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

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

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

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



RESUMO

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

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



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

alergia ocular.

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

mitdégeno.



ABSTRACT

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

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



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

therapeutic target in ocular allergy

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

kinases.
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1. INTRODUCAO

1.1. Conjuntiva

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

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

Glandula tarsal (de Meibémio)

Conjuntiva palpebral

» Células caliciformes

» Conjuntiva forniceal

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

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

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

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

Conjunctiva Limbus Comea

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

Microbiota antigens

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

draining lymph node

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.3. Galectina-1

As galectinas pertecem a uma familia de proteinas com afinidade aos R3-
galactosideos com uma sequéncia conservada de 135 aminoacidos no dominio
reconhecedor de carboidrato-CRD (LEFFLER et al.,, 2002). Essas lectinas sao
amplamente expressas em locais de inflamacéo, infecgcéo e crescimento de tumores,
representando uma nova classe de DAMPs ou RAMPs (padrbes moleculares
associados ao dano ou resolucdo, respectivamente) que ampliam ou resolvem as
respostas inflamatérias (SATO et al., 2009; MENDEZ-HUERGO et al., 2017;
SUNDBLAD et al., 2017). Em mamiferos, 15 membros dessa familia foram descritos
e clonados (LIU; RABINOVICH, 2010). Com base na organizagao estrutural, as
galectinas sao classificadas em trés subfamilias: prototipicas, tandem-repeats (do tipo
repeticdes em sequéncia) e quiméricas. As galectinas prototipicas (galectinas 1, 2, 5,
7,10, 11, 13, 14, e 15) sdo compostas por um unico tipo de CRD (~15 kDa) e, podem
se dimerizar, formando homodimeros com dois CRDs (~30 kDa) A subfamilia
guimérica tem como unico representante a galectina-3 (~30 kDa), e possui um CRD e
um dominio aminoterminal rico em residuos de prolina, glicina e tirosina. A terceira
subfamilia, tandem-repeats (galectinas 4, 6, 8, 9 e 12) apresentam dois CRDs distintos
e homoélogos (LIU; RABINOVICH, 2010).
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A expressdo da Gal-1 foi observada em varias células relacionadas com a
resposta inflamatoria, especialmente neutréfilos e mastocitos (GIL al., 2006a; GIL et
al., 2006b), macrofagos (RABINOVICH et al., 1998), linfocitos T e B (BLASER et al.,
1998; ZUNIGA et al., 2001) e células endoteliais (LA et al., 2003; GIL et al., 2006a;
GIL et al., 2006b), sugerindo um importante papel na geracdo e manutengcdo da
tolerancia imunoldgica. Uma vez sintetizada, as galectinas podem permanecer dentro
da célula e controlar os processos intracelulares, ou podem ser liberadas para o
espaco extracelular através de uma via ndo convencional que ainda permanece
desconhecida (CHO; CUMMINGS, 1995; LIU; PATTERSON; WANG, 2002). Além
disso, em sitios imunoprivilegiados a expressdo de Gal-1 é proeminente, tais como
placenta, testiculos e o olho, e aumenta ou diminui em condi¢Bes inflamatorias,
incluindo infeccdo microbiana, auto-imunidade, alergia, cancer, distlrbios
reprodutivos, doencas neurodegenerativas e infarto do miocardio (SUNDBLAD et al
2017). A figura 4 ilustra os diferentes papeis da Gal-1 nas células envolvidas em

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

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

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

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

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

1.4. Mastocitos e sua Ativacao

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

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

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

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

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

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

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

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

O C48/80 é um produto da condensacao do N-metil-p- metoxifenetilamina com
formaldeido (C11H15NO), que resulta na formacdo de polimeros de baixo peso
molecular, normalmente com grau de polimerizacao entre 3 a 6 unidades poliméricas.
Esse composto possui a propriedade de causar a desgranulacdo de mastocitos
(SUGIMOTO et al., 1998; KIM et al., 1999; OHTA; KONGO; KIISHIKAMA, 2002; De
VASCONCELOS et al., 2011; SUH et al., 2011) via ativacédo dos subtipos de proteina
G (subtipo Gi2 e Gis). Estudos demonstram que sua agcdo ocorre diretamente na
membrana de mastécitos ligando-se a receptores associados a proteina G, 0s quais
ativam a fosfolipase D, com consequente aumento da atividade da proteina quinase
C e do fluxo de calcio intracelular, ocorrendo a ativacéo dos mastécitos (WANG et al.,
1994, PALOMAKI; LAITINEN, 2006). As mudancas iniciais promovidas pelo C48/80
ocorrem na superficie da célula e sdo compostas por duas fases, uma que se
caracteriza pelo rapido aumento do calcio intracelular e outra caracterizada por uma
continua liberacdo do calcio intracelular (FERRY et al., 2002). Isto culmina na
exocitose dos mediadores biologicos contidos nos granulos citoplasmaticos dos
mastacitos.

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

induzida por ovalbumina em camundongos e pelo composto 48/80 em ratos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de conjuntivite, indicando essa lectina como importante ferramenta terapéutica.
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