflamatoria. O conceito foi
mudado ap6és o conhecimento da alta toxicidade das proteinas contidas em seus
granulos, para os helmintos e células do sistema respiratério. Hoje, sdo considerados
células pré-inflamatérias que medeiam as manifestagcbes das doencas alérgicas,
como a asma. Também medeiam as doencas inflamatérias alérgicas. Quando
ativados, liberam proteinas ricas em arginina, altamente téxicas que se ligam a
membrana basal através dos proteoglicanos e acido hialurbnico, e provocam
desagregacao celular e descamacéao epitelial (IRKEC; BOZKURT, 2012). A eosinofilia
€ um achado tipico em algumas doencas inflamatérias da pele como a DA, na qual
nota-se uma correlagéo positiva entre o numero de eosindfilos e gravidade da doenca.
Ja foi discutido em trabalhos que a interacdo dos eosindfilos e outras células
inflamatorias na pele, levam a ativacdo dos nervos, 0 que exacerba o prurido na DA
(RAAP; KAPP, 2010; WERFEL et al., 2016).

De fato, na DA é observado um aumento das proteinas dos granulos
eosinofilicos indicando uma ativacdo completa dos eosindfilos, que tém seus niveis
aumentados na DA. Os eosindfilos podem se comunicar com outros tipos celulares

através de uma variedade de sinais especificos como, também, liberar citocinas e
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qguimiocinas depois de ativados. Sua caracteristica marcante sdo seus grandes
granulos especificos que liberam proteinas como a proteina basica principal (MBP),
principal componente do granulo, rica em arginina. Na matriz, acumulam-se a
peroxidase eosinofilica (EPX) e as ribonucleases, conhecida como proteina catiénica
dos eosindfilos (ECP) e a neurotoxina derivada dos eosindfilos (EDN) (CARVALHO;
COLLARES-BUZATO, 2005; DARSOW; RAAP; STANDER, 2014). Trabalhos
descrevem que em pacientes com DA, foi observado a presenca da EPX em grandes
guantidade (FOSTER et al., 2011)

As respostas celulares desencadeadas durante a reacao alérgica sao, também,
controladas por diferentes cascatas de sinalizacédo, destacando-se a participacdo das
proteinas quinases ativadas por mitbgenos (MAPKs) que contribuem para o
recrutamento leucocitario, ativacdo dos mastoécitos, producdo de citocinas pro-
inflamatorias e diferenciacdo de linfocitos de perfil Th2 e Th17 (PELAIA et al., 2005;
ACCIANI et al., 2016). Em mamiferos, trés familias distintas de MAPKs sdo descritas
e incluem as quinases reguladas pelo sinal extracelular (ERK), quinase c-Jun N-
terminal (JNK) e p38 (ABBAS; LICHTAMN; PILLAI, 2015).

1.3. Galectina-1

As galectinas sao caracterizadas pela sua afinidade aos B-galactosideos e pela
apresentacdo de uma sequéncia conservada de 135 aminoacidos no dominio
reconhecedor de carboidrato - CRD (LEFFLER et al., 2004). Vérias funcdes tém sido
atribuidas a essas proteinas, que incluem: adeséao celular, regulacédo do crescimento
celular, embriogénese, metastase, splicing do pré-RNAm, imunomodulacao,
inflamacéo e apoptose (COMPAGNO et al., 2014). Em mamiferos, 15 membros dessa
familia foram descritos e clonados. Com base na organizagao estrutural, as galectinas
sao classificadas em trés subfamilias: prototipicas, tandem-repeats (do tipo repeticoes
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 quimérica
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



Introducao - 23

subfamilia, tandem-repeats (galectinas 4, 6, 8, 9 e 12) apresentam dois CRDs distintos
e homdlogos (LIU; RABINOVICH, 2010).

As galectinas ndo possuem uma sequéncia-sinal classica e, com isso, podem
ser secretadas por mecanismos pouco conhecidos (HUGHES, 1997; DELACOUR,;
KOCH; JACOB, 2009). Sdo encontradas no citoplasma e ndcleo, mas também no
meio extracelular e na superficie celular. As galectinas atuam no meio extracelular
através da ligacdo com glicoproteinas ou glicolipideos, e desencadeiam vias de
sinalizacdo intracelulares, regulando interagBes célula-célula e célula-matriz
extracelular (PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998; VASTA et al., 2012) (Figura 3). No
meio intracelular, estas proteinas podem ser transportadas do nucleo para o
citoplasma e participar de processos fundamentais como a remodelacdo de pré-
MRNA (RNA mensageiro), assim como a regulacédo da mitose, apoptose e progressao
do ciclo celular (LIU; RABINOVICH, 2005; YANG; RABINOVICH; LIU, 2008).
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Figura 3 - Expressao, secrecdo e fun¢des das galectinas. Os transcritos das galectinas sdo
traduzidos no citoplasma (1) e as proteinas podem ser translocadas para o nucleo (2), local onde se
associam com ribonucleoproteinas. Via mecanismos ndo convencionais, as galectinas sdo secretadas
para o meio extracelular (3), atuando como receptores de reconhecimento padréo para polissacarideos
microbianos (4) ou presentes na superficie celular (5) e, assim, mediando a migragéo celular por meio
da ligacdo com a matriz extracelular (6). Ainda, na superficie celular as galectinas podem formar
agrupamentos e microdominios (7) que desencadeiam cascatas de sinalizacdo e também promover
interacdes/adesao célula-célula (8). Figura retirada de (Ablamowicz e Nichols, 2016), Frontiers in
Immunology, 3:199, 2012
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A expressdo da Gal-1 foi observada em vérias células relacionadas com a
resposta inflamatdria, especialmente neutrofilos e mastocitos, 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., 2006) sugerindo um importante
papel na geracdo e manutencdo da tolerancia imunolégica (Figura 4). A expressao,
secrecdao e distribuicéo celular desta proteina séo altamente susceptiveis a modulacao
por diferentes estimulos inflamatérios, como por exemplo, peptideos quimiotaticos,
lipopolissacarideo (LPS), fator-a. de necrose tumoral (TNF-a), carragenina e zymosan
(RABINOVICH et al., 2002).

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; COOPER; NORLING; PERRETI, 2008; GIL; GULLO; OLIANI,
2010). Nos modelos in vitro a incubac¢éo com a rGal-1 inibiu a migracéo dos neutrofilos
e linfécitos humanos (NORLING et al., 2008) através das células endoteliais apés
estimulo inflamatério com a citocina IL-8 ou TNF-a, respectivamente. Nas
investigagdes dos modelos in vivo, os efeitos da rGal-1 foram associados com a
inibicdo da desgranulacdo dos mastocitos na pata de ratos apos administracdo da
fosfolipase A2 do veneno de abelha (RABINOVICH et al., 2000) e do extravasamento
dos neutréfilos para a cavidade peritoneal, apds 4 horas da aplicacdo da carragenina
em ratos (GIL, et al., 2006), do zymosan (GIL; GULLO; OLIANI, 2010) e da IL-13 em
camundongos (LA et al.,, 2003). Esse efeito antimigratorio da Gal-1 parece estar
associado a modulacdo da expressdo das moléculas de adesdo (L-selectina e p2-
integrina) na superficie dos leucécitos (COOPER; NORLING; PERRETI, 2008;
NORLING et al., 2008; GIL; GULLO; OLIANI, 2010) e nao as relacionadas ao endotélio
(E-selectina, ICAM-1, VCAM-1) (NORLING et al., 2008).
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Figura 4 — Efeitos da Galectina 1 nas células do sistema imune. As setas vermelhas indicam agfes
regulatérias positivas da Gal-1, enquanto as azuis indicam ac¢des negativas. Figura retirada de (Than
et al, 2015, modificado).

Mais recentemente, demonstramos em estudos com modelo experimental de
conjuntivite alérgica induzida por ovalbumina em camundongos, o efeito inibitério da
rGal-1 na producdo de IL-4, IL-13 e eotaxina pelos linfonodos, associados com
diminuicdo dos sinais clinicos da doenca e producéo de IgE anti-ovalbumina (MELLO
et al., 2015). Além disso, os estudos mostraram numero reduzido de mastdcitos na
conjuntiva bulbar na fase tardia da resposta alérgica, indicando um papel regulatério
da rGal-1 na atividade desse tipo celular. No entanto, os mecanismos pelos quais a
Gal-1 modula as respostas celulares nos processos inflamatorios alérgicos ainda nao

estdo completamente determinados, especialmente na pele.





