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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).



Introducao - 17

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
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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.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar o papel da proteina Gal-1 no modelo experimental de dermatite atdpica

induzida em camundongos pela ovalbumina.

2.2. Objetivos Especificos

I) avaliar o mecanismo de acdo e o efeito anti-inflamatério da Gal-1
recombinante (rGal-1) na DA induzida pela ovalbumina, e comparar com o tratamento
pela dexametasona, por meio de:

- andlise macroscopica e da espessura da pele;

- dosagem da imunoglobulina E (IgE) anti-ovalbumina no plasma;

- analise histologica e quantitativa dos mastocitos e eosinéfilos na derme;

- dosagens de citocinas e quimiocinas no plasma e macerados de pele;

- expresséo da quinase regulada pelo sinal extracelular (ERK) nos macerados
de pele e bacgo.

II) avaliar a expressdo enddgena da proteina Gal-1 na pele dos animais nas

diferentes condi¢des experimentais, por meio de imuno-histoquimica e ELISA.
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3. MATERIAS 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 UNIFESP, de seis a oito semanas de vida. Os animais foram
mantidos em gaiolas (n = 3 animais), em um ambiente com temperatura controlada
(22 a 25°C), e receberam agua e racdo ad libitum. Os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFESP
(Processo numero 1906060115/2015).

3.2. Modelo experimental de dermatite atépica e protocolos de tratamentos

farmacologicos

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais (n =
6/grupo): Naive, Sham, dermatite atopica (DA), DA tratado com rGal-1 (DA+rGal-1) e
DA tratado com dexametasona (DA+Dex). Os animais foram imunizados nos dias 0 e
7 com injecao subcutanea de 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 solucao salina estéril, de acordo com estudos prévios modificados (KIM et
al., 2012; MELLO et al., 2015). No 11° dia os animais tiveram o dorso depilado e foram
desafiados com 250 ug de OVA diluida em 50ul do éleo Johnson’s Baby ® nos dias
11, 14 a 18 e 21 a 24. Os animais Sham receberam somente salina estéril (dias 0 e 7)
e Oleo (dias 11, 14-18, 21-24), enquanto os Naive foram apenas manipulados.

Parte dos camundongos sensibilizados com OVA foram tratados com injecéao
intraperitoneal na ultima semana do protocolo experimental com a proteina Gal-1
recombinante (rGal-1; Peprotech, EC Ltd, London, UK) na concentragéo de 0,3 pg ou
3 pg por animal, ou com dexametasona (1 mg/kg, Sigma-Aldrich) (MELLO et al.,
2015), diluidos em 0,1 mL de salina estéril por 4 dias (uma vez ao dia). O grupo DA
foi tratado somente com salina estéril (Figura 5).



Materiais e Métodos - 30

rGal-1, ou Dex,

ou Salina
(i.p.)
s b
0 7 1" 14 15 16 17 18 21 22 23 24 25
Desafio ]
|
2 7 2
/\{ f\{ & ﬁ. m Eutanasia
OVA/alum OVA/alum OVA/éleo OVA/éleo OVA/éleo

Figura 5 -Protocolo experimental de sensibilizagdo epicutanea dos animais com OVA.

ApoOs 24 horas do ultimo periodo de exposicdo com OVA ou salina (Sham), os
animais foram anestesiados i.p. com cloridrato de cetamina (100 mg/kg;
Cetamin/Syntec) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg; Xialazin/Syntec), submetidos a
puncao cardiaca para obtencdo de sangue em seringa previamente preparada com
citrato de sodio (3,8%). Em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical para

coleta da pele e baco.

3.3. ELISA: dosagem de IgE anti-ovalbumina e Gal-1

Amostras de sangue coletadas dos animais nas diferentes condicdes
experimentais foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos para separacao do
plasma. Para dosagem de IgE anti-OVA plasmética foi utilizado kit comercialmente
disponivel (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA), seguindo as instrucdes do
fabricante.

Para avaliacdo dos niveis de Gal-1, as peles foram homogeneizadas como
descrito no item 3.6 e utilizado o kit comercialmente disponivel (RayBiotech, Norcross,
GA, USA), seguindo instrucdes do fabricante. Todas as estimacdes foram feitas em

duplicata e os resultados demonstrados como média + S.E.M. de proteina (ng/mL).

3.4. Andlise histoldgica e quantificacdo das células inflamatérias na pele

As peles foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado por 24 horas. Apoés,

as amostras foram lavadas em agua corrente, desidratadas em uma série crescente
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de etanol e, incluidas em parafina. Cortes de 3 um foram obtidos no micrétomo Leica
RM2155, desparafinizados e corados pela hematoxilina e eosina para avaliacéo
histopatoldgica e quantificacdo dos eosindfilos, e pelo azul de toluidina a 0,5% para
quantificacdo dos mastocitos.

As células foram quantificadas utilizando-se objetiva de 40X no microscépio
ZEISS, modelo AXIO SCOPE.A1, do Laboratorio de Histologia, UNIFESP, Sao Paulo,
SP. As areas de cada tecido foram obtidas com o auxilio do software analisador de
imagem Axiovision 4.8 (ZEISS). Os valores sdo demonstrados como média + S.E.M.
do nimero de células por mm? de trés cortes semi-seriados, com distancia de 12 pm
entre cada seccao.

A espessura da pele também foi avaliada utilizando-se fotomicrografias tiradas
com a objetiva de 10X do microscoépio ZEISS AXIO SCOPE.AL. Para cada animal
foram realizadas trés medidas aleatorias da epiderme+derme, como ilustrado na
Figura 6. Os valores foram demonstrados como média = S.E.M. das espessuras

(milimetros) obtidas nos diferentes grupos experimentais (n = 6 animais/ grupo).
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Figura 6 - Modelo de medida de espessura. Medida realizada na pele nos animais de diferentes

grupos experimentais. Barra: 200um

3.5 Imuno-histoquimica

Para a investigacdo da expressao da proteina endogena Gal-1 na pele dos
camundongos, foram utilizados cortes de 3 um preparados em laminas silanizadas a

4%. ApOs o processo de desparafinizagdo em xilol e re-hidratagdo em &alcoois
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graduados (etanol absoluto, 85% e 50%), foi efetuada a recuperacéo antigénica com
tampdo citrato pH 6,0 em panela a vapor a 96°C, durante 30 minutos. As seccodes
foram lavadas com agua destilada e, posteriormente, realizada a inativacdo de
peroxidases enddgenas em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% em metanol
durante 30 minutos. Apos lavagem em tampéo fosfato salina (PBS), foi realizada a
incubacdo do material com o anticorpo policlonal rabbit anti-Gal-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), na diluicdo 1:200 em soroalbumina bovina a
1% (BSA), por 16-18 horas, a 4°C, em camara umida. Em seguida, os cortes foram
lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario utilizando sistema de
deteccdo estreptavidina/biotina/peroxidase (Histostain SP kit HRP, Invitrogen)
seguindo instru¢cdes do fabricante, e revelados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB).
Apés esta reacdo, os fragmentos foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O
controle negativo da reacao foi obtido omitindo-se o anticorpo primario.

A andlise da expressdo da proteina Gal-1 foi realizada por densitometria
(unidades arbitrarias de 0 a 255) na epiderme e derme por meio de fotomicrografias
(n = 3 campos/animal) obtidas no microscépio AXIOSKOP 2 (ZEISS, Germany), do
Laborat6rio de Histologia do Departamento de Morfologia e Genética, UNIFESP, Séao
Paulo, SP, com objetiva de 40X, e analisadas pelo software Axiovision 4.8 (ZEISS).
Para obtencdo das médias relacionadas com a expressdo da proteina, foram
marcados em cada fotomicrografia 30 pontos imunorreativos para Gal-1 nas células
epiteliais e matriz extracelular da derme. Os valores foram expressos como média +
S.E.M.

3.6. Western blotting

As peles e os bacos foram homogeneizados em microtubos contendo coquetéis
completos de inibidores de proteases livre de EDTA e de inibidores de fosfatases
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), diluidos em 500uL (pele) e 700uL
(baco) de solugao tampao de lise (Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM) e 1% de Triton-x, pH
7,4. Apés a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm a 4°C
por 10 minutos, e 0s sobrenadantes armazenados a -80°C. Para as dosagens da
concentracdo de proteinas presentes nos sobrenadantes, foi utilizado o ensaio de
Bradford (Bio-Rad Laboratories, USA).
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Posteriormente, as aliqguotas dessas amostras foram diluidas em tampéao
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 (pele ou baco) por grupo (n = 3 animais/ grupo). Os pools (30 ug
de proteina) e os marcadores de peso molecular (Bio-Rad Life Science, USA) foram
separados em gel SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio — gel de poliacrilamida a 12%)
e, posteriormente, transferidas para membrana de nitrocelulose ECL Hybond. Para
verificar a eficacia da transferéncia das proteinas, as membranas foram coradas em
Ponceau-S a 0,1% em &cido acético a 5% (Santa Cruz Biotechnology). Para a
deteccdo das diferentes proteinas na membrana foram utilizados anticorpos primarios

policlonais descritos na tabela.

Tabela 1. Relagdo de anticorpos primarios e respectivas diluicdo e fabricante.

Anticorpo Diluicdo Fabricante

Rabbit anti-ERK2 1:5000 Cell Signaling, Danvers, MA, EUA
Mouse anti-p-ERK 1/2 1:2000

Goat anti-mMCP6 1:5000 R&D Systems, Minneapolis, USA
(protease 6 de mastdcito)

Goat anti-EPX 1:200 Santa Cruz Biotechnology, CA,
(Peroxidase eosinofilica) EUA

Goat anti-Integrina aM (CD11b) 1:200

Rabbit anti-GAPDH 1:5000 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
(gliceraldeido-3-fosfato 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 amplificacdo
quimioluminescente (Westar Nova 2.0 chemiluminescent substrate kit; Cyanagen,
Bologna, Italy) no equipamento GeneGnome5 (SynGene, Cambridge, U.K.). A analise

da expressdo das proteinas foi realizada por densitometria (unidades arbitrarias)
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usando o software GeneTools (SynGene) para determinar a expresséao relativa de
EPX, CD11b ou mMMCP6/GAPDH ou p-ERK/ERK total.

3.7 Anédlise de citocinas/quimiocinas por painel multiplex

Para analise de citocinas e quimiocinas no plasma e homogeneizados de pele
dos animais nas diferentes condi¢cdes experimentais, utilizamos o painel multiplex
MT17MAG47K-PX25 (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) e 0 equipamento
LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, USA), capaz de detectar multiplos
analitos com rapidez e especificidade, por meio de beads magnéticas, do Laboratério
de Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, Séo José do Rio Preto, SP.

Sete analitos foram avaliados: Eotaxina, RANTES, IL-4, -10, -13, -17 e
interferon-y (IFN-y). 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 em pg/mL.

Para a realizacdo das dosagens, o sangue e as peles foram coletadas como
descrito anteriormente, e ap0s a coleta, macerados (apenas as peles) e transferidos
para 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 solugéo
tampao 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
12.000 rpm a 4°C por 10 minutos, e os sobrenadantes armazenados a — 80°C em
novos microtubos para serem utilizados posteriormente.

Para ensaio multiplex, as beads magnéticas, solu¢des controles, padrdes e
tampao de lavagem foram preparados e homogeneizados conforme as instru¢des do
fabricante. Inicialmente, foram adicionados 25 pyL dos padrdes, solugdes controle e
amostras na placa magnética de 96 pocos, lavada previamente com o tampao de
lavagem. Em seguida, 25 yL de assay buffer foi adicionado as amostras e aos padroes
e, 25 uL de beads magnéticas revestidas com anticorpos especificos (MT17MAG47K-
PX25, MILLIPLEX MAP, Millipore Corporation, EUA) adicionados em todos 0s pocos
(controles, padrbes e amostras). A placa foi selada, revestida com papel aluminio e

incubada overnight a 4°C, sob agitacéo. No dia seguinte, a placa foi lavada duas vezes
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com 200uL de tampéo de lavagem e, incubada com 25 pL de anticorpo de detecgao
ligado a biotina a temperatura ambiente, por 1 hora sob agitacdo. Para completar a
reacao, 25 pL de ficoeritrina conjugada a estreptavidina foi adicionada nos pogos para
incubacdo por 30 minutos, protegida da luz a temperatura ambiente, sob agitacéo.
Posteriormente, a placa foi lavada duas vezes, incubada com 150 uL de fluido
especifico do equipamento (Drive Fluid) por cinco minutos para, em seguida,
realizarmos a dosagem dos analitos no LUMINEX xXMAP MAGPIX.

3.8. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad versdo 5.00. O
teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para determinar a normalidade dos dados.
Para amostras com distribuicdo normal, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Para amostras com distribuicdo ndo normal,
aplicamos o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo p6s-teste de Dunn. Os valores de p

< 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



RESULTADOS




Resultados - 37

4. RESULTADOS

4.1 O tratamento farmacoldgico com rGal-1 reduz lesdes cutédneas de forma

dose dependente

Inicialmente, avaliamos a resposta inflamatéria alérgica pelas analises
macroscopicas da pele dos animais no ultimo dia do protocolo experimental (dia 24).
O grupo DA apresentou peles com sinais de vermelhiddo e lesdes, comparados aos
grupos controles (Naive e Sham), indicando processo inflamatorio induzido pelo
desafio com OVA (Figuras 7A-C). O tratamento com 0,3 ug de rGal-1 ndo mostram
alteracdo macroscépica em relacédo ao grupo DA (Figura 7D). No entanto, os animais
tratados com 3 ug de rGal-1 e Dex (Figuras 7E-F) apresentaram peles com aspecto
semelhante aos animais controles (Figuras 7A-B). A observacdo macroscopicas
corroboram com as andlises da espessura da pele que mostram aumento significante
no grupo DA e DA+rGal-1 0,3ug em relacdo aos grupos controles, e redugéo nos
tratados com rGal-1 3 ng e Dex (Figura 7G).

ApO6s 24 horas da Ultima exposicdo a OVA, os animais sensibilizados dos
grupos DA, tratados ou ndo, aumentaram significantemente os niveis plasmaticos de
IgE anti-OVA em relacdo aos controles (Naive e Sham), confirmando a eficacia do
modelo experimental (Figura 7H).

Considerando os resultados macroscoépicos mais efetivos apés tratamento com
rGal-1 na concentracao de 3ug/animal, as analises posteriores foram realizadas com

essa dosagem.
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Figura 7 — Analise macroscoépica da pele e eficacia do modelo experimental. A-F: Os animais do
grupo DA [C] tratados ou ndo com rGal-1 0,3 pg [D] apresentam sinais de vermelhidéo e lesdes na
pele, enquanto os tratados com rGal-1 3 pg [E] ou dexametasona (Dex) [F] mostram padrdo semelhante
aos controles [A-B]. G: Espessura da pele. H: dosagem de IgE anti-ovalbumina no plasma. Os dados
representam as médias + SEM da espessura da pele (mm) e dos niveis da IgE (ng/mL) nos diferentes
grupos experimentais (n = 6). **P<0,01; **P<0,001 vs Naive; &P<0,05; &&P<0,01; &&&P<0,001 vs
Sham; ###P<0,001 vs DA e DA+rGal-1(0,3ug) (ANOVA, pés-teste de Bonferroni).

4.2 rGal-1 e Dex regulam os niveis sistémicos de IL-17 e ativam a fosforilac&o de

ERK

As dosagens de citocinas plasmaticas IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17 foram
realizadas por painel multiplex para avaliar o efeito sistémico do tratamento com rGal-
1 comparando seus resultados com Dex.

N&o detectamos diferencas significantes nos niveis de IL-4, IL-13 e IL-10 entre
os grupos (Figuras 8A-C). No entanto, os tratamentos com rGal-1 e Dex diminuiram
significantemente os niveis de IL-17 quando comparados com o grupo DA (Figura 8D).

Para compreender a sinalizacdo molecular sistémica que envolve os efeitos do
tratamento com rGal-1 na DA, nds analisamos a expressao da quinase ERK total e
fosforilada (ERK 1/2) por imunoblot, utilizando pools de bago por grupo (n=3 animais).
Os tratamentos com rGal-1 e Dex aumentaram a expressdo da ERK ativada (p-

ERK1/2) quando comparados com o grupo DA néo tratado (Figura 8E).
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Figura 8 - Efeito da rGal-1 na resposta imune sistémica no modelo de DA. A-D: Dosagem de
citocinas plasmaticas: IL-4, IL-13, IL-10 e IL-17. Os dados representam as médias = S.E.M. de citocinas
(pg/ MI) (n=6 animais/grupo). #P<0,05 vs DA (Kruskal-Wallis, pés-teste de Dunn). E: Expressdo da
quinase fosforilada p-ERK1/2 e total nos pools de baco (n=3 animais/grupo). rGal-1 e Dex induziram
intensa imunorreatividade da p-ERK1/2 em relacdo ao grupo DA (imunoblots representativos de 2

experimentos realizados). Os dados sdo demonstrados como unidades arbitrarias (u.a.) da expresséo

relativa de p-ERK/ERK total.

4.3 Efeito da rGal-1 na resposta inflamatéria da pele

Para a avaliacdo da resposta inflamatéria associada ao modelo de DA,
analisamos histologicamente as peles dos animais nas diferentes condigbes
experimentais.

A pele dos animais controles, Naive e Sham, apresentaram aspecto normal
com epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e derme constituida por tecido
conjuntivo propriamente dito e presenca de células residentes tipicas, tais como

fibroblastos e mastdcitos (Figuras 9A,E). Além disso, também observamos os anexos



Resultados - 40

da pele nesses animais, as glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculos pilosos
(Figura 9A). No entanto, os animais sensibilizados e desafiados com OVA
apresentaram resposta inflamatéria caracterizada por intenso influxo de células
inflamatérias na derme, especialmente eosindfilos (Figuras 9B) e mastdcitos
desgranulados (Figura 9F). Os tratamentos com rGal-1 e Dex produziram menor
influxo de eosindfilos e mastécitos na derme (Figuras 9C, D, G, H) comparados ao
grupo DA néo tratado.

A quantificacdo dessas células confirmou as observagbes histologicas. O
modelo experimental de DA causou aumento significante de eosindfilos (Figura 9l) e
mastoécitos (Figura 9J), comparado aos controles Naive e Sham. Por outro lado, a
administracdo de rGal-1 e Dex produziu diminuicéo significante de eosindfilos (Figura
9l).

Similarmente, as andlises dos macerados de pele nesses dois grupos tratados
demonstraram menor intensidade na expresséo de Integrina aM, dos mediadores de
mastoécitos (MMCP6) e eosindfilos (EPX) na pele, em relacdo ao grupo DA néo tratado
(Figura 10D). Além disso, rGal-1 e Dex reduziram os niveis de eotaxina, RANTES e
IFN-y, sendo significantes apenas para o tratamento com Dex (Figura 10A-C). Essas
alteracbes provocadas pelos tratamentos farmacolégicos foram associadas ao
aumento significante da expressédo de ERK1/2 fosforilada (Figura 10E).
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Figura 9 - Histopatologia da pele. A,E: Pele controle (Sham e Naive). Epiderme (Ep). Derme (De).
Glandula sebéacea (Gl). Fig. F com detalhe do mastocito integro com granulos citoplasméticos
metacromaticos. B,F: Dermatite atépica (DA) caracterizada por intenso influxo de eosinéfilos (cabecas
de seta) e mastdcitos (setas) na derme. Os tratamentos farmacolégicos com rGal-1 [C,G] e Dex [D,H]
mostram menor influxo de eosindfilos e mastécitos. Nos cantos superiores direitos das figuras B-D e F-
H, detalhe de eosindfilos e mastécitos, respectivamente. Coloracéo: Hematoxilina e eosina [A-D] e azul
de toluidina [E-H]. Barras: 50 um [A-H] e 10 pm (insets). |: Quantificacdo de eosindfilos na pele. J:
Numero total de mastécitos na pele. Os dados representam as médias + S.E.M. do nimero de células
por mm? (n = 6 animais/grupo). *P<0,05, ***P<0,001 vs grupos controles (naive e sham), ##P<0,001 vs

DA (ANOVA, pés-teste de Bonferroni).
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Figura 10 - Efeito darGal-1 narespostaimune local no modelo de DA. A-C: Dosagem de eotaxina,
RANTES e IFN-y. Os dados representam as médias + S.E.M. de citocinas (pg) por mL (n=6
animais/grupo). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs naive; 4P<0,05 vs sham, #P<0,05 vs DA, *P<0,05 vs
rGal-1. D, E: Expressao da Integrina aM, protease 6 de mastécito (MMCPG6), peroxidase eosinofilica
(EPX), p-ERK1/2 e ERK1/2. rGal-1 e Dex provocaram fraca imunorreatividade de CD11b, mMCP6 e
EPX nas peles em relagdo ao grupo DA, enquanto para p-ERK induziram intensa imunorreatividade
(imunoblots representativos de 2-4 experimentos realizados). GAPDH utilizado como controle
enddgeno. Os dados sdo demonstrados como unidades arbitrarias (u.a.) da expressao relativa de
CD11b, mMCP6 ou EXP/GAPDH e p-ERK/ERK. &P<0,05 vs sham, #P<0,05, #P<0,01(Kruskal-Wallis,
pos-teste de Dunn).

4.4 A DA induz aumento da expressao da proteina Gal-1, efeito revertido pelos

tratamentos farmacoldgicos

As reacfes de imuno-histoquimica foram realizadas a fim de definir a
localizacdo da expressdo da proteina Gal-1 na pele em animais controles (Naive e
Sham), submetidos a DA por OVA sem tratamento, ou tratados com rGal-1 ou Dex.
Para a imunolocalizagéo dessa proteina utilizamos o anticorpo policlonal rabbit anti-
Gal-1.
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A expressao da Gal-1 foi detectada na epiderme e na derme em todas as
condicdes experimentais, corroborando estudos prévios (Akimoto et al., 1995; Klima
et al., 2009) e evidenciando o epitélio como fonte potencial dessa lectina. Os grupos
controles, Naive e Sham, e DA (Figuras 11A-C) mostraram intensa imunorreatividade
para Gal-1 na epiderme (epitélio) em comparacdo aos grupos tratados com rGal-1 e
Dex (Figuras 11D-E). Na derme, a expressdo de Gal-1 foi detectada na matriz
extracelular com padrdo semelhante de forte imunomarcacao para os grupos Sham,
e DA (Figuras 11B-C) em relacao aos grupos Naive e DA tratado com Dex (Figuras
11A e E). Nenhuma imunomarcagéo foi detectada nas amostras utilizadas como
controle da reacéo (Figura 11F).

A andlise densitométrica confirmou as observacfes histolégicas, mostrando a
diminuicdo significante na expressdo de Gal-1 enddgena na epiderme apos
tratamentos farmacologicos com rGal-1 e Dex comparada aos grupos controles e DA
(Figura 11G). Na derme, a DA foi associada com aumento significante na expresséo
de Gal-1, comparada ao Naive, efeito revertido apenas pelo tratamento com Dex
(Figura 11H). Similarmente, detectamos por imunoensaio nos macerados de pele que

o tratamento com Dex reduziu os niveis de Gal-1 comparado a DA (Figura 111).
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Figura 4 - Expresséao da proteina Gal-1 na pele. A, B: Peles controles. C: Dermatite atépica (DA). D:
DA tratada com rGal-1 (3ug). E: DA tratada com Dex. Intensa imunorreatividade para Gal-1 na epiderme
(Ep) e derme (De) detectada nos grupos controles (Naive e Sham) e DA em relacdo aos grupos tratados
com rGal-1 e Dex. F: Auséncia de imunorreatividade para Gal-1 no controle negativo da reacao.
Contracoloracao: Hematoxilina de Harris. Barras: 50um. G,H: Andlise densitométrica da expressédo de
Gal-1 na epiderme e derme. I: Imunoensaio para deteccdo de Gal-1 na pele. Dados representam as
médias + S.E.M. da expressdo de Gal-1 em unidades arbitrarias (u.a.) [G,H] ou ng/mL [I] (n=6
animais/grupo). "P<0,01, ™P<0,001 vs naive; ¥P<0,05, 4P<0,01, %&P<0,001 vs sham; #P<0,05,
#P<0,01, ##P<0,001 vs DA (Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o efeito do tratamento farmacoldgico com a
Gal-1 recombinante (rGal-1) em modelo de dermatite atdépica (DA) em camundongos
induzida pela ovalbumina (OVA). Por meio de analises macroscopicas, histolégicas,
bioguimicas e moleculares, evidenciamos que o tratamento intraperitoneal com rGal-
1 foi tao eficiente quanto a dexametasona (Dex) no controle da resposta inflamatéria
alérgica.

Inicialmente confirmamos a eficacia do nosso modelo experimental detectando
aumento significante dos niveis de IgE anti-OVA no plasma dos animais sensibilizados
e desafiados pela OVA, independente de tratamentos farmacoldgicos, comparados
aos grupos controles (Naive e Sham). Além disso, a DA experimental foi caracterizada
por sinais de vermelhid&o, lesbes e aumento da espessura da pele em relacédo aos
animais controles. As analises histoldgicas revelaram na derme intensa eosinofilia e
elevado numero de mastoécitos, assim como altos niveis de seus mediadores EPX e
mMCP6, respectivamente, caracteristicas marcantes de uma resposta de
hipersensibilidade do tipo I. Nossas observa¢gbes macroscépicas e histopatologicas
estdo de acordo com estudos prévios experimentais de DA induzidos por OVA (KIM
et al., 2012), &caro (MATSUOKA et al., 2003), dinitrofluorobenzeno (LI et al., 2013),
dinitroclorobenzeno (KIM et al., 2014) e oxazolone (HEO et al., 2015), modelos que
mimetizam reacdes de hipersensibilidades tipo | e IV.

O efeito da administracéo intraperitoneal de rGal-1 diminuiu os sinais clinicos e
espessura da pele, semelhantemente ao dexametasona (Dex). Estudos do nosso
grupo de pesquisa também evidenciaram o papel da rGal-1 na diminuicdo dos sinais
clinicos da conjuntivite alérgica induzida por OVA em camundongos, efeito associado
com diminuig&o significante dos niveis de IL-4 e IL-13 ap6s 4 horas do ultimo desafio
(MELLO et al., 2015). Achados similares foram detectados em modelo de edema de
pata induzida em ratos pela fosfolipase A2 de abelha no qual o pré-tratamento
farmacoldgico com rGal-1 reduziu os sinais clinicos e o0 numero de mastocitos no
tecido apods 4 horas (RABINOVICH et al., 2000).

A administragéo sistémica de rGal-1 em nosso modelo de DA também reduziu
significantemente os niveis plasmaticos de IL-17, assim como Dex, em comparacao

ao grupo DA sem tratamento. Pacientes com DA apresentam niveis elevados de IL-
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17 no sangue em comparagdo com pacientes sem a doenca, constituindo essa
citocina um biomarcador importante para essa patologia (MA et al., 2014, LEONARDI
et al., 2015). Em modelo animal, esplendcitos isolados de camundongos Balb/c com
DA induzida por OVA aumentaram significantemente a producao de IL-4, IL-5, I[FN-y
e IL-17 apds 72 horas de estimulo pela OVA in vitro, enquanto células sem estimulo
ndo apresentam diferencas em comparacdo as retiradas de animais controles
(SHERSHAKOVA et al., 2015). Além disso, em modelo de DA induzida por oxazolona
animais nocautes para IL-17 apresentaram reducdo do edema de pele, eosinofilia e
producdo de IL-4 e IL-13 na pele e linfonodos em relagdo aos animais selvagens
(NAKAJIMA et al., 2014, HEO et al., 2015). Ainda, a falta de IL-17 amenizou a
disfuncéo da barreira epitelial evidenciada pela diminuicdo da perda transepidermal
de agua (HEO et al.,, 2015). Esses resultados mostram que o gene da IL-17
desempenha um papel ha modulacédo da desregulacdo imune e na barreira cutanea
em modelos murinos de DA.

Nesse cenario, é importante ressaltar que a Gal-1 € capaz de alterar o perfil de
linfocitos T auxiliares (Th) extraidos de pele humana como demonstrado em estudos
in vitro (CEDENO-LAURENT et al., 2010). Ap6s incubacao das células com Gal-1 por
24h, e estimulo com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)/ionomicina e brefeldina A,
ocorreu aumento da populacdo de linfocitos IL-4* e IL-10*, e diminuiu IL-17".
Reforcando esse aspecto regulatério da Gal-1, outro trabalho mostrou que linfocitos T
isolados de camundongos nocautes para Gal-1 com artrite induzida por colageno Il de
galinha (Cll), aumentaram significantemente a producgéo de IL-17 e IL-22, apés 48
horas de estimulo in vitro com CIl e comparado as células de animais selvagens
(IQBAL et al., 2013). Em conjunto, os dados evidenciam o importante papel da Gal-1
na producéo de IL-17 e, consequentemente, na regulacédo da DA.

Além de regular Th17, a Gal-1 é capaz de regular a producéo de IFN-y (Th1),
como demonstrado em estudos prévios com essa lectina em modelos experimentais
de artrite (RABINOVICH et al.,, 1999), colite (SANTUCCI et al.,, 2003), e uveite
(TOSCANO et al., 2006). In vitro, a co-cultura de linfocitos T do sangue periférico e
células dendriticas da pele de pacientes com psoriase resultou na reducdo da
producéo de IFN-y apos adicdo da rGal-1, efeito revertido quando adicionado lactose
(de la FUENTE et al., 2012). Além disso, ensaios in vitro demonstraram que o IFN-y é

capaz de ativar os mastocitos, previamente sensibilizados com anticorpos IgE,
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induzindo a liberagé@o de histamina, IL-6 e IL-13 ap6s 1 ou 24 horas do desafio com
antigenos especificos (YU et al., 2011). Reforcando esse aspecto, em nosso modelo
de DA, a pele dos animais tratados com rGal-1 mostrou niveis reduzidos de IFN-y e
da protease 6 (MMCP6) de mastécitos em relacdo ao grupo DA sem tratamento.
Esses resultados sugerem que a acao exogena da Gal-1 é essencial para regular a
ativacdo dos mastocitos e o desencadeamento dos sinais clinicos da DA.

Outro efeito local importante da rGal-1 na DA foi a reducdo da migracédo de
eosinofilos, corroborada pela expresséao reduzida de EPX, molécula de adesdo CD11b
e quimiocinas eotaxina e RANTES. Resultados similares foram mostrados em estudos
usando modelo de conjuntivite alérgica induzida por OVA em camundongos, onde o
pré-tratamento sistémico com rGal-1 reduziu os niveis de eotaxina e RANTES nos
linfonodos apds 24 horas do ultimo desafio com OVA e em compara¢cao com o grupo
nao tratado (MELLO et al., 2015). Além disso, camundongos nocautes para Gal-1
apresentam inflamacdo exacerbada em modelo de asma induzido pela OVA,
demonstrada pelo maior influxo de eosindfilos e linfocitos no fluido broncoalveolar e
no pulméo, e maior resisténcia respiratéria em comparacao aos animais selvagens
(GE et al., 2016). No mesmo estudo, in vitro, a administragéo de rGal-1 causou efeitos
divergentes de forma dose dependente. Em baixas concentragdes (< 0.25 uM) reduziu
a migracdo dos eosindfilos induzida pela eotaxina e inibiu a ativacdo da ERK1/2. Em
maior concentracao (= 1 uM), induziu ativacdo da ERK1/2 nos eosindfilos, resultando
no processo de apoptose e diminuicdo da expressao das moléculas de adesdo CD49d
e CCR3. No modelo de DA, também evidenciamos a ativacdo da ERK1/2 sistémica
(baco) e local (pele) apds tratamento com rGal-1, ressaltando essa MAPK como via
de acéo anti-alérgica da Gal-1 na DA.

Finalmente, analisamos a expressao da proteina Gal-1 na pele em condicdes
fisiologicas normais (grupo controle), submetida a DA sem tratamento, ou tratada com
Dex ou rGal-1. Ambos tratamentos induziram diminuicdo significante na expressao
enddgena de Gal-1 na epiderme comparada aos grupos controles e DA. Na derme, a
DA foi associada com aumento significante na expressao de Gal-1, comparada ao
Naive, efeito revertido pelos tratamentos farmacoldgicos, de forma significante apenas
pelo Dex. Assim, em nosso modelo, niveis elevados de Gal-1 na derme estdo
associados a intenso influxo de eosinéfilos. Corroborando esse aspecto, outras

investigacfes demonstraram que a exposicao ao alérgeno OVA resultou no aumento
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de expressdo da Gal-1 enddgena em pulmdes, olhos e conjuntiva, assim como no
recrutamento de células inflamatérias positivas para Gal-1, incluindo os eosinoéfilos
(MELLO et al., 2015; GE et al., 2016).

De fato, a expresséo da Gal-1 tem sido demonstrada no nucleo, citoplasma e
membrana das células, assim como na matriz extracelular dos tecidos, apesar de ndo
possuir uma sequéncia sinal de secrecéo (LA et al., 2003; GIL et al., 2006; MELLO et
al., 2015). No meio extracelular, a Gal-1 contribui para a adeséo celular como revelado
por ensaios in vitro de migracdo celular. Nesses estudos foi observado aumento
significante da adesdo de eosindfilos humanos em suportes recobertos pela Gal-1
comparados aos suportes recobertos com a molécula de adesédo P-selectina
(DELBROUCK et al., 2002). Ainda, esses estudos mostraram que os eosinoéfilos em
contato com a Gal-1 exdgena, aumentam significantemente os niveis da proteina

catibnica eosinofilica, sugerindo um papel dessa lectina na ativagcdo desse tipo celular.
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6. CONCLUSOES

1. O modelo experimental de DA induzida por OVA nos camundongos Balb/c causa
de maneira eficaz a manifestacdo dos sinais clinicos da doenca (vermelhidao,
descamacdao, feridas) e aumento dos niveis plasmaticos de IgE anti-OVA
comparados com os controles.

2. Os tratamentos farmacoldgicos com rGal-1 e Dex séo eficazes na diminuigdo
dos sinais clinicos na pele induzido pelo modelo de DA quando comparados aos
animais sem tratamento.

3. No grupo DA, as andlises histologicas e quantitativas das células inflamatorias
demonstram aumento significante de eosindéfilos e mastécitos.

4. Os tratamentos com rGal-1 e Dex reduzem a migracdo de eosindfilos na derme
comparado com os animais DA sem tratamento.

5. rGal-1 e Dex reduzem a expressédo de mMCp6, EPX e de CD11b nos macerados
de pele em comparacao ao grupo DA néo tratado.

6. Ambos os tratamentos farmacoldgicos reduzem os niveis de IL-17, eotaxina e
RANTES.

7. A expressdo da ERK fosforilada aumenta nos macerados da pele e bagco apos
tratamento com rGal-1 e Dex em comparagéo ao grupo DA néo tratado.

8. A DA induz aumento significante na expressao da Gal-1 endégena na derme em
relacdo aos controles.

9. Os tratamentos com rGal-1 e Dex reduzem os niveis endégenos de Gal-1 na
epiderme, enquanto na derme somente Dex produz esse efeito em relacdo ao

grupo DA sem tratamento.

Em conclusao, os efeitos imunomodulatérios da Gal-1 na resposta alérgica
induzida pela OVA em camundongos revelam seu potencial uso terapéutico no

tratamento de alergias, especialmente dermatite atopica.
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8. APENDICES
Apéndice A — Comité de Etica em Pesquisa

l \HHS[‘

e ComITE DE Erica v Prsquisa sp

Loemajpeerts

, 06 de abril de 2015

CEUA N 1906060115
IImo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): Cristiane Damas Gil
Depto/Disc: Biologia Estrutural E Funcional
Pesquisadores associados: Mab Pereira Correa (IBILCE-UNESP); Cristiane Damas Gil (orientador)
Titulo do projeto: "ESTUDO DO PAPEL DA PROTEINA GALECTINA-1 EM MODELO EXPERIMENTAL
DE DERMATITE ATOPICA INDUZIDA POR OVALBUMINA EM CAMUNDONGOS ",

Parecer Consubstanciado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP
A dermatite atopica (DA), tambem conhecida como eczema atopico, e a inflamacao cronica mais comum da pele,
de etiologia multifatorial, caracterizada pela producao de IgE e citocinas de perfil Th2 (IL-4 e IL-13). Os
tratamentos para DA incluem emolientes, glicocorticoides topicos, inibidores de calcineurina, fototerapias, e
imunossupressores tais como ciclosporina A, que sao eficientes na reducao da inflamacao, mas causam efeitos
adversos. Portanto, o desenvolvimento de novas terapias e necessario para o tratamento dessa patologia. Nesse
cenario, destacamos a galectina-1 (Gal-1), proteina de 14,5 kDa que regula o processo de transmigracao dos
leucocitos, liberacao de citocinas e desgranulacao de mastocitos, contribuindo para a homeostase da reacao
inflamatoria. Contudo, os mecanismos pelos quais a Gal-1 modula as respostas celulares nos processos
inflamatorios alergicos ainda nao estao completamente determinados, especialmente na pele. Desse modo,
analisaremos o efeito do tratamento farmacologico com a proteina recombinante Gal-1 (rGal-1) na
imunomodulacao da DA em modelo experimental murino. Camundongos Balb/c machos serao sensibilizados com
ovalbumina de galinha (OVA; 100 pg) diluida em 100 pl de salina em uma gaze esteril de 1x1 cm que sera aderida
ao dorso do animal sem pelos com um filme transparente de poliuretano esteril (3M™ Tegaderm™ Filmes
Transparentes, Brasil). Os animais controles receberao gaze somente com salina esteril. Cada animal tera um total
de 3 exposicoes de 1 semana ao antigeno com intervalo de 14 dias entre cada aplicacao. Parte dos camundongos
sensibilizados serao tratados intraperitonealmente com a proteina rGal-1 (0,3 pg/ animal) ou somente com salina
esteril na ultima semana do protocolo experimental por 7 dias (1 vez ao dia). Apos 24 horas do ultimo periodo de
exposicao a OVA ou salina (controle), 50° dia, os animais serao anestesiados para coleta de sangue e,
posteriormente eutanasiados por deslocamento cervical para coleta da pele. Os estudos serao realizados por meio
de: escore clinico, analises histologicas e quantitativas de mastocitos, eosinofilos e linfocitos T CD4 na pele;
dosagens de IgE anti-ovalbumina e citocinas no sangue e lisado de pele, e; imunohistoquimica e western blotting

para detectar a expressao da Gal-1 e quinases da via MAPK na pele. Os resultados contribuirao para o melhor
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entendimento dos mecanismos celulares e moleculares que envolvem as acoes biologicas da Gal-1 na alergia,

assim como possiveis alvos terapeuticos para os processos inflamatorios da pele.

Animais:

Serdo utilizados:

- 24 Camundongos Balb/c, machos, idade: 6-8 semanas

Procedéncia: CEDEME

Manutenc&o: Biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Estrutural

Vigéncia do Estudo:

Inicio previsto: 02/2015 e término previsto: 12/2016

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo, na reuni&o de

06/04/2015, ANALISOU e APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo 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 deverdo ser enviados anualmente a CEUA até a concluséo do protocolo.

Atenciosamente,

Ve

Prof. Dr. José Osmar Medina P,estana
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&ao Paulo/Hospital S&do Paulo
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Abstract

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
evaluate pharmacological treatment with Gal-1 in the progression of an ovalbumin (OVA)-induced AD-like skin
lesions. The skin of OVA-immunised male BALB/c mice was challenged with drops containing OVA on days 11, 14-
18 and 21-24. Additionally, in the last week a subset of animals was treated intraperitoneally with recombinant Gal-
1 (rGal-1) or dexamethasone (Dex). 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 phosphorylated ERK on splenic cells.
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.
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Introduction

Atopic dermatitis (AD), also known atopic eczema, represents the most common chronic inflammatory skin disease,
characterized by itchy, red, swollen and cracked skin [1, 2]. AD etiology is multifactorial and there is evidence that
genetic predisposition and family history for atopic diseases, such as bronchitis, asthma and rhinitis, influence AD

development.

The pathogenesis of AD is attributed to an imbalance in the adaptive immune system, including dysfunction in T
helper (Th) cells and increased IgE production [1-3]. Cytokines and chemokines, such as interleukin (IL)-4, IL-5, IL-
13, eotaxins, C-C motif chemokine ligand (CCL) 17, CCL18 and CCL22, produced by Th2 cells and dendritic cells
stimulate the infiltration of mast cells and eosinophils into the skin. Th2 and Th17 lymphocytes predominate in
patients with AD, but Th1 cells also contributes to the pathogenesis. Cytokines produced by Th2 and Th17 cells
(IL-4/1L-13 and IL-17/IL-22, respectively) inhibit terminal differentiation of the epidermis and contribute to breakdown

of the epithelial barrier in patients with AD.

There are a number of treatments for AD which include emollients, dexamethasone, topical glucocorticoids,
calcineurin inhibitors, phototherapies and immunosuppressant such cyclosporine A, which are effective in reducing
inflammation but cause adverse effects [1, 2]. Thus, the discovery of new pharmacological agents that have high

efficacy in controlling the inflammatory response with fewer side effects is critical.

Galectin-1 (Gal-1) is a 14.5-kDa [-galactoside-binding mammalian lectin with anti-inflammatory properties
demonstrated in vitro and in vivo experimental models. In vitro, incubation with recombinant Gal-1 (rGal-1) inhibits
the migration of human neutrophils [4] and lymphocytes [5] through endothelial cells following IL-8 or TNF-a
stimulation, respectively. In vivo, rGal-1 administration is associated with inhibition of neutrophil extravasation into
the peritoneal cavity after 4 hours of carrageenan- [6], zymosan- [7] or IL-1B-induced peritonitis in rodents [4]. The
anti-migratory effect of Gal-1 is also associated with the modulation of L-selectin and p2-integrin expression on the
surface of leukocytes [5,7,8], but not E-selectin, ICAM-1, VCAM-1 on endothelial cells [5]. In a mouse model of
ovalbumin-induced allergic conjunctivitis, we have recently shown that rGal-1 inhibits IL-4, IL-13 and eotaxin levels
in lymph nodes, is associated with reduced clinical signs of disease and decreased plasma IgE anti-ovalbumin
levels [9]. However, the mechanisms by which Gal-1 modulates cellular responses in allergic inflammatory

processes are not still completely determined, especially in the skin.

In addition to these immunomodulatory roles, the signal transduction events that lead to Gal-1 induced neutrophil

and endothelial cell migration and T-cell death, include the activation of mitogen-activated protein kinases (MAPKS)
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[10-12]. MAPKSs, a well-conserved signaling pathways, includes three subtypes: c-jun N-terminal kinases (JNK),
extracellular signal-regulated kinases (ERK) and p38 proteins, which are crucial to induce the expression of multiple
genes that together regulate the immune responses [13]. This kinase family have been implicated in allergic
responses, particularly in asthma, contributing to leukocyte recruitment, mast cell activation, pro-inflammatory

cytokine production and differentiation of Th2 and Th17 lymphocytes [14,15].

Given the known anti-inflammatory effects of Gal-1 and the current limitations in the treatment of AD, we evaluated

the mechanism of action of this protein in an experimental model of ovalbumin-induced AD in mice.

Material and methods

Animals

Male BALB/c mice, weighing 20-25 g, were randomly distributed into 5 groups (n = 6 animals/group). The animals
were housed in a 12-h light-dark cycle and were allowed food and water ad libitum. All animal procedures were
approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of the Federal University of Sdo Paulo - UNIFESP

(CEP 1906060115/2015).

Allergic Dermatitis Model and Treatment Protocols

BALB/c mice were immunized on days 0 and 7 with a subcutaneous injection of 5 pg of ovalbumin (OVA, grade V;
Sigma-Aldrich, MO, EUA) and 10 mg/mL of aluminium hydroxide adjuvant diluted in 200 pl of sterile saline according
to previous studies [9,16] with modifications. On day 11th, animals were shaved and the hair removed from the
whole back. The skin of mice was challenged with drops containing 250 ug of OVA diluted in 50 ul of JOHNSON'S®
baby oil on days 11, 14-18 and 21-24. In the last week (days 21-24), mice were pre-treated with recombinant Gal-
1 protein (rGal-1; Peprotech EC Ltd, London, UK) 3 pg/animal, or dexamethasone (Dex) (1 mg/kg, Sigma-Aldrich)
intraperitoneal, diluted in 0.1 ml of sterile saline 15 minutes prior OVA challenge. rGal-1 and Dex doses were scaled
up from the anti-inflammatory doses described previously [6,9]. 24 hours after the last OVA challenge, mice were
anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg) followed by cardiac puncture using a syringe with

3.8% sodium citrate to obtain blood. Animals were then euthanized and the skin and spleen collected.

Analysis of IgE Anti-Ovalbumin and Gal-1 Levels

Blood from various experimental conditions was centrifuged at 600 x g for 10 minutes to collect the plasma and
determine the IgE anti-OVA levels by ELISA. The concentration of IgE anti-OVA was measured using a
commercially available mouse IgE anti-OVA immunoassay kit (Cayman Chemical Co., Ml, USA) in accordance with

the manufacturer's instructions. Gal-1 levels in skin homogenates were determined using a commercially available
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kit (RayBiotech, GA, USA), in acoordance with the manufacturer’s guidelines. All experiments were conducted in

duplicate and the data expressed as the mean + SEM protein (ng/mL).

Skin Thickness, Histopathology and Quantification of Inflammatory Cells

Skins were fixed in 4% paraformaldehyde for 24 hours, washed in tap water, dehydrated in a decreasing ethanol
series, and embedded in paraffin. Sections of 3 um were 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 quantification. Eosinophils 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 skin were
analyzed per animal and the area was determined using AxioVision software (Carl Zeiss). Values are expressed as
the mean + SEM cells per mm?.

A 10x objective was used to measure skin thickness, with lines perpendicular to the keratin layer of epidermis up
to the hypodermis. For each animal, three measurements of the epidermis + dermis were taken at random intervals

using AxioVision software (Carl Zeiss). Values are shown as mean + SEM of the thickness (mm).

Immunohistochemistry

Endogenous Gal-1 staining was performed in 3 um sections of paraffin-embedded skin. After an antigen retrieval
step using citrate buffer pH 6.0, the endogenous peroxide activity was blocked and the sections were incubated
overnight at 4 °C with a rabbit polyclonal anti-Gal-1 antibody (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), diluted 1:200
in PBS 1% BSA. After washing, sections were incubated with a secondary biotinylated antibody (LAB-SA Detection
kit, Invitrogen, Paisley, UK). Positive staining was detected using a peroxidase-conjugated streptavidin complex,

and colour was developed using DAB substrate (Invitrogen). The sections were counterstained with haematoxylin.

Densitometry analysis of Gal-1 immunostaining was performed in the epidermis and dermis (n = 6 animals/group).
The values were obtained as arbitrary units (a.u.) between 0 and 255 using AxioVision software on an Axioskop 2

mot plus Zeiss microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany). The data are expressed as the mean + SEM of a. u.

Western Blot Analysis

Skins and spleens were sonicated in a 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, and 1% Triton-X, pH 7.4 buffer containing
a 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. Protein
levels 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 skin or spleens (n = 3 animals per group) from indicated
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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 herein: rabbit
polyclonal antibody anti-ERK1/2 (1:5000), mouse monoclonal anti-phosphorylated (p)-ERK %2 (1:2000) (Cell
Signaling, Danvers, EUA), goat polyclonal anti-mouse mast cell protease 6 (MMCP6; 1:5000) (R&D Systems,
Minneapolis, EUA), anti-eosinophil peroxidase (EPX; 1:200) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal anti-
integrin aM (CD11b; 1:200) (Santa Cruz Biotechnology) and anti-GAPDH (1:5000) (Sigma-Aldrich), all diluted in
TBS with 0.1% Tween 20. Post primary antibody incubation, 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 goat anti-rabbit IgG, rabbit anti-goat (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 the software GeneTools (SynGene) to determine the

relative expression of indicated proteins (arbitrary units, a.u.).

Analysis of Cytokines and Chemokines

Multiplex analysis was performed with 25 pl of the skin supernatants and plasma using the MILLIPLEX MAP mouse
cytokine/chemokine panel (MT17MAG47K-PX25; Millipore Corporation, USA) and MAGPIX® Multiplexing
Instrument (Millipore) according to the manufacturer’s instructions. Seven analytes were measured: IL-4, IL-10, IL-
13, IL-17, interferon gamma (IFN-y), eotaxin and RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell Expressed
and presumably secreted). The concentration of analytes was determined by MAGPIX Xponent software (Millipore

Corporation, MA, USA), and the results are reported as the mean + SEM of analytes (pg/ml).

Statistical Analysis

The data were analyzed using GraphPad Prism 5.0 software. Results were confirmed to follow a normal distribution
using Kolmogorov-Smirnov test of normality with Dallal-Wilkinson-Lillie for corrected P value. Data that passed the
normality assumption was analyzed using ANOVA with Bonferroni post hoc test. Data that failed the normality
assumption were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis followed by Dunn post-test. Differences were

considered statistically significant at a value of P < 0.05.
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Results
Pharmacological Treatment with rGal-1 Reduces Clinical Signs of AD
Clinical assessment of AD and skin thickness measurements were performed by macroscopic analysis of mouse
skins on the final day of the experimental protocol (day 24). The AD group exhibited skin with erythema, erosion,
and dryness associated with a significant increase in skin thickness compared to the control groups (Naive and
Sham) (Fig. la-c and f), demonstrating inflammation induced by the epicutaneous challenge with OVA.
Intraperitoneal treatment with rGal-1 or Dex reduced this AD clinical response, leaving skins with a similar
appearance to control animals (Fig. 1a-b, d-e). Furthermore, rGal-1 or Dex-treated animals displayed a diminished

skin thickness in relation to the AD group (Fig. 1f).

rGal-1 Regulates Systemic Immune Responses and Activates the ERK Pathway

We first assessed the systemic immune response by measuring OVA-specific plasma IgE levels. Epicutaneous
serial OVA administration significantly increased the plasma anti-OVA IgE concentration in all AD groups (AD: 231
+ 28; rGal-1: 257 + 45; Dex: 205 £ 28 ng/ml) in relation to control groups (P < 0.001), supporting the efficacy of our

experimental model.

Next, we analyzed chemokine and cytokine profiles to assess the systemic effect of rGal-1 and Dex treatments on
AD. Both rGal-1 and DEX treatments markedly reduced plasma IL-17 levels compared to the AD group (Fig. 29),
while rGal-1 alone diminished the plasma eotaxin concentration (Fig. 2a). However, multiplex immunoassays
revealed no significant difference in the plasma levels of RANTES, IL-4, IL-13, IL-10 or IFN-y between the untreated

AD and the Dex- and rGal-1-treated AD groups (Fig. 2b-f).

To understand the downstream systemic molecular signalling pathways involved regulated by rGal-1 treatment in
AD, we analyzed the phosphorylation levels of ERK and MAPK by Western blot using pooled extracts of spleens
(n = 3 animals per group). rGal-1 and Dex treatments increased p-ERK levels compared with the nontreated AD

group (Fig. 2h), suggesting both trearments function via a similar mechanism.

Effect of rGal-1 on the Inflammatory Response of the Skin

Histopathological analysis of control skins revealed a normal morphology (Fig. 3a,e). In contrast, sensitized and
OVA-challenged mice exhibited an inflammatory response characterized by significant infiltration of inflammatory
cells in the dermis, particularly eosinophils (Fig. 3b) and degranulated mast cells (Fig. 3f). Treatment with rGal-1
and Dex resulted in fewer eosinophils and mast cells in the dermis compared to the untreated AD group (Fig. 3c,

d, g, h).
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Inflammatory cell counts confirmed the histological observations with significant increase of eosinophils (Fig. 3i)
and mast cells (Fig. 3j) in AD group compared to the controls. Conversely, rGal-1 and Dex administration produced

a significant decrease in eosinophil influx (Fig. 3i).

The presence of inflammatory cells in the mouse skins was confirmed by immunoblot analysis. rGal-1- and Dex-
treated groups exhibited reduced levels of endogenous adhesion molecule CD11b, EPX and mMCP6 compared to
AD group (Fig. 4d). Furthermore, diminished levels of eotaxin, RANTES and IFN-y were detected in skin
homogenates from both treated groups, but only Dex treatment caused a significant reduction compared to AD
group (Fig. 4a-c). This pattern of regulation in the skin inflammatory response caused by both pharmacological

treatments was also associated with a significant increase in phosphorylated ERK expression (Fig. 4e).

AD Induces Increased Expression of Gal-1 Protein
To further characterize the Gal-1 expression in mouse skin during the AD inflammatory response, we evaluated

Gal-1 protein levels by immunohistochemistry and ELISA.

Gal-1 expression was detected in both the epidermis and dermis under all experimental conditions, consistent with
previous studies [17,18] suggesting that the epithelium is a potential source of this lectin. 24 hours after the last
epicutaneous OVA challenge, epidermis and dermis from the AD group displayed intense immunostaining for Gal-
1 compared with the rGal-1- and Dex-treated AD groups (Fig. 5a-c). The histologic findings were supported by
densitometry analyses of Gal-1 expression in the epidermis and dermis (Fig. 5e-f). Similarly, ELISA data from skin
homogenates showed that rGal-1 and Dex-treated samples exhibited decreased endogenous Gal-1 levels

compared to AD samples (Fig. 5g). No immunostaining was detected in the negative control section (Fig. 5d).

Discussion

In this study, we evaluated the effect of pharmacological treatment with recombinant Gal-1 (rGal-1) on OVA-induced
AD model in mice. Using macroscopic, histological, biochemical and molecular analyzes, we showed that systemic
rGal-1 treatment was as effective as dexamethasone (Dex), in the regulation of the allergic inflammatory response
in skin.

The development of AD was confirmed through the detection of clinical signs such as erythema and dryness,
increased skin thickness and plasma anti-OVA IgE levels compared to control animals. Histological analysis
revealed eosinophilia and increased mast cell number in the dermis, which were confirmed by increased EPX and
mMCP-6 protein levels in skin homogenates. These results suggest that external exposure to an allergen can

induce localized allergic inflammation in the skin and a systemic sensitization to specific allergen as demonstrated
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by previous AD models induced by OVA, house-dust mite, 2,4-dinitrofluorobenzene, 2,4-dinitrochlorobenzene and
oxazolone [16, 19-22].

Intraperitoneal administration of rGal-1, as well as Dex, decreased the clinical signs and skin thickness associated
with AD, but did not reduce IgE levels 24 hours after the last epicutaneous OVA challenge. Our group has previously
shown that systemic rGal-1 treatment reduced the clinical signs of OVA-induced allergic conjunctivitis in mice, the
effect was associated with a significant decrease in the IL-4 and IL-13 levels 4 hours after the final OVA challenge
([9]. Similar findings were detected in a phospholipase A2-induced oedema model in rat paw, in which

pharmacological pretreatment with rGal-1 reduced clinical signs and mast cell numbers in the tissue at 4 hours [23].

Systemic administration of rGal-1 also markedly reduced plasma IL-17 levels compared to the untreated AD group,
an important cytokine biomarker for AD patients [24,25]. In a previous mouse model, splenocytes isolated from
OVA-induced AD BALB/c mice had significantly increased levels of IL-4, IL-5, IFN-y and IL-17 after 72 hours of OVA
stimulation in vitro, whereas unstimulated cells were not significantly different than control animals [26].
Furthermore, in oxazolone-induced AD IL-17-null mice exhibit reduction of skin edema, eosinophilia, IL-4 and IL-13
production in skin and lymph nodes relative to wild-type animals [22,27]. The lack of IL-17 expression also
ameliorated the skin-barrier dysfunction as evidenced by decreased in transepidermal water loss [22]. The results
indicate that the IL-17 gene may play a role in modulating immune dysregulation and affecting skin barrier in AD

mouse models.

It is important to note that Gal-1 plays an essential role in modulating adaptive immune responses by altering the
phenotype of T cells. In this regard, human skin-resident T cell cultures incubated with a mouse Gal-1 human Ig
chimera (Gal-1hFc), and stimulated with phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA)/ionomycin and brefeldin A,
increased IL-4* and IL-10* lymphocyte populations and decreased IL-17* population [28]. Reinforcing this regulatory
aspect of Gal-1 on Th cells, another study found that lymphocytes isolated from Gal-1-null mice with chicken
collagen Il (Cll)-induced arthritis, significantly upregulated IL-17 and IL-22 production in vitro after 48 hours of ClI
stimulation when compared to wild-type cells [29]. Taken together, our data suggests that Gal-1 plays a functional

role in the regulation of IL-17 production and consequently in the regulation of AD.

In addition to regulating Th17, Gal-1 was able to downregulate IFN-y (Th1) production, as demonstrated in previous
studies using experimental models of arthritis [30], colitis [31] and uveitis [32]. The addition of Gal-1 to human
monocyte-derived dendritic cell-T cell cocultures from psoriasis patients has also been shown to reduce IFN-y

production. This could be reversed by the addition of lactose [33]. Furthermore, it was shown that IFN-y/mast cell
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axis is involved in the pathology of chronic allergic inflammation of the airways in mice [34]. In the study, IFN-y
significantly increased the release of histamine, IL-6, and IL-13 by IgE + specific antigen-stimulated bone marrow—
derived cultured mast cells in vitro, after 1 or 24 hours of challenge, whereas treatment of the cells with IFN-y alone
had no effect. In support of this finding, in our AD model, diminished levels of IFN-y were detected in the skin of
rGal-1-treated mice. This reduction correlated with reduced levels of mMMCP6 when compared to the untreated AD
group, suggesting that the exogenous action of Gal-1 is essential to regulate the activation of mast cells and the

initiation of clinical signs of AD.

Another important local effect of rGal-1 discovered in our AD model is the inhibitory role on eosinophil migration,
which was validated by the downregulation of EPX, adhesion molecule CD11b, and chemokines eotaxin and
RANTES. Similar findings were detected in a OVA-induced allergic conjunctivitis in BALB/c mice, in which
pharmacological pretreatment with rGal-1 reduced eotaxin and RANTES levels in the lymph nodes compared with
the untreated AC group after 24 hours of last challenge [9]. It was recently shown that the Gal-1-null mice presented
increased OVA-induced airway inflammation demonstrated by increased number of eosinophils and lymphocytes
in bronchoalveolar fluid and lung, and higher airway resistance relative to WT OVA-challenged mice [35]. In the
same study, in vitro administration of rGal-1 exerted divergent effects on eosinophils that were N-glycan- and dose-
dependent. At low concentrations (< 0.25 yM), rGal-1 inhibited ERK1/2 activation and eotaxin-1-induced migration
of eosinophils while at high concentration (= 1 uM), induced ERK1/2-dependent apoptosis of eosinophils and
decreased expression of adhesion molecules CD49d and CCR3. In our AD model, we also demonstrated systemic
(spleen) and localized (skin) activation of ERK1/2 after treatment with rGal-1, supporting the important role of the

MAPK signalling pathway of the immunomodulatory actions of Gal-1 in AD.

Finally, our immunohistochemistry studies demonstrated that elevated levels of Gal-1 in the dermis are associated
with an increased infiltration of eosinophils. Both systemic treatments, rGal-1 and Dex, downregulated the
expression of endogenous Gal-1 protein in the skin. Exposure to the allergen OVA resulted in increased Gal-1
expression in the lungs, eyes and conjunctiva due to the recruitment of Gal-1-expressing inflammatory cells,
including eosinophils [9,35]. Expression of Gal-1 has been demonstrated in the nucleus, cytosol, and cell
membranes as well as in the extracellular matrix of tissues despite the absence of a secretion signal sequence
[4,7,9]. Extracellularly, Gal-1 contributes to cell adhesion as revealed by in vitro eosinophil migration assays which
demonstrate increased adhesion of human eosinophils onto a Gal-1-coated substrate compared a P-selectin—
coated substrate [36]. Furthermore, these studies show that exposure of eosinophils to exogenous Gal-1

significantly increased eosinophil cationic protein levels, suggesting a role of this lectin in eosinophil activation.
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Overall, the data presented herein identify Gal-1 as a potential therapeutic agent to regulate AD, as it modulates
specific phases of the inflammatory process with clear outcomes under in vivo conditions. We therefore propose
that strategies aimed at potentiating the Gal-1 pathway may provide novel pharmacological approaches to the

downregulation of the allergic inflammatory response in the skin.
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Figure Legends
Figure 1. Effect of rGal-1 administration on skin in the AD model. (a-e) Macroscopic analyses of skin lesions were
taken on the final day of the experiment (day 24). AD skin (c) exhibited erythema, erosion, and dryness whereas
rGal-1 (d) and Dex (e) treatments abrogated this effect showing a similar skin appearance as controls (a, b). (f) Skin
thickness. Data represents mean + SEM of skin thickness (mm) (n = 6/group). *P <0.05; ***P <0.001 vs Naive; 4P

<0.05; 44&P <0.001 vs Sham; ##P <0.001 vs AD, **P <0.01 vs rGal-1 (ANOVA, Bonferroni post-test).

Figure 2. Effect of rGal-1 on systemic immune responses in the AD model. (a-g) Multiplex immunoassay of eotaxin
(a), RANTES (b), IL-4 (c), IL-13 (d), IL-10 (e), IFN-y (f), and IL-17 (g) in plasma. Values are expressed as the mean
+ SEM of the chemokines/cytokines (pg/ml; n = 6/group). *P <0.05 vs AD (Kruskal-Wallis, Dunn post-test). (h)
Western blot analysis of phosphorylated and total ERK levels in the pooled extracts of spleens (n = 3 animals/group)
from mice with AD either untreated or treated with rGal-1 or Dex. Immunoreactive bands for ERK were semi-
quantified by densitometry and are expressed as arbitrary units (a.u.) of the ratio of p-ERK/total ERK (data

represents one illustrative blot from two independent experiments).

Figure 3. Histopathology of the skin. (a, €) Control (Sham and Naive). (b, f) AD characterized by significant
infiltration of eosinophils (arrowheads; inset) and degranulated mast cells (arrows; inset) into the dermis.
Pharmacological treatment with rGal-1 (c, g) and Dex (d, h) resulted in lesser infiltration of inflammatory cells. Stain:
haematoxylin-eosin (a-d) and toluidine blue (e-h). Bars: 50 um (a-h) and 10 pm (insets). (i, j) Quantitative analysis
of eosinophils and mast cells in the skin. Data represent the mean = SEM of the cell number per mm? (n = 6
animals/group). *P <0.05, ***P <0.001 vs control groups (naive and sham); ##P <0.05, #*P <0.001 vs AD (ANOVA,

Bonferroni post-test).

Figure 4. Effect of rGal-1 administration on local immune response in the AD model. (a-c) Multiplex immunoassay
of skin homogenates to detect eotaxin (a), RANTES (b), and IFN-y (c). Values are expressed as the mean + SEM
of the chemokines/cytokine (pg/ml; n = 6/group). #P <0.05 vs AD; *P <0.05 vs rGal-1. (d, e) Western blot analysis
to measure CD11b, mMCP6, EPX, phosphorylated and total ERK levels in the pooled extracts of mouse skins (n =
3 animals/group) from mice with AD untreated or treated with rGal-1 or Dex. GAPDH was used as a protein loading
control. Immunoreactive bands for proteins were semi-quantified by densitometry and are expressed as arbitrary
units (a.u.) of the ratio of CD11b, mMCP6 or EXP/GAPDH and p-ERK/total ERK (data represents one illustrative

blot from 2-4 independent experiments). *P <0.05, #P <0.01 (Kruskal-Wallis, Dunn post-test).
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Figure 5. Expression of Gal-1 in the skin. rGal-1- and Dex-treated groups (b, c) displayed lower endogenous Gal-
1 immunoreactivity in the epidermis (Ep) and dermis (De) compared to the AD group (a). (d) No staining was
detected in the sample used as a negative control. Counterstain: Haematoxylin. Bars: 50 um. (e, f) Densitometric
analysis of Gal-1 expression in the epidermis and dermis. (g) Immunoassay for Gal-1 detection in skin
homogenates. Data represent mean + SEM of Gal-1 expression (a.u. or ng/ml; n=6 animals/group). #P <0.05 and

###P <0.001 vs AD (ANOVA, Bonferroni post-test).
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