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RESUMO

A dor e inflamag&o sédo as principais causas do consumo de medicamentos
analgésicos e anti-inflamatérios, essa farmacoterapia possui diversos efeitos
colaterais, entre eles, problemas gastrointestinais e cardiacos. Dessa maneira, se
torna necessario o estudo de novas terapias alternativas que fornecam maior
porcentagem de seguranca aos pacientes. As Galectinas sao proteinas da familia
das Lectinas, expressas em tecidos normais e patologicos. Sendo considerada uma
molécula multifuncional, participando de diversos processos bioldgicos, entre eles
controle de sinalizac&o celular, proliferacédo e ciclos celulares, apoptose, génese de
tumores, interacdes patdgeno-hospedeiro e homeostase de células T. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria da
Galectina-1 através de revisao bibliografica de estudos in vitro e in vivo. A revisao foi
elaborada a partir de artigos encontrados nos seguintes bancos de dados:
ScienceDirect, PubMed, Google académico, periédicos CAPES e Scientific eletronic
library online (SCIELO), publicados no periodo de 2012 a 2019, com restricdes de
idioma para portugués e ingés. A partir da analise feita foi possivel observar que Gal-
1 apresenta resultados promissores em camundongos com Doenca de Parkinson,
através da diminuigdo na ativagdo da micréglia; em animais com inflamagéo cronica
no figado por contagem de células, analise da expressédo génica pelo RNA e proteinas,
apresentando as consequéncias da perda de Gal-1 no curso da inflamacéo; em
camundongos com Infarto agudo do Miocardio e Insuficiéncia cardiaca foram
apresentados efeitos positivos nos cardiomidcitos submetidos a hipdxia e na limitagéo
da inflamacg&o do Miocérdio; as células dendriticas combinadas com Gal-1 e linfdcitos
apoptoticos também foram analisadas usando um modelo de aloenxerto no figado,
sendo possivel concluir que a transfusdo de DCGal-1-AL diminuiu os riscos de
rejeicdo no transplante de figado; no estudo realizado utilizando modelo experimental
de conjuntivite alérgica verificou-se que os ratos com tratamento combinado de Gal-1
obtiveram diminui¢cdo de proteinas inflamatodrias, e consequentemente, controle da

resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Inflamag&o. Nocicepgéo. Galectina.



ABSTRACT

Pain and inflammation are the main causes of the consumption of analgesic and
anti-inflammatory drugs, this pharmacotherapy has several side effects, between
them, gastrointestinal and cardiac problems. That way, becames necessary to study
new alternative therapies that provide a higher percentage of safety for patients.
Galectins are proteins of the Lectin family, expressed in normal and pathological
tissues. Being considered a multifunctional molecule, participating in several biological
processes, including control of cell signaling, proliferation and cell cycles, apoptosis,
tumor genesis, pathogen-host interactions and T-cell homeostasis. The presente study
had as objective to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory activities of
Galectin-1 through a literature review of in vitro and in vivo studies. The review was
elaborated from articles found in the following databases: ScienceDirect, PubMed,
Google Scholar, CAPES journals and Scientific electronic library online (SCIELO),
published in the period from 2012 to 2019. From the analysis made it was possible to
observe that the Gal-1 shows promising results in mice with Parkinson's disease, by
decreasing microglia activation; in animals with chronic inflammation in the liver
evaluated by cell count, analysis of gene expression by RNA and proteins, presenting
the consequences of the loss of Gal-1 in the course of inflammation; in mice with acute
myocardial infarction and cardiac insufficiency, positive effects were shown in
cardiomyocytes subjected to hypoxia and in the limitation of myocardial inflammation;
dendritic cells combined with Gal-1 and apoptotic lymphocytes were also analyzed
using an allograft model in the liver, and it is possible to conclude that the transfusion
of DCGal-1-AL decreased the risk of rejection in liver transplantation; in the study
carried out using an experimental model of allergic conjunctivitis it was found that the
rats with combined treatment of Gal-1 obtained a decrease in inflammatory proteins,

and consequently, control of the inflammatory response.

Keywords: Inflammation. Nociception. Galectin.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Esquematizacdo sobre a classificacdo da dor. ...........ccccevvvviiiiiiiieeeeennnns 22
Figura 2: Quatro caracteristicas do sistema de transducéo de sinais. .................... 25
Figura 3: Via ascendente da nocicepGao - primeira CONEX&0...........uuvvuurrrmnmvmnnnnnnnne 28
Figura 4: Via ascendente da nocicepcao - segunda CONeXao. .............eeeeeeeeeeeennnns 29
Figura 5: Representacdo da estrutura das lectinas quanto sua classificacao. ........ 40
Figura 6: Estrutura da galeCtina-1. ..........ccooviiiiiiiiiii e e e 41

Figura 7: Galectina-1 quebra o ciclo vicioso e protege os neurbnios dopaminérgicos
do dano secundério causado pela ativagdo crénica da microglia.............cccveeeeennne 53
Figura 8: Analise de sangue caracterizando aumento de reacfes ductobiliares e lesédo
de hepatdcitos no figado de dKO de acordo com aidade...........cccceeeveeeeereeeiinnnnnnnn. 56

Figura 9: Aumento da inflamacao e proliferacdo de células hepaticas em figados dKO

I BB VS. MAI2-KO /BB ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e eeees 57
Figura 10: Aumento da gravidade da colangiopatia em figados dKO/B6 vs. Mdr2-
(O] S =T g a o F= To (ST 0 LY=o o AR 58
Figura 11: RT-gPCR, Imunocoloracéo, coloracao Tricromica, IHC e expresséo de Opn
................................................................................................................................ 59
Figura 12: Representacdo esquematica das consequéncias de Perda de Gall no
curso de CLI em ratosS MAr2-KO........ccooovieiii i, 61

Figura 13: Regulacao da expressao de Gal-1 no coragédo de camundongo apés IAM e
no tecido cardiaco de pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica em estagio
1410211 = L PP 63
Figura 14: Representante micrografias confocais a laser de coracdo tecido de

camundongos Lgals-1 / ou WT 7 dias ap6s AMI ou cirurgia simulada, com

quantificacdo de CElulas NUMETOS. .......ooooiiiiieee e 65
Figura 15: Contagem de células e representacdo de microglias...........ccccccvvvvvnnnnnne 66
Figura 16: Proliferacao de CEIUIAS T.......uuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 69

Figura 17: Representacdo de Curvas de Kaplan-Meier e niveis de fungdo hepética
com alteragdes hiStopatolOgICaS ........ccoovveeei i 71
Figura 18: Pontuacgéo clinica para CA e representacdo de olhos de ratos observados
20 min apos a administracao de C48/80 0U PBS. ..., 76



Figura 19: Efeito do colirio Gal-1 na desgranulacdo dos mastocitos e liberacédo de
PESTAIMINGL ... 77

Figura 20: Representagéo da coloragdo hematoxilina-eosina nos grupos de animais.



LISTA DE GRAFICOS
Grafico 1: A regulacéo positiva do nivel de proteina COX2 e iNOS induzido por LPS.
(a): andlise de western blot para Cox2 e INOS; (b-c): andlise estatistica; (d-e): A
regulacédo positiva do nivel de mRNA de TNF-a e IL-1[3 induzido por LPS foi revertida
[0 T0] ¢ 1T 1 P 46
Grafico 2:Ensaio de viabilidade celular com MTT. Os resultados mostram que rhGal-1
protegeu as células do processo inflamatoério induzido por LPS. ..........cccoccvvvvivinnnns 47
Gréfico 3: Teste rotatorio e de polo para avaliar a fun¢cdo motora de camundongos

Grafico 4: Andlise quantitativa dos neurdnios TH-positivos no mesencéfalo. ........... 49

Gréfico 5: DA e seus metabdlitos DOPAC e HVA no corpo estriado avaliados por

| PN 49
Grafico 6: Analise estatistica de Western blot para detectar translocacdo nuclear de
01T RSP P S PPPR 50

Gréfico 7: Analise estatistica de Western blot para detectar a translocacéo nuclear de
p65. (a): Western blot representativo de p65 para proteinas extraidas do ndcleo ou
citoplasma; (b-c-d): Analise estatistica para o nivel de proteina pP38, pJNK, pERK1
L2 e e e e e et — et ——eee e e e e et ——tteeaaeeaeaaarrrrrreaaaeeenaans 51
Grafico 8: Regulacao da expressédo Gal-1 e funcédo em cardiomiécitos. (A): Analise de
imunoblot da expressédo de Gal-1 em lisados celulares totais de cardiomiocitos HL-1
expostos a hipoxia ou normoxia condigées. (B): RT-gPCR andlise da expressao de
MRNA de Gal-1 €m CElIUIAS HL-1. .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
Grafico 9: O tratamento com Gal-1 atenua o dano cardiaco em IAM reperfundido em
camundongos. Diamétro sistolico final do VE (LVESD). .......ccccuuiiieiiieeeniiiiiiieeeeenn 67
Gréfico 10: Gréficos de células do baco. (A): Andlise estatistica de células do baco 7

dias apds transplante. (B): Analise estatistica de deteccdo de infiltracdo de células T

Grafico 11: Niveis de IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10 em homogenatos de olhos................ 79
Gréfico 12: Efeito do colirio Gal-1 nos niveis de MAPK no olho homogenatos. ........ 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Classificagdo dos receptores quanto sua estrutura, diametro e velocidade
de conducéo, e suas respectivas caracteristiCas. .........cccceeeeeeeeeeeeeee e 27
Tabela 2: Principais proteinas séricas e suas funcdes bioldgicas.........cccccccceeeeeennnn. 33
Tabela 4: Tabela descrevendo as diferencas genéticas encontradas em Mdr2-KO da
cepa FVB e Mdr2-KO da Cepa BO. ........coooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54

Tabela 3: Conjuntivite experimental induzida em ratos e respectivo tratamento....... 75



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AA Acido Araquidonico

ACTH Hormonio Adrenocorticotréfico

AlEs Anti-inflamatorios esteroides

AINEs Anti-inflamatorios ndo-esterdides
AL Linfocitos apopticos

ALP Fosfatase alcalina

ALT Alanina Aminotransferase

AP-1 Proteina-1 ativada

CA Conjuntivite alérgica

CFSE Carboxifluoresceina

CHC Carcinoma hepatocelular

CLI Inflamacéo crénica do figado

COX Ciclo-oxigenase

COX-1 Ciclo-oxigenase 1

COX-2 Ciclo-oxigenase 2

CRD Dominio reconhecedor de carboidratos
CRH Fator liberador de Corticotrofina

DA Dopamina

DCs Células dendriticas

DMD Distrofia muscular de Duchenne
DMEM Dulbecco's modified eagle's médium
DOPAC Acido 3,4-diidroxifenilacético

DP Doenca de Parkinson

DRG Ganglio da raiz dorsal

ERK Quinase regulada por sinal extracelular
FBS Soro fetal bovino

FCM Citometria de fluxo

FMCD Farmacos modificadores do curso da doenca
Gal-1 Galectina-1

GCs Glicocorticoides

GPCR Receptores acoplados a proteina G

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia



Opn

PBS

PG
PGD?
PGE?
PGF2
PGI2
PLA2
RANTES

rhGal-1
RGC

Acido Homovanilico

InjecBes intraperitoneais

Infarto agudo do miocardio

Associacao de Estudos Internacionais da Dor
Insuficiéncia cardiaca

Interleucina

Interferon

Oxido nitrico sintase

c-Jun N- quinase terminal

Levodopa

Gene que codifica galectina-1
Lipopolissacarideo

Diametro diastolico final do ventriculo esquerdo
Encurtamento fracionario do ventriculo esquerdo
Proteina quinase ativada por mitdgenos
Proteina quimiotatica de mondcitos 1
Proteina inflamatoéria de macrofagos la
Reacado mista linfocitaria

Precursor da neurotoxina MPP*

Fator nuclear kappa B

Células natural killer

Oxido nitrico

Osteopontina

Tampao fosfato-salino

Prostaglandinas

Prostaglandina do tipo D2

Prostaglandina do tipo E2

Prostaglandina do tipo F?

Prostaglandina do tipo 12

Fosfolipase A2

Regulated upon activation, normal T-cell expressed and

secreted

Galectina-1 recombinante

Receptores proteicos especificos



RTKs
SAA
SAP
SNC
SNP
v
TGF
TH
TNF-a
Tol-DCs
Treg
TXA2
VE

Tirosinas quinases receptoras de membrana
Amiloide sérico A

Amiloide sérico P

Sistema nervoso central

Sistema nervoso periférico

Tempo de meia-vida

Fator transformador de crescimento
Tirosina Hidroxilase

Fator de necrose tumoral-a

Células dendriticas tolerogénicas
Células T reguladoras

Tromboxano do tipo A?

Ventriculo esquerdo



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... ..ottt an e e e 19
2. REFERENCIAL TEORICO .......oiiieeeeeeeeeeeeeeete e sn s s s s s anenns 21
2.1 DOR E NOCICEPCAO .......oieeeeieeeeeeeeeeee e s s s s s e e 21
2.1.1 CARACTERIZAGAO DA DOR ......ooovvieeieeeieeeeeeeee s enen s s s 22

2.1.1.1 CLASSIFICACAO QUANTO AOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS .22

2.1.1.2 CLASSIFICACAO QUANTO AO TEMPO DE DURACAO.........ccccoevevvnnn, 23
2.1.2 FISIOLOGIA DA DOR ...ooooeieteeeeeeeeeeee e n s s s s s e 24
2.2 INFLAMAGAO ..ottt n s s s en s e e 30
2.2.1 RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA E ADAPTATIVA .....ccovvereeeeernna, 30
2.2.2 REACAO INFLAMATORIA SISTEMICA .....oooiiiiiieeeeeeeeeeeee e 32
2.2.3  MEDIADORES QUIMICOS DA INFLAMAGCAO ........cccoovivieeeereeeeereneenn, 34
2.2.4  TERAPIA FARMACOLOGICA ......cooocieeeeeeeeeeee e, 36
2.3 GALECTINA-L...coiieeeeeeeee et e et n e en et eeeen e, 39
3. OBIETIVOS ...ttt ettt n et n e 43
3. L OBIETIVO GERAL:.....coiuieieiieieeeeeeeeeeeeee e n s s s s s en e 43
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: .....oooveeeeeeeeeeeeeeee e sn s s s 43
A4, METODOLOGIA.......cooiitieeeeeeeeeeeeeeee e s s s enen s e e 44
5. RESULTADOS ..ottt ettt nnn s s s e e 45

5.1 GALECTINA-1 ATENUA A NEURODEGENERACAO NO MODELO DA DOENCA
DE PARKISON AO MODULAR O EIXO MICROGLIAL MAPK/ IkB/ NFKB ATRAVES
DE SEU RECONHECIMENTO DO DOMINIO DE CARBOIDRATOS.........ccccuv..... 45

5.2 FALTA DE GALECTINA-1 EXARCEBA HEPATITE CRONICA NO FiGADO,
FIBROSE E CANCINOGENESE EM HEPATOCITOS MURINOS NO MODELO DE
CARCINOMA et e e 53

5.3 GALECTINA-1 CONTROLA A INFLAMACAO E REMODELACAO VENTRICULAR
DURANTE O INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO ........ccooueiieieeeeeeeeeeeeeeeeens 61



5.4 CELULAS DENDRITICAS TOLEROGENICAS INDUZIDAS POR GALECTINA-1 E
COMBINADAS COM LINFOCITOS APOPTOTICOS PROLONGAM A
SOBREVIVENCIA DO ALOENXERTO NO FIGADO .......ccooueieeeeeieeeeeeeeee e 67

5.5 TRATAMENTO COM COLIRIO DE GALECTINA-1 REGULA A DEGRANULACAO

DOS MATOCITOS E ATENUA A GRAVIDADE DA CONJUTIVITE....ccovvveeeeeeeen, 74
B. DISCUSSAOD ...ttt Error! Bookmark not defined.
7. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt sttt 82

8. REFERENCIAS ........ooioiiteieee ettt ettt ettt ettt ettt anis 83



19

1. INTRODUCAO

Definida como uma experiéncia multissensorial desagradavel, a dor envolve néo
s6 um componente sensorial, mas também um componente emocional, que é
associada a uma leséo tecidual concreta ou potencial, ou descrita em funcdo dessa
lesdo. Possuindo grande importancia para a integridade fisica do individuo, ndo sendo
possivel caracteriza-la objetivamente por ndo possuir marcadores biolégicos para tal
(OTIS; FLOR; TURK, 2013).

A dor desencadeia variacBes fisiopatoldégicas que vao contribuir para o
aparecimento de alterac6es organicas e psicologicas que podem conduzir a um
fendbmeno doloroso permanente (VOLTARELLI, 1994). Por vezes a dor existe sem
gue seja possivel encontrar uma lesao fisica que lhe dé origem ou esta associada a
uma leséo. A persisténcia da dor, mesmo apoés a cura da leséo, leva-nos a encarar a
dor como uma doenca por si s6 e ndo apenas como um sintoma, conforme
reconhecido pelo Programa Nacional de Controle da Dor (EFIC) em 2018.

A inflamacao pode ser definida como a reacao do tecido vivo vascularizado a
injuria local. Invertebrados sem sistema vascular, organismos unicelulares e parasitas
pluricelulares tém suas préprias respostas aos estimulos externos danosos
(VOLTARELLI, 1994).

O processo inflamatorio, sob determinado ponto de vista pode ser entendido
como um mecanismo de defesa do organismo e, como tal, atua destruindo (fagocitose
e anticorpos), diluindo (plasma extravasado) e isolando ou sequestrando (malha de
fibrina) o agente agressor, além de abrir caminho para 0s processos reparativos
(cicatrizacdo e regeneracdo) do tecido afetado. Entretanto, a inflamacdo pode ser
potencialmente danosa, uma vez que em sua manifestacdo pode lesar o préprio
organismo, as vezes de forma mais deletéria que o proprio agente injuriante, como
ocorre por exemplo na artrite reumatoide do homem e em alguns tipos de pneumonia
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A Galectina-1 (Gal-1) faz parte da familia de Lectinas e reconhecem [-
galactosideos que contém, preferencialmente, sequéncias de N-acetilactosaminas.
Essa proteina desenvolve papéis biolégicos importantes no organismo, como
regulacdo da resposta auto-imune, aterosclerose, processos infecciosos e cancer.

Isso faz da Gal-1 um alvo terapéutico atraente para limitar tais inflamacgdes e doencas,
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além de prevenir rejeicdo de aloenxertos e potencializar a resposta antitumoral (LIU;
RABINOVICH, 2010).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo realizar pesquisa
bibliografica em artigos publicados que apresentem o potencial anti-inflamatorio e

antinociceptivo da Gal-1.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR E NOCICEPCAO

De acordo com a Associagéo de Estudos Internacionais da Dor (IASP) “... a dor
€ uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual
real ou em potencial, descrita nos termos de danos reais ou potencial ao tecido”. A
dor se caracteriza como um grave problema da salde em todo mundo, no Brasil,
pouco se conhece sobre a epidemiologia desse mal que afeta a populacdo, dessa
maneira, um fator importante na satde publica (VASCONCELOS; ARAUJO, 2018).
Sendo uma das condi¢cbes mais prevalentes e que limitam a qualidade de vida e
produtividade, nesse contexto, quando apresentada como dor cronica ela deixa de ser
um sintoma para se tornar uma doenga (SALDANHA et al, 2017).

Nos EUA cerca de 89 bilhdes de ddélares sdo gastos anualmente para
tratamento ou solucdes paliativas relacionadas a dor, com isso cerca de 60% dos
estadunidenses tornam-se parcial ou totalmente incapacitados, podendo esta
condicdo ser permanente ou ndo. Adicionando a estas despesas custos diretos e
indiretos por conta das perdas de produtividade, gastos com reformas antecipadas e
perda de empregos (OTIS; FLOR; TURK, 2013).

Quando ocorre uma lesao tecidual o organismo aciona mecanismos fisiol6gicos
com o objetivo de limitar o dano tecidual e auxiliar a regeneracéo. Esses mecanismos
fazem parte de uma resposta inflamatéria sendo composto por cinco sinais cardinais:
dor, rubor, calor, tumor, e eventualmente, perda da funcdo (PEREIRA, 2006).
Geralmente a dor € provocada por qualquer estimulo nocivo que danifique o tecido,
servindo de alerta como a funcdo de protecdo do organismo, ativando reacodes e
induzindo comportamentos de precaucao, tornando-se uma experiéncia complexa
integrada nos centros corticolimbicos, que envolvem a transducéo do estimulo nocivo
e 0 processamento cognitivo e emocional pelo cérebro (LEE; NEUMEISTER, 2019).

A diferenciacdo entre dor e nocicepcdo € fundamental para entender
adequadamente os sistemas sensoriais envolvidos nesses fendbmenos, tanto na area
clinica quanto na experimental. Sendo assim, 0S componentes cognitivos
relacionados a dor também séo ativados por aferéncia nociceptivas. A nocicepcéo é
a ativacao fisioldgica de vias neurais por estimulos (quimicos, nocivo, térmico ou
mecanico) que sao potencialmente prejudiciais (PENHA, 2001). Essa série complexa

e interativa de mecanismos é codificado como uma mensagem nociceptiva, sendo
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posteriormente transmitida e processada em centros nervosos superiores (MILLAN,
1999).

2.1.1 CARACTERIZACAO DA DOR

Existem muitas maneiras de se classificar a dor, podendo possuir diversas
causas, atingir diferentes tecidos e distinta duracdo de tempo. Dessa maneira, ela
pode ser classificada em relacdo aos seus mecanismos fisiopatolégicos e o tempo de
duracdo (Figura 1). A classificacdo neurofisiolégica da dor é baseada nos seus
mecanismos desencadeantes, e estas podem ser diferenciadas em dor nociceptiva e
n&o nociceptiva (VASCONCELOS; ARAUJO, 2018)

Figura 1: Esquematizacdo sobre a classificag&o da dor.

Classificacao * Nociceptiva

neurofisiolégica e Nao-nociceptiva

Classificagdo  * Aguda
temporal > (Sl

Fonte: Autor (2020).

2.1.1.1 CLASSIFICACAO QUANTO AOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Nas dores nociceptivas as vias se encontram preservadas, sendo ativadas
pelos nociceptores (fibras Ad e fibras C) de tecidos cutdneos (dor somatica) ou
profundos (dor visceral). Ela tem o papel de protecao, pois a partir do momento que
ocorre 0 estimulo nocivo, imediatamente ela é percebida fazendo com que seja
rapidamente identificada e tratada impedindo a progressdo do estimulo (FONG;

SCHUG, 2014). Geralmente elas sdo descritas da seguinte maneira:
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e Dor somatica: sensacdo dolorosa, exacerbada quando ocorre
movimento e bem localizada. Por exemplo: dores d&sseas, dores
musculo-esqueléticas e dores articulares (OTIS; FLOR; TURK, 2013).

e Dor visceral: Ocorre quando as visceras sdo a origem da dor,
caraterizada como mal localizada e profunda, sendo por muitas vezes
causadas por distensdo ou estiramento dos oOrgaos. Pode ainda ser
dividida como dor visceral referida e direta. Como exemplo, temos:
obstrucédo intestinal, cancer de pancreas ou metastase intraperitoneal
(OTIS; FLOR; TURK, 2013).

Em relacdo a dor ndo nociceptiva, a mais conhecida é definida como Dor
neuropatica. A dor do tipo Neuropética é fruto de uma lesdo ou disfuncdo no Sistema
Nervoso Central (SNC) ou no Sistema Nervoso Periférico (SNP) com duracéo longa
apos o trauma desencadeante, podendo ser esta lesdo total ou parcial, considerada
um tipo de dor que deteriora profundamente a qualidade de vida do paciente. A dor
neuropatica possui caracteristicas distintas, onde é possivel distingui-las de outros
tipos de dor; se tratando de uma dor de longa duracdo os sintomas sensoriais s&o
presentes ap0s o periodo de regeneracdo, possuindo graus variaveis de sintomas
sensoriais e motores (MIRANDA; JUNIOR; PELLOSO, 2016).

2.1.1.2 CLASSIFICACAO QUANTO AO TEMPO DE DURACAO

No método de classificacdo das dores em relacdo aos seus mecanismos
fisiopatolégicos é possivel observar que existem diferencas nos tempos de duracdo
de cada tipo de dor, sendo importante sua caracterizacdo temporal, fazendo distingéo
entre dor aguda (curta duracdo) ou dor cronica (longa duracéao) (MILLAN, 1999).

A dor aguda possui um tempo de duracéo curto, tem sua origem geralmente no
trauma de tecidos moles ou inflamagéo, estando relacionada como um processo
adaptativo biolégico de reparo tecidual. Ela é descrita como de inicio imediato,
podendo ser identificada em até 0,1 segundo apds o estimulo nocivo, assim sua causa
é facilmente identificada. Ela € considerada até certo ponto, como um sinal de alerta
e protecdo do organismo, sendo um sintoma importante no diagnostico de diversas
doencas (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

A funcéo de alerta provoca reflexos motores de retirada ou reagdes de fuga,
interrompendo a exposi¢céo ao estimulo. Além disso, sob certas circunstancias, a dor

aguda ou o seu tratamento podem levar a ativacdo comportamental generalizada ou
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respostas endocrinas, como por exemplo, aumento da atividade simpatica e secrecao
de corticosterona, que se trata de um hormoénio produzido pelas glandulas adrenais
como resposta um estimulo estressante, responsavel por orquestrar uma série de
outras respostas adaptativas. (HERMAN; CULLINAN, 1997).

Por outro lado, a dor cénica possui um tempo de duracdo mais longo (duracéo
igual ou superior de trés a seis meses, ou quando persiste ap0s a cura da lesdo) e
esta associada a destruicdo tecidual. Sua localizacdo ndo € bem definida pelo
paciente e por esse motivo é de dificil identificacdo gerando diversos estagios
patolégicos (CHERUBINO et al, 2012.).

A dor crbnica se trata de um problema complexo biologicamente, socialmente
e psicologicamente, necessitando de uma equipe multiprofissional para elucidacéao de
diagnéstico e tratamento. Por se tratar de uma doenca debilitante ela reflete na saude
mental e fisica do individuo acabando por gerar uma diminui¢cdo na qualidade de vida
do mesmo, resultando em quadros de susceptibilidade as infec¢des, depressao e
problemas com ansiedade. Diante disso, atualmente ela se constitui como um
problema de saude publica, afetando cerca de 30% da populacdo mundial
(LICHTENWALTER et al, 2016).

2.1.2 FISIOLOGIA DA DOR

As células recebem constantemente informacdes dos seus receptores de
membrana, estes podem ser estimulados por pH, pressdo osmotica e presenca de
produtos nocivos. Esses sinais induzem respostas apropriadas de acordo com seus
mecanismos de sinalizacao, que sdo altamente especificos e sensiveis (BASBAUM et
al, 2009).

A especificidade da transducdo de sinais ocorre quando se tem uma
complementaridade entre o estimulo e a molécula receptora (Figura 2). Alguns fatores
sao importantes para essa juncao precisa, como: alta afinidade dos receptores para
as moléculas que recebem o estimulo, a cooperatividade na interacédo ligante —
receptor e a amplificacdo do sinal pela cascata. Dentre esses mecanismos também
ocorre a dessensibilizacdo, quando um sinal esta presente de maneira continuada
gera uma diminuicdo no receptor (NELSON; COX, 2014).
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Figura 2: Quatro caracteristicas do sistema de transducéao de sinais.

(a) Especificidade o (‘;) (¢} Dessensibilizagdo/Adaptacio

A molécula sinal se encaixa no Z,:‘/ - A ativagdo do receptor desencadeia
sitio de ligagdo do seu receptor um circuito retroalimentador que
complementar; outros sinais nao \ desativa o receptor ou © remove da

Sinal
¢ encaixam. superficie celular. f'm
N _//1

Resposta
Efeito

(b) Amplificacio (d) Integragio

Quando enzimas ativam Sinal Quando dois sinais possuem Sinal 1 Sinal 2
enzimas, 0 mimero de efeitos opostos em uma A X
moléculas envolvidas aumenta caracteristica metabélica - v
geomeincamente em uma como a concentragdo de um
cascala enzimdtica mensageiro secundirio X, ou
r .1. X o potencial de membrana V,,,
A ) A o resultado regulatdrio 1 l
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integrado de ambos os S ———————
L i x L L ,i k ,i x receptores. A[X] ou V,, resultantes
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Fonte: Nelson; Cox, 2014.

A integracdo também é uma caracteristica importante desse sistema, que gera
uma resposta unificada apropriada, a partir de diversos sinais. A origem para
desencadear cada sistema é diferente, porém a maneira como ocorrera essa cascata
de sinalizacdes é comum a todos (NELSON; COX, 2014).

O componente fisioldgico da dor € definido como nocicepc¢éo, que € composto
pelos processos de transducao, transmissdo e modulacdo neural como resposta ao
estimulo nocivo. O neur6nio de primeira ordem originado na periferia estende-se para
a medula espinhal, o de segunda ordem ascende pela medula espinhal e o de terceira
ordem projeta-se para a cortex cerebral (MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004).

Os nociceptores sao definidos como terminagbes nervosas livres que
respondem a estimulos mecéanicos, térmicos ou quimicos, sendo caracterizados com
alto limiar para todos os estimulos, exceto 0s nocivos. Sua estrutura é formada por
guatro regides principais: Uma fibra nervosa chamada de ax6nio, que possuem nervos
aferentes e eferentes, motores e autondmicos; o corpo celular localizado no ganglio
da raiz dorsal (DRG) que coordena a atividade metabdlica do neurdnio; apos receber
o estimulo através dos dendritos, a transdugdo sensorial ocorre no terminal sinaptico
(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Esses receptores possuem a funcao de transmitir informacdes aos neurénios
de ordem superior, atingindo o corno dorsal da substancia cinzenta da medula
espinhal. Essas comunica¢fes entre 0s nociceptores ocorrem através de sinapses,
sendo mais comumente as de liberacdo quimica, onde acontece a liberacdo dos
neurotransmissores, porém, esse processo também pode ocorrer sendo controlado
diretamente pelo potencial de membrana sinaptica (TRANQUILLI, 2004).

No caso de uma lesao tecidual os nociceptores sao estimulados e transferem
a informacéo para o SNC, sendo considerado como uma cadeia. O corpo celular é
uma area necessaria para a manutencao de todas as outras regides do receptor. O
estimulo que causa a leséo tecidual pode ativar a regidao de transducéo sensorial dos
nociceptores; a caixa de eventos perirreceptor permite a producao de fatores que
podem ativar ou modular a resposta do nociceptor durante o ferimento tecidual;
guando o estimulo chega ao axénio, este conduz o potencial de acédo ao terminal pré-
sinaptico onde ¢é liberado os neurotransmissores (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

Divididos em quatro classes, os nociceptores podem ser classificados da
seguinte maneira: mecanicos, térmicos, polimodais e silenciosos. Os mecanicos
respondem a pressado intensa, enquanto os nociceptores térmicos sao ativados por
temperaturas intensas; os do tipo polimodais respondem a estimulos nocivos,
mecanicos, térmicos e quimicos; os silenciosos reagem a estimulos quimicos,
mediadores inflamatérios, estimulos mecanicos e térmicos somente apés a ativacao
(MIRANDA; JUNIOR; PELLOSO, 2016).

Os receptores presentes nos nociceptores podem ser do tipo vaniléides, que
respondem ao calor e a capsaina, que respondem a estimulacédo tatil inécua, e
receptores acoplados a proteina G (GPCR). Durante o processo de transmissao esses
impulsos sdo conduzidos por um sistema de fibras nervosas aferentes de primeira
ordem. Esses receptores sdo classificados em termos de estrutura, diametro e
velocidade de conducéo (Tabela 1), estando localizados nas terminacdes de fibras
nervosas, as principais podem ser do tipo A (AB ou Ad) ou do tipo C. (KLAUMANN;
WOUK; SILLAS, 2008).
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Tabela 1: Classificacdo dos receptores quanto sua estrutura, didmetro e velocidade de conducao, e
suas respectivas caracteristicas.

RECEPTORES DESCRICAO

Fibras AB Diametro grande (maior que 10 pm),
mielinizadas e de conducdo rapida,
responsaveis por sensacdes indcuas
(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Fibras Ad Diametro intermediario (2 a 6 um),
mielinizadas. A velocidade de conducgéo é
intermediaria, modulando a primeira fase
da dor (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

Fibras C
Diametro pequeno (0,4 a 1,2 um), ndo

mielinizadas e de velocidade de
conducdo lenta, responsaveis pela
segunda dor (KLAUMANN; WOUK;
SILLAS, 2008.

Fonte: Adaptado de MESSLINGER, 1997; LAMONT e TRANQUILLI, 2000.

Dessa maneira, quando um dano inicial (lesédo ou induzido por inflamagé&o) ativa
0s nociceptores locais as fibras nervosas Ad e C ficam sensibilizadas assumindo
limiares de ativacdo mais baixos. Estimulos que resultam em uma sensacao de dor
aguda ou “dor primaria” refletem a ativagao de fibras Ad (que conduzem a dor
primaria), e a nocicep¢ao lenta e difusa pela fibra do tipo C (dor secundéria). A dor
visceral € a Unica onde ndo existem componentes primarios e secundarios (BOURNE
et al, 2014).

A conducdo do impulso nervoso ocorre através do sistema sinaptico, que
realiza a sequéncia em cadeia entre 0s neurdnios. Essa transmissdo chega aos
sistemas reticulares e limbicos do cortex cerebral gerando uma resposta sensorial
através dessa decodificacdo, que € o que se chama de percepc¢do da dor. Apds essa

etapa é iniciado o processo de modulacdo da dor, onde as vias descentes do cérebro
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se encontram de maneira altamente organizada e se estendem até o corno dorsal da
medula espinhal (MIRANDA; JUNIOR; PELLOSO, 2016).

A partir dessa regiao sao acionados neurdnios de projecéo e interneurdnios de
segunda ordem na medula espinhal. Essa conexao sinaptica entre as fibras aferentes
primarias e o0s neurbnios do corno dorsal da medula espinhal envolvem
neurotransmissores como Glutamato e a Substancia P (Figura 3), ambos
responsaveis pela produgéo de potenciais pés-sinapticos excitatérios rapidos e lentos,
respectivamente. Esses estimulos podem atuar como mecanismos de controle dos
sinais da dor, aumentando ou diminuindo as respostas enviadas ao cérebro. O que
justifica o porqué de alguns individuos apresentarem sinais de dores diferentes frente

aos mesmos estimulos nocivos (ELLISON, 2017).

Figura 3: Via ascendente da nocicepg¢éo - primeira conexao.

Ganglio da Raiz
Dorsal

Vaso : ; o
Sangiiineo v \

Substancia P

Adaptado de BEAR et al. (2000).

Fonte: Bear et al, 2002.

Apbs a interacdo com neurbnios de projecdo no corno dorsal, os axénios de
neurénios de segunda ordem formam tratos aferentes que transmitem o impulso
nociceptivo para estruturas do tronco cerebral e diencéfalo, incluindo o talamo,
substancia cinzenta, entre outros (Figura 4). Essas vias ascendentes podem ser
divididas neuroanatomicamente entre: vias monossimpaticas e polissinapticas. As

primeiras projetam diretamente para 0S centros cerebrais superiores, enquanto as
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polissinapticas possuem uma estacao de neurénios de segunda ordem antes de se
estenderem para 0s centros cerebrais, como as vias pos-sinaptica da coluna dorsal e
do trato espinocervical (MILLAN, 1999).

O talamo possui um importante papel como a regido responsavel pela
integracdo do impulso nocivo, a partir dai neurdnios de terceira ordem transmitem os
impulsos para o cortex cerebral resultando na consciéncia da dor. Esse circuito define
todo o processo funcional da dor, sendo o nucleo ventropostolateral conhecido como
o principal centro somatossensorial (WENG et al, 2000).

Figura 4: Via ascendente da nocicep¢éo — segunda conexao.

Adaptado de BEAR et al. (2000). o !
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Fonte: Pereira, 2006.

O controle da transmissdo da dor também esta sujeito a interferéncias pelas
vias descendentes originadas no tronco cerebral, para inibicdo ou facilitacdo da
nocicepcdo é necessaria uma conexao entre um circuito modulador enddgeno
descendente e a substancia cinzenta periaquedutal; porém esse sistema nao é
apenas inibitério ou facilitatorio, cada forma de lesédo induz um tipo diferente de
resposta no circuito (RELLAND; GEHRED; MAITRE, 2018).
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2.2 INFLAMACAO

Todos os organismos vivos, desde os procariontes até o homem, possuem
mecanismos adaptativos para responder a estimulos agressivos para manter o
equilibrio homeostético. Nos vertebrados a organizacédo dessa resposta de combate
constitui a reacdo inflamatéria que incluem uma série de altera¢cdes bioquimicas,
imunoldgicas e fisioldégicas. Em outras circunstancias, essa resposta inflamatéria pode
ser desencadeada inapropriadamente em resposta a outros tipos de lesées, quando
isso ocorre a prépria inflamacéo pode ser responsavel pelos principais sintomas da
doenca, como por exemplo na artrite reumatoide (VOLTARELLI, 1994).

Essa reacdo de defesa é caracterizada pela reacdo dos vasos sanguineos
levando ao acumulo de fluidos e células sanguineas, o processo envolve como um
todo o sistema neuro-enddcrino que passa a exercer mecanismos modulatorios sobre
0 mesmo, inibindo ou facilitando o seu desenvolvimento. No primeiro século d. C.
Celsius descreveu os cinco sinais cardinais que constituem a resposta inflamatoria,
sendo eles: rubor, calor, tumor e dor, posteriormente Galeno adicionou a estes um
quinto elemento, a perda da funcdo (FRANKLIN; ABOOTT; WESTBROOK, 1995).

Na maioria das vezes os mediadores inflamatérios agem localmente com a
funcdo de limitar as consequéncias e extensao da lesdo tecidual. Nesses casos o
processo inflamatério possui apenas repercussdes locais, que podem até ser
desapercebidos, como por exemplo nos casos de tendinite ou foliculite, sendo uma
resposta ndo especifica direcionada a fase aguda. Nas condicbes em que essa
capacidade homeostatica é superada, ou pela gravidade do estimulo nocivo, ou
insuficiéncia dos mecanismos reguladores, essa resposta passa a ser do tipo
sistémica (GRETEN, 2019).

2.2.1RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA E ADAPTATIVA

A reacdo inflamatéria aguda apresenta dois componentes: a resposta
imunoldgica inata, acredita-se que tenha se desenvolvido no inicio da evolugéo; e a
resposta imunoldgica adaptativa (adquirida ou especifica). A resposta inata é ativada
imediatamente ap0s uma infec¢do ou lesédo, uma série de mecanismos séo ativados
automaticamente e a resposta imunologica adaptativa € colocada em alerta. Uma
outra fungéo importante da reacdo inata € a de impedir que a do tipo adaptativa
danifique as préprias células do hospedeiro (RANG; DALE; RITTER, 2020).
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A fase aguda da inflamacdo é caracterizada pelo recrutamento de
polimorfonucleares e granuldcitos, acompanhados por mondcitos que irdo se
diferenciar em macrofagos. Os macréfagos teciduais, através de seus receptores Toll,
reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos especificos nos
microorganismos e liberam citocinas (VOLTARELLI, 1994). Essas citocinas pro-
inflamatorias podem ser o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina (IL)-1,
assim como outros mediadores (como prostaglandinas e histamina) que atuam sobre
as células endoteliais vasculares das vénulas pés-capilares locais, resultando na
expressao de moléculas de adeséao da superficie celular e aumento da permeabilidade
vascular (GRETEN, 2019).

O exsudato liquido contém os componentes de quatro cascatas enzimaticas
proteoliticas, entre elas as que produzem Bradicinina (a partir do cininogénio), e o Cba
e 0 C3a, ambos fazem parte do sistema complemento que é constituido por nove
componentes principais. A ativacdo do complemento provoca a lise de bactérias, o
Cba e o C3a estimulam os mastécitos a liberar histamina que faz vasodilatagdo nas
arteriolas locais (RANG; DALE; RITTER, 2020).

O tecido lesado e as citocinas liberam prostaglandinas (PGI2 e PGE?), que atuam
como vasodilatador, e leucotrienos (LTB*). Essas citocinas estimulam a liberacéo de
oxido nitrico (NO) que provoca um relaxamento do musculo liso, vasodilatacdo e
aumento da liberagcédo do plasma e de células sanguineas para a area da inflamacéao
(LEE, 2012). Os leucécitos aderem e migram atraves do endotélio vascular em direcao
ao patégeno (atraidos pelas quimiocinas, IL-8, C5a e LTB*), onde ocorre a fagocitose
e morte dos microorganismos. Por ultimo, as células Natural killer (NK), que sdo um
tipo especializado de linfécitos ativados pela resposta imune que contém como alvos
células que possuem o ligante do complexo principal de histocompatibilidade. Quando
as células inflamatorias sdo estimuladas ou danificadas, entram em cena outros
mediadores pré-inflamatérios, os eicosandides (RANG; DALE; RITTER, 2020).

A resposta imunolégica adaptativa é uma tatica de defesa mais eficiente e
altamente especifica contra o patdogeno invasor. As células principais desse processo
sao os linfécitos, que podem ser divididos em dois grupos principais: As células B,
responsaveis pela producéo de anticorpos e pela resposta imunolégica humoral; e as
células T, que fazem parte da fase de inducao da resposta imunoldgica e nas reacdes
reguladas por células (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).
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Esse tipo de resposta acontece em duas fases: a fase de inducéo e fase efetora.
Durante a fase de inducao células T virgens portadoras dos co-receptores CD4 ou
CD8 sao apresentadas juntamente com o antigeno, essas células se transformam nas
do tipo T citotoxicas e podem matar as que estdo infectadas por virus; os linfocitos T
CD4 do tipo Th2 estimulam as células do tipo B a se proliferarem dando origem a
plasmadcitos secretores de anticorpos e células de memodria; os linfécitos T CD4 do
tipo Thl se modificam e liberam citocinas que ativam macrofagos (RANG; DALE;
RITTER, 2020).

A fase efetora depende das respostas mediadas por anticorpos e células. Os
anticorpos auxiliam uma ativacdo mais seletiva do sistema complemento, uma
fagocitose mais eficiente, a facilitacdo da destruicdo de parasitas pluricelulares e
neutralizacdo de alguns virus e toxinas bacterianas. Por outro lado, as reacdes
reguladas por células envolvem células T CD4* que séo liberadoras de citocinas,

capacitando macréfagos a matarem patdégenos intracelulares (VOLTARELLI, 1994).

2.2.2 REACAO INFLAMATORIA SISTEMICA

Ocorre quando a resposta inflamatéria possui manifestacées sistémicas além
das caracteristicas locais, sendo inclusos no quadro febre, leucocitose e liberacdo de
proteinas de fase aguda pelo figado com diferentes concentracdes séricas e funcbes
biolégicas (Tabela 2). Essas proteinas podem ser fibrinogénio, componentes do
sistema complemento, proteina C reativa, entre outros (PARK et al, 2017).
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Tabela 2: Principais proteinas séricas e suas funcdes bioldgicas.

PROTEINA

Proteina C-reativa

Amiléide sérico a (SAA)

a1-glicoproteina acida
C3 do complemento
Ceruloplasmina
Fibrinogénio
a1-antiquimiotripsina
Haptoglobina

Amiléide sérico p (SAP)

Cininogénio plasmético
Albumina

Pré-albumina

Transferrina

FUNCAO BIOLOGICA
Ativacao do C, opsonizacéo, fagocitose,
citotoxidade;
Amiloidose, inibicio de HDL e a da
imunidade celular;
Transporte de proteinas;
Opsonizacao, anafilatoxina;
Inativacdo de radicais livres;
Coagulagéo;
Antiprotease, inibicdo de IL-1;
Transporte de hemoglobina;

Inibicdo da protedlise do amiloide;

Precursor das cininas, pro-inflamatério;
Transporte de proteinas;

Transporte de T3 E T4;

Transporte de ferro;

Fonte: Adaptado de Voltarelli, 1994.

A inflamac&o é constituida como um mecanismo de defesa, e ndo por si so,

uma doenca. O seu objetivo é restituir a estrutura e fungdes normais dos tecidos

lesionados ou infectados e em grande parte dos casos é o que ocorre. Quando esse

mecanismo nao consegue eliminar o patdgeno, essa resposta aguda pode ser

modificada para uma reacéo inflamatéria crénica, nessa situacdo o quadro pode

persistir por semanas, meses ou anos, resultando em uma degeneracéao do tecido,

promovendo proliferacéo

de células e de tecido conjuntivo, estando

estreitamente relacionadas as causas de uma série de doencas cronicas (NASEF;

MEHTA; FERGUSON, 2017).
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2.2.3MEDIADORES QUIMICOS DA INFLAMACAO

A resposta inflamatéria é iniciada quando os receptores de reconhecimento
identificam padr6es moleculares expressos nas células por ativacédo através de vias
inflamatorias de sinalizac&o, incluindo Fator nuclear-Kappa B (NF-kB), proteina-1
ativada (AP-1) e fatores reguladores de interferon. O que resulta na producao de
citocinas pro-inflamatorias e genes como, TNF-q, interleucinas do tipo 13 ou IL-6,
sintetaze induzida de Oxico nitrico (INOS), ciclo-oxigenase 2 (COX-2), juntamente
com mediadores inflamatorios como PGE? e nitritos (PARK et al, 2017).

As prostaglandinas (PGs) desempenham um papel fundamental na inflamagéo,
sua biossintese tem um aumento significativo nos tecidos inflamados que contribuem
pra o desenvolvimento dos sinais cardinais da inflamacgéo aguda. Diferentemente das
histaminas, que é encontrada na maioria dos tecidos, as PGs sao produzidas a partir
de precursores fosfolipidicos quando ha necessidade. O principal precursor é o Acido
araquidonico (AA), um acido graxo insaturado de 20 carbonos contendo quatro duplas
ligagdes (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A etapa inicial da sintese dos eicosanoides se da a partir da liberacdo do
Araquidonato, a partir dos fosfolipideos por acdo da enzima Fosfolipase A2 (PLA2). A
PLAZ? citosdlica € ativada pela fosforilacdo e, portanto, o AA é liberado. O Acido
araquidénico livre é metabolizado por diversas vias, incluindo a da COXs e das
Lipoxigenases. A via da COX possui duas principais isoformas: COX-1 e COX-2,
convertendo AA em PGs e Tromboxanas; além disso a via da Lipoxigenase sintetiza
Leucotrienos, Lipoxinas, entre outros (RANG; DALE; RITTER, 2020).

A COX-1 esta presente na maioria das células como uma enzima constitutiva
gue atua como reguladora homeostatica, enquanto a COX-2 ndo estd normalmente
presente, mas € bastante induzida nos processos inflamatorios e por isso acredita-se
que possui uma maior importancia para a terapia da inflamag&o. Os principais
produtos da reacdo de catalisacdo séo as PGs que podem ser do tipo: PGE2, PGI?,
PGD?, PGF2a e TXA2 Nas plaguetas a TXA? é predominante, enquanto que no
endotélio vascular a PGI2 é mais presente (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

Os prostandides afetam a maioria dos tecidos e possuem uma variedade de
funcdes, entre elas podemos citar as seguintes: A PGD?2 provoca vasodilatacdo, o
relaxamento da musculatura gastrointestinal e uterina, inibe a agregagéo plaquetaria,

entre outros; PGF2a faz a contragdo do miométrio em humanos; PGI*> promove
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vasodilatacao, inibe a agregacdo plaquetaria e faz a liberacdo de renina; a TXA2
proporciona vasoconstricdo, agregacdo plaquetaria e bronconconstricdo
(RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017).

A PGE? apresenta diferentes funcdes a depender dos receptores estimulados,
nos receptores EP1 provoca contragdo da musculatura lisa brénquica e
gastrointestinal, nos receptores EP2 faz broncodilatacdo, vasodilatacdo, estimulagcéo
da secrecéo de liquido intestinal e relaxamento do musculo liso gastrointestinal; por
ualtimo, nos receptores EP3 ela promove contracdo do musculo liso, inibicao de acido
gastrico, aumenta a secrecdo gastrica de muco, inibe a lipdlise, liberacdo de
neurotransmissores autbnomos e provoca a contracdo uterina (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014).

Entre os mediadores quimicos da inflamacdo destaca-se a Bradicinina, um
nonapeptideo formado a partir de uma a-globulina, através da via de cascata das
proteases. As enzimas especificas que inativam a bradicinina sdo denominadas
Cininases, entre elas destaca-se a Cininase Il, que inativa as cininas através da
remocdo de dois aminoacidos C-terminais. A Bradicinina provoca vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, que resulta, em parte, da producdo de PGI2 e
da liberacdo de NO (PARK, 2017).

A Bradicinina possui dois subtipos principais de receptores: B2, que esta
presente constitutivamente e o B!, induzido durante a inflamacdo. Quando ocorre a
liberacdo de bradicinina pelos mastécitos, o receptor B2 é sensibilizado e como
resultado, tem-se uma diminuicdo do limiar de calor causando uma dor de longa
duracdo acompanhada da resposta inflamatéria (RANG; DALE; RITTER, 2020).

Em decorréncia do processo inflamatério o NO desempenha um efeito global
pré-inflamatério aumentando a permeabilidade vascular e a producao de PGs, além
de ser um potente vasodilatador. Neste processo ainda sao produzidos
neuropeptidios, entre os principais a Substancia P e a Neurocinina A, que atuam nos
mastocitos liberando Histamina e outros mediadores, produzindo contracédo do
musculo liso e secrecdo de muco (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

Com o recrutamento de leucécitos e macréfagos polimorfonucleares ocorre a
liberacdo de fatores de regulacdo da fase aguda, denominadas citocinas que estao
presentes no sitio da inflamacdo. As Citocinas sdo compostas de: Interleucinas (IL),
quimiocinas, interferonas, fatores estimuladores de col6nias, fatores de crescimento e
TNFs (RANG; DALE; RITTER, 2020). Na célula-alvo elas se ligam e ativam receptores



36

especificos de alta afinidade que na maioria dos casos séo regulados durante o
processo inflamataorio, diferente das quimiocinas que atuam nos receptores acoplados
a proteina G. A deflagracdo da cascata de citocinas pré-inflamatérias faz com que
ocorra a producdo e secrecao de citocinas, que resultam na sensibilizacdo de
nociceptores e interacdo com o0 SNC (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).

Entre as citocinas pro-inflamatoérias que atuam na resposta inflamatoria aguda
e cronica destacam-se primariamente o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1,
IL-2, IL-6 e IL-7. A IL-1 compreende trés citocinas, consistindo em dois agonistas, IL-
1a, IL-1B, e um antagonista enddgeno do receptor IL-1. Essas citocinas séo liberadas
por macrofagos e outras células durante a inflamacéo e iniciam a sintese e liberacéo
de uma cascata de citocinas secundarias, denominadas de quimiocinas. Em
contrapartida, tem-se as citocinas anti-inflamatérias, que inibem certos aspectos do
processo inflamatorio, nestas incluem o Fator transformador de crescimento do tipo 3
(TGF-B), IL-4, IL-10 e IL-13 (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

As interferonas fazem parte das citocinas pro-inflamatérias, liberadas pelas
células T elas ativam macrofagos que aumentam a sinalizacdo pro-inflamatoria.
Existem trés classes de interferonas denominadas INF-a, INF-B e INF-y. A INF-a e a
INF-B possuem atividade antiviral, e a INF-a é usada como auxiliar no tratamento de
infeccbes virais. A INF-y desempenha fungcdo imunoreguladora sendo utilizada no

tratamento de esclerose mdltipla (SILVA et al, 2017).

2.2.4TERAPIA FARMACOLOGICA

As reacOes inflamatorias ou imunolégicas inadequadas formam um
componente significativo da maioria das doencas encontradas na clinica e
consequentemente, os anti-inflamatoérios sdo extensamente empregados em todos 0s
ramos da medicina. As trés principais classes medicamentosas sdo: Os anti-
inflamatorios nao-esteroidais (AINES), os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) ou
glicocorticoides (GCs), e os farmacos modificadores do curso da doenca (FMCD)
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

A utilizacdo de substancias quimicas para melhorar a dor e a inflamagéo € uma
das necessidades mais antigas da sociedade. Desde o isolamento da Salicilina por
Leraux em 1829, varias descobertas foram realizadas nessa area da farmacologia.

Uma das classes de farmacos mais utilizadas em todo o mundo sdao os AINES, seu
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mecanismo de acao primario é a inibicdo da enzima COX e posteriormente inibicdo
da producéo de PGs e Tromboxanos (MONTEIRO et al, 2008).

A COX-1 é uma enzima constitutiva presente na maioria dos tecidos, enquanto
a COX-2 é induzida por células inflamatérias quando sdo ativadas. Ha ainda a COX-
3, descoberta por ultimo ela foi demonstrada em estudos in vitro com linhagens de
macrofagos; porém, estudos observaram que ela néo originaria PGs, mas que na
verdade distribuia as mesmas no cortex cerebral, medula espinhal e coracdo
(CHANDRASEKHARAN et al, 2002).

A maioria dos AINEs séo inibidores de ambas as enzimas (COX-1 e COX-2),
porém variando no grau de inibicho em cada uma das isoformas, esses sao
denominados de nao seletivos. Os seletivos inibem apenas COX-2 e sdo conhecidos
como COXIBEs. Nos ultimos anos a seguranca desses medicamentos tem sido
guestionada pelo fato da inibicdo desta enzima aumentar o risco de incidentes
cardiovasculares, e por esse motivo alguns farmacos foram retirados do mercado
(FITZGERALD; PATRONO, 2001).

Eventos gastrointestinais sao os efeitos indesejados mais comuns no uso de
AINEs por tempo prolongado, resultado da inibicdo de COX-1, responsavel pela
sintese de PGs gue inibem a secrecdo acida e protegem a mucosa gastrica. O
mecanismo é dependente da inibicdo da COX na mucosa, por esse motivo mesmo
que o farmaco seja administrado por via oral ou sistémica, ocorrera a lesédo gastrica.
Além disso pacientes que fazem uso de AINEs com histérico de doencas hepaticas
podem apresentar efeito sobre o fluxo sanguineo renal. Esses medicamentos também
prolongam o sangramento por inibicdo de PGs que promovem agregacao plaquetaria,
por esse motivo ndo é recomendado sua utilizagdo em pacientes que irdo se submeter
a cirurgias. E por dltimo, os farmacos que inibem COX-2 podem aumentar a
probabilidade de eventos trombéticos, como infarto do miocardio (JIN, 2015).

Outra classe de medicamentos utilizada no tratamento da inflamagao sé&o os
glicocorticoides (GCs). Os GCs possuem efeitos anti-inflamatorios e
imunossupressores, e por este motivo sua utilizacdo € recomendada nos quadros de
artrite reumatoide, asma, gota, entre outras, dependendo da intensidade da dor e do
grau da inflamacao. Eles possuem o inicio de a¢éo rapido e de longa duracéo, porém
sua terapia por tempo prolongo pode provocar efeitos adversos (JIANG et al, 2020).

Os corticosteroides sado hormonios secretados pela regido cortical das

glandulas supra-renais. Os GCs sao produzidos pela zona fasciculada e estéo
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envolvidos em diversas fungdes fisiologicas e na adaptacéo em situacdes de estresse.
O cortisol € o principal GC natural circulante no ser humano, sua sintese é regulada
pelo hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), secretado pela hipofise anterior em
resposta a liberagéo pelo hipotalamo, do neuropeptidio denominado fator liberador de
corticotrofina (CRH). O proprio cortisol atua sobre os receptores de glicorticéides
presentes no hipotalamo e na hipdfise, inibindo a liberacdo de CRH e ACTH (RANG;
DALE; RITTER, 2020).

O mecanismo de a¢do desses medicamentos ocorre através de mecanismos
gendbmicos e secundarios, ou ndo gendmicos provocados pela ativacdo dos
receptores citosolicos de GCs. O cortisol, que é lipofilico, atravessa a membrana
citoplasmatica por difusdo passiva; no citoplasma ele se liga a receptores proteicos
especificos (RGC). O complexo glicocorticoide-receptor sofre uma modificacao
estrutural e assim € capaz de penetrar no nucleo celular, onde se liga a regibes
promotoras de alguns genes, induzindo a sintese de algumas proteinas anti-
inflamat6rias como a Lipocortina-1, e de proteinas que atuam no metabolismo
sistémico. Como a Lipocortina-1 suprime a producao de PLA2 ndo ocorre a conversao
dos fosfolipidios de membrana em AA e assim ndo ocorre a cascata da inflamacgéao
(BLARTLETT; LAPP; HUNTER, 2019).

Os efeitos adversos desta terapia a longo prazo ocorrem de maneira sistémica,
como alteracdo da distribuicdo de gordura, possibilidade de um quadro de
osteoporose causada pela inibicdo de osteoblastos e producéo de osteoclastos; além
disso eles podem causar alteracbes enddcrina-metabdlicas, levando a casos de
hipercalemia ou alcalose metabdlica; promovem a supressao do sistema imunoldgico,
0 que pode ser uma indicacao clinica nos causos de doenca autoimune ou de
transplantes; além de alterac6es no sistema renal e cardiovascular (CARVALHO;
CARDOSO; ERRANTE, 2016).

Os farmacos modificadores do curso da doencga (FMDCs) surgiram por conta
do interesse em diminuir os efeitos colaterais causados pela terapia com AINES ou
AIEs, e como uma tentativa de retardamento da progressao da doenca, como por
exemplo, nos casos de artrite reumatoide. Os efeitos desse tipo de terapia podem
levar de seis semanas a seis meses para se tornarem clinicamente evidentes, embora
alguns tenham um efeito mais rapido dentro de duas semanas ou menos (KASHMIRA
et al, 2015).
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Essa terapia altera o curso e a progressdao da doenca através da eroséo
provocada na cartilagem dos ossos, causado pelo blogueio na producdo ou na
atividade dos mediadores inflamatérios. No caso do medicamento Abatacept, €
realizada a inibicdo das células T através da ligacdo do CD80 ao CD86 impedindo a
ligacdo ao CD28. A Ciclofosfamida faz parte dessa classe de medicamentos, onde o
principal metabolito ativo é a fosforamida, que por ligacdes cruzadas no DNA inibe a
replicacdo das células (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Atualmente seu uso
individual ou combinado produz menos efeitos colaterais do que as terapias
tradicionais com AINEs ou AIEs, aumentando a eficacia do tratamento e minimizando
a dose efetiva dos farmacos utilizados (KASHMIRA et al, 2015).

2.3 GALECTINA-1

As lectinas sdo proteinas expressas tanto nos tecidos normais quanto nos
patolégicos, sendo capazes de reconhecer carboidratos de modo especifico,
associados (glicoconjugados), ou ndo a outras moléculas como proteinas e lipideos.
Elas foram identificadas em plantas como proteinas que apresentavam a habilidade
de aglutinar diferentes tipos sanguineos de modo seletivo (LI et al, 2019).

A primeira evidéncia direta da existéncia das lectinas em mamiferos ocorreu
através de um estudo que demonstrava que o tempo de meia-vida (t%2) de
glicoproteinas séricas poderia ser regulado através da acao das lectinas que estavam
presentes no figado de coelhos (ASHWELL; MORELL, 1972). Na década de 70 as
lectinas foram relacionadas aos 3-galactosidios, e em 1994 Barondes et al, sugeriram
agrupar essas proteinas com a formacao da familia das Galectinas (CALLEJON,
2008).

As galectinas sao caracterizadas por possuirem uma afinidade aos ligantes (3-
galactosidios e por apresentarem uma sequéncia de 135 aminoacidos no dominio
reconhecedor de carboidrato (CRD), e reconhecem parcialmente unidades repetidas
de lactosaminas e polilactosaminas com residuos de galactose acessiveis. O
reconhecimento de carboidratos por esta molécula é um efeito reversivel que ocorre
por meio de equilibrio quimico regido pela lei de acdo das massas (VARKI et al, 1999).

Atualmente, em mamiferos ja foram descritos 15 galectinas sendo classificadas

em trés categorias: “proto-type”, quimera e “tandem repeat-type” (Figura 5). As “proto-
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type” possuem apenas um tipo de CRD idénticos sendo apresentados como dimeros
ou mondémeros, desta classe fazem parte as galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15.
A classe quimera € representada pela galectina-3, ela possui um CRD e um dominio
nao-lectinio envolvido na oglomerizagdo. Por ultimo, as da classe “tandem repeat-
hype” sdo compostas pelas galectinas 4, 6, 8, 9 e 12, e apresentam dois CRDs
diferentes unidos por um peptidio ligador (CALLEJON, 2008; RABINOVICH; CROCI,
2012).

Figura 5: Representacao da estrutura das lectinas quanto sua classificagéo.

Protétipo Quimera Tandem repeat
1 CRD 1 CRD e dominio N-terminal 2 CRD’s
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Fonte: Gomes, 2018.

As galectinas apresentam varias funcdes, entre elas: adesao celular, regulacao
do crescimento celular, embriogénese, metéstase, splicing do pré RNAm,
imunomodulacgéo, inflamacéo e apoptose (RABINOVICH; RUBINSTEIN; FAINBOIN,
2002).

A galectina-1 (Gal-1) foi observada em diversas células relacionadas a resposta
inflamatoria como neutrofilos, mastocitos, macrofagos, linfocitos T e B e células
endoteliais. Seu gene localiza-se no cromossomo 22 entre as areas q12-g13, e em
camundongos ha regido E do cromossomo 15. A atividade desta lectina é observada
na maioria das vezes no meio extracelular, porém ela também é capaz de fazer
interacOes através do complexo proteina-proteina afetando também suas funcbes
intracelulares. A porgcdo da molécula envolvida nessas interagdes ainda permanece
desconhecida (MACHADO, 2014).



41

O dobramento completo da Gal-1 consiste em duas folhas B antiparalelas
(Figura 6) se apresentando na forma de dimero. A integridade do dimero € mantida
por interagbes entre os mondmeros na interface e através do nucleo hidrofébico,
sendo este um dos fatores que justifica a estabilidade do dimero em termos
moleculares (GOMES, 2018).

Figura 6: Estrutura da galectina-1.

Fonte: Gomes, 2018.

A Gal-1 participa da resposta imune inata e adaptativa promovendo o efeito
anti-inflamatorio, os mecanismos envolvidos estéo relacionados com o fato da Gal-1
modular a secrec¢do de citocinas proé-inflamatérias e participar da homeostasia de
leucécitos, inibindo a secrecdo de IL-2, INFy, TNF-a e aumentando os niveis de
secrecdo de IL-5 ou IL-10 nas células T. Além disso também inibe a liberacdo de AA,
producdo de NO e a expressdo de INOS em macréfagos estimulados com
lipopolissacarideos (LPS) (RABINOVICH et al, 2000; CORREA et al, 2003).

A expressao de Gal-1 foi identificada em oOrgao linfoides em locais imunes
privilegiados, como placenta e cérnea, o que sugere que a Gal-l poderia
desempenhar um importante papel na geracdo e manutencdo da tolerancia
imunologica central e periférica (RABINOVICH, 1999). Dados sugerem que ela pode
ser secretada pela translocacéo direta do citosol pela membrana plasmatica através

de fatores no citosol e na membrana (NICKEL, 2005).
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Em condi¢cdes normais ela é expressa em varios tecidos como musculo, timo,
préstata, figado, baco, células endoteliais, pele e cérebro. Em condi¢Bes patoldgicas
pode ser expressa em carcinomas de tireoide, colon, ovario, melanoma e linfoma
(CALLEJON, 2008). A expresséo, secrecao e distribuicdo celular sao altamente
susceptiveis a modulacédo por diferentes estimulos inflamatérios, como por exemplo,
peptideos quimiotaticos, LPS, TNF-a e carragenina. A agao inibitéria de Gal-1
exogena em condi¢des in vitro e in vivo no recrutamento leucocitario foram avaliadas,
sugerindo que pequenas quantidades de Gal-1 encontradas nos neutrofilos

transmigrados induzidos por IL-8, indicariam processo de secrecao (GIL et al, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Realizar pesquisa bibliogréfica em artigos publicados que demonstrem o

potencial antinociceptivo a anti-inflamatério da Galectina-1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ l|dentificar os problemas do tratamento atual para a dor e inflamacéo.

e Investigar as vias metabdlicas em que a Galectina-1 realiza seu efeito
terapéutico.

e |dentificar os mecanismos de agcédo da Galectina-1 de acordo com os artigos

selecionados.

e Avaliar se a Galectina-1 possui atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria.
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4. METODOLOGIA

A revisdo de literatura é o processo de busca, que envolve localizar, analisar,
sintetizar e interpretar a investigacao prévia da area de estudo. A pesquisa em questao
€ enquadrada no tipo de revisdo narrativa da literatura, ndo utilizando critérios
integrativos ou sistematicos para busca e analise critica (CORDEIRO et al, 2007).

O presente trabalho foi elaborado a partir de busca bibliografica feita nos
seguintes bancos de dados: ScienceDirect, PubMed, Google académico, periodicos
CAPES e Scientific eletronic library online (SCIELO). As buscas foram realizadas a
partir dos seguintes termos: “nociception”, “antinociceptive”, “inflamagéao”,
“‘inflammation”, “galectina-1”, “galectin” e “galectin-1". Também foram utilizados livros
de farmacologia e bioquimica como fonte de pesquisa. Os dados foram coletados do
més de junho de 2020 a dezembro de 2020.

Os critérios inclusos nesse estudo foram artigos de pesquisa disponiveis em
inglés nas bases descritas no periodo de 2012 a 2019. Os critérios de exclusdo
utilizados foram artigos parcialmente disponiveis e estudos que ndo abordassem a
tematica do assunto.

Com base no objetivo este trabalho pode ser classificado como uma pesquisa
exploratéria, que visa proporcionar maior familiaridade com o problema, e como
resultado torna-lo mais explicito a construir hipéteses. Sendo assim, a pesquisa
exploratéria tem por finalidade refinar os dados da pesquisa e o desenvolvimento
seguro das hipéteses, aumentando o grau de objetividade da pesquisa (GERHARDT;
SILVEIRA, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como mencionado anteriormente o presente estudo foi elaborado com artigos
publicados de 2012 a 2019, dentre os artigos selecionados, todos foram selecionados
de revistas do meio cientifico: The American Journal of Pathology, International
Immunopharmacology, European Journal of Pharmacology, The Faseb Journal e
Brain, Behavior and Immunity. Em todos os estudos foram realizados testes in vitro e
in vivo, para analisar a eficacia de Galectina-1 no meio celular e em ratos ou
camundongos.

Os resultados obtidos indicam o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério da
proteina Gal-1, por ser expressa em varios tecidos essa molécula pode ser utilizada
como estudo na terapia de varias patologias, sendo considerada uma molécula
multifuncional, participando de uma série de processos biologicos. Dentre esses
processos podemos citar controle de sinalizagdo celular, proliferacdo e ciclos
celulares, apoptose, génese de tumores, interacdo patdogeno-hospedeiro e
homeostase de células T (LEFFER et al, 2004).

5.1 GALECTINA-1 ATENUA A NEURODEGENERACAO NO MODELO DA
DOENCA DE PARKISON AO MODULAR O EIXO MICROGLIAL MAPK/ IkB/ NFkB
ATRAVES DE SEU RECONHECIMENTO DO DOMINIO DE CARBOIDRATOS

Essa pesquisa foi realizada com o objetivo de elucidar a funcdo exdgena da
Gal-1 no tratamento da doenca de Parkinson (DP), visando o desenvolvimento de uma
terapia inovadora avaliando seus efeitos terapéuticos na ativacdo da microglia e
degeneracgéo neuronal no modelo de DP em camundongos induzida por um precursor
da neurotoxina MPP* (MPTP) e no modelo in vitro através de células de
neuroblastoma humano, SK-N-SH.

Para induzir a ativacdo microglial foi administrado 1ug/mL de
Lipopolissacarideos (LPS) no meio de cultura de células microgliais BV-2, sendo
cultivadas com RPMI 1640 suplementado por FBS a 10% e 2 nM de L-Glutamina.
Através da ativacao e liberacédo de citocinas pro-inflamatorias a partir de BV-2, esse
meio celular foi usado para inducao inflamatoria em ceélulas SK-N-SH, que foram
cultivadas DMEM suplementado com 10% de FBS. Para tratamento da inflamacéo
induzida foi administrado 0,1, 1 ou 10 uyg/mL de Gal-1 para avaliagdo no ensaio de

MTT, apoptose celular e analise de liberagéo de proteinas.
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No estudo de Li et al (2019) a Gal-1 recombinante (rhGal-1) inibiu a ativacéao
de células microgliais BV-2 no modelo de inflamacéo induzida por LPS, através do
teste de Western blot (Gréafico 1 A) foi observado como a rhGal-1 desempenhava seu
papel na secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e a expressao de iNOS e COX-2.
LPS induz a inflamacdo em células BV-2 e produz altos niveis de citonas pro-
inflamatorias, principalmente IL-18 e TNF-a. No entanto, a pré-incubacéo de rhGal-1
(1,0 pg/mL) reduziu drasticamente os niveis de COX-2 (29,58%), iINOS (39,23%),
TNF-a (39,15%), IL-1B (13,33%) (Gréfico 1 B; C; D; e, respectivamente).

Gréfico 1: A regulacao positiva do nivel de proteina COX2 e iNOS induzido por LPS. (a): andlise de
western blot para Cox2 e iINOS; (b-c): andlise estatistica; (d-e): A regulagdo positiva do nivel de
MRNA de TNF-a e IL-1B induzido por LPS foi revertida por rhGal-1
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Fonte: Li et al, 2019.

No ensaio sobre viabilidade celular usando um modelo in vitro de
neurotoxicidade mediado por inflamacdo, a viabilidade celular de SK-N-SH foi
aumentada em 42,1% e 54,7%, respectivamente, quando tratado com rhGal-1,
indicando que essa proteina atenuou a neurotoxicidade induzida na microglia (Grafico
2) (LI et al, 2019).
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Grafico 2:Ensaio de viabilidade celular com MTT. Os resultados mostram que rhGal-1 protegeu as
células do processo inflamatério induzido por LPS.

'§'150-
€
]
3100-
E - o
F ¢ B
g 50 -
> =
3
(3}
o‘ Ll L) L
control 10 0 01 1 10 pgml
Galectin-1
LPS 1pg/mi

Fonte: Li et al, 2019.

Para os ensaios in vivo em camundongos machos C57BL/ 6J, foi realizado um
modelo de inducdo de DP através de MPTP, os animais receberam cinco injecdes
intraperitoneais (ip) de 25 mg/Kg de MPTP (base livre) dissolvido em 0,9% de solugéo
salina por 5 dias; no grupo controle foi usado apenas solucdo salina durante 5 dias.
Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: I) Grupo controle: solugao
salina (25 mg/Kg de peso corporal, ip); Il) Grupo controle de MPTP: MPTP (25 mg/Kg
de peso corporal, ip) para criar o modelo parkinsoniano e tratado injecdo de PBS no
corpo estriado; Ill) Grupo MTTP + Galectina -1: MPTP (25 mg/Kg de peso corporal,
ip), para indugéo de DP e tratado com Galectina-1 (0,5 mg/Kg) em striatum.

Todos os animais foram sacrificados sete dias apés a injecdo de MPTP e seus
cérebros foram colhidos, seccionados e processados para fazer ELISA, Western blot
e Imuno-histoquimica. Além desses, o0s animais fizeram teste para avaliar a
coordenacao motora e equilibrio, como teste de poélo e placa rotatoria.

Os efeitos protetores da rhGal-1 no modelo de DP induzido por MPTP foram
examinados em camundongos C57BL tratados com MPTP (25 mg / kg de peso
corporal, ip) durante 5 dias. O comportamento motor e o equilibrio foram avaliados
pelo teste de placa rotatéria e de polo, no primeiro os animais foram colocados em
placas rotativas para analisar o periodo de permanéncia na barra, sendo treinados
uma vez por dia, durante 3 dias antes do experimento, o teste foi realizado durante 2
dias consecutivos; no teste de polo os camundongos foram colocados no topo do
tubo e o tempo total para chegar ao outro extremo foi registrado, cada animal foi

testado trés vezes com intervalo de 2 minutos entre cada um (LI et al, 2019).
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No teste com placa rotatéria os camundongos do grupo parkinsoniano
permaneceram menos tempo na haste em compara¢cdo com 0s grupos controle, por
outro lado, o grupo que recebeu pré-tratamento com rhGal-1 teve seu periodo de
laténcia prolongado em 53,2% (Grafico 3 A). Da mesma maneira ocorreu no teste de
polo, os animais tratados com rhGal-1 permaneceram por mais tempo na haste
(Grafico 3 B). Com esses resultados podemos concluir que o tratamento com rhGal-1
anulou os déficits motores induzidos pelo MPTP em camundongos parkinsonianos (LI
et al, 2019).

Gréfico 3: Teste rotatério e de polo para avaliar a fungdo motora de camundongos com DP.
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Fonte: Li et al, 2019.

A Tirosina hidroxilase (TH) é uma enzima de extrema importancia na sintese
de Dopamina (DA), sabe-se que DA faz parte da familia das Catecolaminas que séo
compostos derivados do aminoacido Tirosina. A DA é produzida no cérebro pela
conversdo da Tirosina em Levodopa (L-DOPA), por acdo da enzima TH. A DP é
causada por uma rarefacdo das células da substancia negra que ocasiona intensa
diminuic&o dos niveis desse neurotransmissor nas areas estriatais, onde os neurénios
se projetam, condicionando o aparecimento da maior parte dos sintomas da doenca,
como tébnus aumentado, dificuldade de iniciar movimentos, tremor ritmico nas
extremidades, entre outros. (GOULART et al, 2004).

Dessa maneira, avaliou-se o0s efeitos de rhGal-1 nos neurdnios
dopaminérgicos, para isso sessfes do mesencéfalo foram analisadas para observar
a expressdo de TH. O numero dessa enzima diminuiu no modelo de DP induzido por
MPTP, como resultado houve uma diminuicdo nos niveis de DA. No entanto, esse

efeito foi revertido nos animais pré-tratados com rhGal-1 (0,5 mg/Kg) 1 dia antes da
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inducdo por MPTP (Grafico 4), rhGal-1 também bloqueou a diminuicdo de TH na

substancia negra dos animais com inducéo de DP (LI et al, 2019).

Grafico 4: Andlise quantitativa dos neurdnios TH-positivos no mesencéfalo.

Fonte: Li et al, 2019.

Na avaliacdo de DA estriatal, acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e de acido
homovanilico (HVA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Grafico5 A e
B), ficou evidente que o tratamento com Gal-1 atenuou significativamente os niveis de
reducdo de DA e seus metabdlitos, indicando que o tratamento com rhGal-1 previne

a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos (LI et al, 2019).

Gréfico 5: DA e seus metabdlitos DOPAC e HVA no corpo estriado avaliados por HPLC.
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Fonte: Li et al, 2019.

A via de sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK) &
altamente conservada por quinases do tipo serina/treonina, que consiste de pelo
menos trés grandes familias. Por transducédo de sinal da superficie da célula para o
nacleo a familia MAPK regula diversas func¢des celulares, incluindo proliferacéo,

diferenciacéo e sobrevivéncia celular (SILVA et al, 2009). A microglia sdo macréfagos
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residentes do SNC e exerce algumas funcbes benéficas, como alimentacdo de
patdgenos e detritos celulares frente um processo inflamatorio. No entanto, quando a
ativagdo dessas ceélulas ocorre de maneira cronica se torna prejudicial para a
sobrevivéncias dos neur6nios, sendo este o efeito duplo da ativagao microglial (KAUR,;
SHARMA; DESHMUKH, 2019). A reatividade microglial de maneira crénica foi
confirmada no quadro de DP, gerando um processo de up-regulation de citocinas pro-
inflamat6rias e quimiocinas no parénquima cerebral, resultando em danos
inflamatérios nos neurdnios dopaminérgicos causando morte neuronal. Estes
neurbnios mortos exacerbam cada vez mais a ativagdo da microglia, formando um
ciclo vicioso que alguns pesquisadores justificam o avanco da doenca (JOE et al,
2018).

O fator nuclear kappa B (NFkB) é uma proteina que esta presente na forma de
complexo latente e inativo no citoplasma. Quando a célula microglial recebe qualquer
um dos sinais inflamatérios extracelulares, o NFkB entra no nlcleo e ativa a expressao
génica de algumas citocinas proé-inflamatérias, como COX-2, iNOS, TNF-a, IL-18, IL-
6, entre outros. Como rhGal-1 diminui o processo inflamatério induzido por LPS, foi
avaliado a translocacdo de NFkB/p65 para investigar o mecanismo molecular de
rhGal-1 contra a ativacdo microglial. Como observado a translocac¢ao do citoplasma
para o nucleo de NFkB/p65 foi parcialmente revertido pela administracdo de rhGal-1,
reduzido em 28,9%, indicando que rhGal-1 diminuiu a ativagdo de NFkB por LPS
(Grafico 6) (LI et al, 2019).

Gréfico 6: Andlise estatistica de Western blot para detectar translocagéo nuclear de p65.
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Fonte: Li et al, 2019.
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Através dos testes de Western blot foi possivel observar que a atividade de
NFkB é principalmente regulada pela interacdo com proteinas IKB inibitorias, na
maioria das vezes NFkB é um complexo ligado a IKB no citoplasma. A ativacdo do
NFkB é iniciada pela degradacéo induzida por sinal de proteinas IkB, quando ativado
por sinais, geralmente vindo de fora da célula, IkB é fosforilado e degradado. Dessa
maneira, 0s resultados mostraram que o nivel de plKB foi revertido por rhGal-1
(Grafico 7 A). A ativacdo da micréglia por LPS na presenca de rhGAL-1 resultou na
diminuicdo da fosforilagcdo de p38 (Grafico 7 B) e da quinase regulada por sinal
extracelular (ERK) (Grafico 7 C), mas nenhuma inibicdo na fosforilacdo de c-Jun N-
quinase terminal (JNK) (Grafico 7 D). Assim, a rhGal-1 atua inibindo a ativacdo da

micréglia principalmente por modulacédo das vias p38 e ERK (LI et al, 2019).

Gréfico 7: Andlise estatistica de Western blot para detectar a translocagéo nuclear de p65. (a):
Western blot representativo de p65 para proteinas extraidas do ndcleo ou citoplasma; (b-c-d): Analise
estatistica para o nivel de proteina pP38, pJNK, pERK1 /2.
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Até o0 momento quatro vias de transducado de sinal foram identificadas, sendo
elas, p38, ERK, JNK e ERKS5, envolvidas no processo inflamatério estas vias séao
ativadas principalmente por fatores de crescimento que se ligam as tirosinas quinases
receptoras de membrana (RTKS) e de citocinas que se ligam a receptores ligados a
tirosinas quinases da familia “Janus quinases” (JAK) (DONG et al, 2014). p38 esta
envolvido na regulacdo de NFkB, enquanto JNK é responsavel pela fosforilacao de c-
Jun, um componente da proteina-1 ativadora (AP-1), estas medeiam as respostas
transcricionais e pés-transcricionais a estimulos pro-inflamatorios. As vias ERK e p38
ainda estédo envolvidas na secrecdo de TNF-a na micréglia (HOLTMAN; SKOOLA;
GLASS, 2017). Como ERK1 / 2 e p38 foram desativados, IkB ndo pode ser fosforilado
e ligado a NFkB. Assim, NFkB ndo poderia se translocar para o nucleo e iniciar a
transcricao de IL-18 e TNF-a, causando inibicdo da ativacdo microglial (LI et al, 2019).

As galectinas sdo conhecidas por seu papel intra e extra celular através do
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD), para determinar se a modulagéo
de rhGal-1 na ativagdo microglial esta relacionado com seu CRD foi adicionado [3-
galactose juntamente com rhGal-1 ao meio de cultura da micréglia. Os resultados
mostraram efeitos protetores contra LPS, e a inativacdo da via p38 e ERK1/2 foi
anulada pela administracdo de B-galactose, ou seja, a modulacao de rhGal-1 no eixo
MAPK possivelmente esta relacionada com seu CRD, pois a B-galactose ocupa
competitivamente os locais de ligagao do receptor (LI et al, 2019).

O ciclo vicioso é uma das teorias responsaveis pela progressdao da DP, de
acordo com essa teoria, os fatores de risco induzem a morte de neurénios DA. Isso
contribui com cerca de 30% da morte neuronal na DP, chamada de dano primario. A
microglia ativada secreta citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas no parénquima
cerebral, induzindo dano inflamatério aos neurénios DA e causando morte neuronal.
Dessa maneira, os resultados mostraram que Gal-1 inibiu a ativacdo da microglia
induzida por LPS in vitro e MPTP in vivo, indicando que tem potencial para prevenir a
formacdo de um ciclo vicioso e, consequentemente, proteger os neurbnios da
degeneracéao (Figura 7). Assim, Gal-1 pode ser uma droga potencial para desenvolver
uma terapia de doenca modificada para DP. Também € necessario avaliar

sistematicamente a seguranca da galectina-1 antes de chegar a clinica (LI et al, 2019).
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Figura7: Galectina-1 quebra o ciclo vicioso e protege os neurdnios dopaminérgicos do dano
secundario causado pela ativagéo cronica da microglia.
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5.2 FALTA DE GALECTINA-1 EXARCEBA HEPATITE CRONICA NO FIGADO,
FIBROSE E CANCINOGENESE EM HEPATOCITOS MURINOS NO MODELO DE
CARCINOMA

Nessa pesquisa Potikha et al (2019) propés explorar o papel regulatério de Gal-
1 na inflamacédo crénica do figado (CLI) e no desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular (CHC) em camundongos Abcb4 (Mdr2-KO), que néo possuem a
glicoproteina P Mdr2, responsavel pelo transporte de fosfatidilcolina, estando
relacionada com tratamento de alguns tipos de tumores, logo a auséncia desta
proteina resulta em desenvolvimento acelerado de CHC. Sabe-se também que essa
linhagem possui uma maior expressao de Gal-1, principalmente no figado, a partir dai
foram criados mutantes duplos Mdr2-KO/Lgals1-KO e camundongos double-KO
(dKO) em cepas FVB e B6.

Nesse estudo os camundongos foram originados de duas cepas, FVB e B6,
ambos com caracteristicas fenotipicas diferentes e consequentemente respostas
inflamatorias distintas. Através de estudos anteriores (POTIKHA et al, 2013) foram
evidenciadas algumas diferencas entre essas cepas que poderiam ser responsaveis
pelos diferentes cursos de Hepatite cronica e no desenvolvimento de CHC nos

camundongos Mdr2-KO (Tabela 4). Entre elas estédo: Deficiéncia da proteina C5 do
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complemento em FVB; mutacdo no DNA mitocondrial em FVB; e polimorfismo Tnfaip3
(A20), responsavel pela supressdo de feedback na ativacdo de NFkB induzido por
TNF-a na cepa B6. Logo, através dos resultados desse estudo foi concluido que B6
possui uma resisténcia maior a hepatite cronica e desenvolvimento de CHC causados
pela mutacdo Mdr2-KO, levantando a hipotese de que a cepa FVB tem a atividade
anti-inflamatéria de Gal-1 prejudicada (POTIKHA et al, 2013).

Tabela 3: Tabela descrevendo as diferencas genéticas encontradas em Mdr2-KO da cepa FVB e
Mdr2-KO da cepa B6.

Distribuicdo dos genes expressos diferencialmente no figado de Mdr2-KO/FVB e
Mdr2-KO/B6 em comparacdo com seus grupos controle correspondentes em
diferentes categorias, de acordo com func¢des bioldgicas.

Termo para FVB total Contagem | Valor P
G0:0048518: Regulacao positiva de processos biolégicos™ 1] 97 5.74E-05
G0:0006952: Resposta de defesa* 1 39 7.10E-05
G0:0045595: Regulacao da diferenciagao celular® 1 36 3.55E-05
G0:0006629: Processo Metabdlico de Lipidio* 1 50 6.45E-04
G0:0042127: Regulagéo da proliferagao celular 1 41 7.16E-04
G0:0050776: Regulacao de resposta imune* 1 19 0.0018
G0:0045619: Regulacao da diferenciacao de linfocitos 1 8 0.0128
G0:0051726: Regulagao do ciclo celular 1 18 0.0128
G0:0008610: Processo biosintético de lipidios 1 21 0.0007
GO0:0006979: Resposta ao estresse oxidativo 1 9 0.0362

Termo para B6 total Contagem | Valor P
G0:0048518: Regulacéo positiva de processos biolégicos* 1 31 0.002
G0:0006952: Resposta de defesa* 1 17 5.97E-05
G0:0045595: Regulacao da diferenciacao celular* 1 12 0.005
G0:0006629: Processo Metabdlico de Lipidio* | 17 0.007
G0:0050778: Regulacao do processo de resposta imune™ 1 6 0.021

David software (nivel 3) foi usado. 905 genes para o Mdr2-KO/FVB e 323 genes para a cepa Mdr2-
KO/B6, com um limiar para expresséao diferencial de pelo menos 1,8 vezes (a média de camundongos
Mdr2-KO em relagdo a média de controle de camundongos Mdr2+/-) foram submetidos a GO
analises. As setas direcionadas para cima e para baixo designam os genes regulados para cima e
para baixo, respectivamente, que compunham os termos. *O termo “GO” é comum para os genes
Mdr2-KO/FVB e Mdr2-KO/B6 expressos diferencialmente.

Fonte: Adaptado de Potikha et al, 2013.

A acentuada regulacéo positiva de Gal-1 no figado e sua ampla atividade anti-
inflamatoria em diversas patologias levou Potikha e outros pesquisadores a investigar
o papel dessa proteina no desenvolvimento de CHC mediado por CLI, através de uma
inibicdo da lectina que codifica Gal-1 (Lgals-1) e mutacdo de Mdr2 na expresséo de

uma variedade de tumores. Em ambas as cepas B6 e FVB o0s animais do sexo
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feminino desenvolveram tumores mais cedo do que os do sexo masculino. Na base
genética FVB os tumores apareceram mais cedo do que na cepa B6, portanto os
animais de FVB foram sacrificados antes de B6 (POTIKHA et al, 2019).

Usando um modelo estabelecido de CHC mediado por CLI, nas idades
indicadas os animais foram anestesiados com Isoflurano e sacrificados por
deslocamento cervical. Os figados intactos foram levados para processamento e
pesados, onde uma parte foi fixada em Formaldeido tamponado neutro a 4% para
imuno-histoquimica. Cortes corados com Hematoxilina e Eosina foram usados para a
morfologia do figado, e a coloracéo tricotbmica de Masson foi usada para avaliar a
fibrose hepatica. Enquanto o tecido restante foi congelado para anélise de expresséo
génica pelo RNA e de proteinas. Para a analise de sangue a lesdo hepética foi
avaliada através da atividade de Alanina aminotransferase (ALT) e Fosfatase alcalina
(ALP) no soro.

Através da andlise de sangue foi possivel observar que camundongos Mdr2-
KO em idade precoce, de ambas as cepas, apresentaram proliferacdo no ducto biliar
aumentadas com lesdo de hepatécitos (Figura 8 A-B), que ficaram evidentes pela
analise estatistica, apresentando niveis elevados de ALT no soro (Figura 8 C-D). A
enzima ALT é presente em varios tecidos, mas apresenta sua maior expressao no
figado, responsavel pela catalisacdo do aminoacido Alanina em Piruvato, ela é

considerada um marcador especifico de dano hepético (FILIPPIN et al, 2004).
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Figura 8: Andlise de sangue caracterizando aumento de rea¢fes ductobiliares e lesdo de hepatdcitos
no figado de dKO de acordo com a idade. (a-b):Coloracdo com hematoxilina e eosina de secdes
representativas do figado de camundongos Mdr2-KO e dKO de cepas FVB e B6, as rea¢6es ductais
sdo mostradas por setas. (c-d): Atividade das enzimas hepéaticas (unidades por litro) no soro de
jovens FVB e B6 do sexo masculino. Para cada ponto de tempo, 6-9 ratos foram usados.
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Fonte: Potikha et al, 2019.

Na imuno-histoquimica ficou evidente um maior recrutamento de mondcitos e
macréfagos na cepa dKO/B6, em comparacdo com camundongos Mdr2-KO em 2 e 3
meses de idade (Figura 9 A-B). O aumento da CLI também foi refletido pelo aumento
da proliferacdo de hepatdcitos e células ndo parénquimais (NPC) em figados de
dKO/B6 em comparacdo com Mdr2/B6 (Figura 9 C-D). Para entender o mecanismo
molecular subjacente ao aumento da lesdo hepatica e da proliferagdo celular de
camundongos Mdr2-KO e dKO das cepas B6, foi realizada analise estatistica dos
niveis de transcri¢cdo de varios genes reguladores que participam da resposta imune
e do processo inflamatério através de RT-gPCR e tecnologia Nanostring, apenas o
gene Tnfaip3 apresentou niveis mais altos em dKO em comparacdo com Mdr2-KO
(Figura 9 E-F) (POTIKHA et al, 2019).



57

Figura 9: Aumento da inflamacéo e proliferac@o de células hepaticas em figados dKO / B6 vs. Mdr2-
KO / B6. (A): Imunocoloragdo F4/80 nos figados Mdr2-KO / B6 e dKO. sinais marrom-avermelhados
distribuidos no tecido representam F4/80+ monécitos e macréfagos. (B): Quantificagdo de células
F4/80+ conforme apresentado em A em figados Mdr2-KO e dKO. (C): Imunocoloragdo de Ki67 nos
figados de camundongos Mdr2-KO/B6 e dKO/B6 de 2 e 3 meses de idade. Tridangulos brancos
apontam para hepatdcitos e triangulos pretos para NPC. (D): Quantificacéo de hepatocitos Ki67-
positivos e NPC positivas para Ki67 como apresentando em “C”. (E-F): Expresséo de genes
associados a inflamacéo no figado de camundongos Mdr2-KO e dKO de 2 meses de idade atribuido
por RT-gPCR em “E” ou por ensaio Nanostring em “F”.
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Fonte: Potikha et al, 2019.

O aumento da expressao de Sppl em dKO vs. Figados Mdr2-KO de ambas as
cepas de camundongos foi confirmado pela imunocoloragédo, o gene foi expresso
principalmente das células epiteliais biliares (setas com cabeca fechada) (Fig. 10 A-
B). A osteopontina (Opn) no figado de todos os camundongos Mdr2-KO testados foi
expressada principalmente em colangiocitos (POTIKHA et al, 2019).
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Figura 10: Aumento da gravidade da colangiopatia em figados dKO/B6 vs. Mdr2-KO/B6 em idade
jovem.
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Fonte: Potikha et al, 2019.

O gene Sppl esta associado a fibrose, sendo identificado em estudos recentes
como polimorfismo rs28354094 no gene da Opn, o qual se provou ser um modificador
de gene na Distrofia muscular de Duchenne (DMD). A Opn existe tanto como um
componente da matriz extracelular, como uma molécula soltvel com propriedades de
citocina, alguns estudos afirmam que a auséncia desta proteina melhora a forca
muscular de camundongos, enquanto outros apontam que sua participacdo é
necessaria para a regeneragao muscular (O'REGAN; BERMAM, 2000).

Para elucidar o mecanismo molecular e celular associado ao desenvolvimento
acelerado do tumor em camundongos dKO em compara¢do com Mdr2-KO, foram
analisados parametros morfoloégicos, bioquimicos e histoldégicos dos animais nas
idades em que os tumores foram gerados. Na cepa FVB camundongos dKO e machos
de Mdr2-KO tiveram niveis semelhantes de atividade ALT aos 12 e 14 meses de idade
e um nivel semelhante de atividade ALP em 12 meses de idade, enquanto que aos 14
meses, 0s machos dKO tinham atividade ALP significativamente mais baixa no
sangue (POTIKHA et al, 2019).

Os machos FVB dKO na idade de 12 meses também apresentaram maior
infiltracdo de macrofagos e aumento da expressao de Opn no figado (Figura 11 B, E,
respectivamente). Na cepa B6, machos dKO tiveram maior atividade ALT no sangue
entre 16 e 18 meses, enquanto a atividade sanguinea de ALP em machos dKO e
Mdr2-KO foi semelhante. Os camundongos B6 dKO tiveram expressdo aumentada de
mediadores pro-inflamatorios, incluindo Ccl5, Ccrl, Cxcl2, Ltbr, e Saal, e aumento da

infiltracdo de macréfagos no figado (Figura 11 A-B, respectivamente). Além disso, 0s
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figados dos camundongos B6 dKO foram caracterizados pela fibrose
significativamente aumentada (Figura. 11, C) e hiperplasia biliar intensificada (Figura
11, D), acompanhada por regulacao positiva do gene Krtl9 (Figura 11, F) e aumento
da expressao dos genes associados a fibrose Sppl (Figura 11, E), Colala e Mmp9
(Figura 11, F) (POTIKHA et al, 2019).

Figura 11: RT-gPCR, Imunocoloracao, coloracédo Tricromica, IHC e expressédo de Opn. (A): RT-gPCR
de genes relacionados a inflamacao; (B): Imunocoloragdo de mondcitos F4/80 e macrofagos de
tecidos hepéticos em machos Mdr2-KO e dKO de cepas FVB e B6. (C-E): Coloracgéo tricromica de
Masson e quantificagédo da area fibrética por morfometria usando o software ImageJ; (C): IHC para
panCK e sua quantificacéo; (D): Expressao de Opn revelada por imunohistoquimica; (F): RT-PCR
guantitativo demonstra expressdo aumentada de genes hepaticos.
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Entre os possiveis mecanismos moleculares que poderiam potencialmente
contribuir para o desenvolvimento aprimorado de CHC em camundongos dKO, foi a
regulacdo positiva de Opn (codificado pelo gene Sppl) no figado ndo tumoral como
um dos fatores mais significativos. Curiosamente, Opn foi super expresso em dKO em
comparacao com figado Mdr2-KO (principalmente em colangiécitos) em todas as
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idades testadas, porém nao ha evidéncias ligando a expressdo de Gal-1 e Opn
(POTIKHA et al, 2019).

Opn é uma glicoproteina fosforilada ligadora de célcio, capaz de se ligar as
integrinas da superficie celular, sendo isso inicialmente identificada como a principal
sialoproteina no tecido 6sseo. Ela é expressa constitutivamente em nimero limitado
de tecidos normais, tais como rim, estando também presente em fluidos corporais e
abundantemente nos ossos e em tecidos mineralizados. A osteopontina tem sido
amplamente discutida no céancer, resposta imune e inflamatéria, remodelagéo
vascular, doencas renais, lactacdo, calcificacdo e remodelacdo de tecidos
mineralizados. Sendo também ligante de certas formas variantes de CD44 (LEITAO,
2008).

Dependendo do tipo de lesdo e do microambiente associado, Opn pode
demonstrar papéis opostos na reparacdo do figado e na carcinogénese. Na lesdo
hepatica cronica acompanhada por reacdo ductular, Opn desencadeia um crosstalk
entre tecido epitelial e NPC do figado. Além disso, esté proteina também se liga aos
LPSs, reduzindo a disponibilidade de TNF. Nos estagios finais da
hepatocarcinogénese, a expressdo de Opn estd associada com aceleracdo da
progressdo tumoral e da metastase e menor sobrevida do paciente (POTIKHA et al,
2019).

Os autores sugerem que no Mdr2-KO no modelo CHC Opn é induzido em
resposta a CLI e este efeito é agravado na auséncia de Gal-1. O efeito de Opn no
desenvolvimento de HCC em camundongos Mdr2-KO pode ser estagio dependente
(semelhante ao de Gal-1), sendo supressor do tumor em um estagio inicial e proé-
tumorigénicos em etapas posteriores do CLI. No entanto, o papel da Opn nas fases
iniciais do desenvolvimento de CHC ainda néo esta claro, embora tenha sido proposto
para modular a atividade imunossupressora de células supressoras derivadas de
mieloides (POTIKHA et al, 2019).

Dessa maneira Gal-1 endogena protege eficientemente o figado murino de
processo inflamatorio agudo na cepa B6, mas nao na FVB. O acelerado processos de
regeneracao e remodelacdo do tecido hepatico poderia gerar mais células iniciadoras
de tumor (e em um estagio anterior) em dKO em comparagdo com camundongos
Mdr2-KO. Portanto, o efeito pré-tumorigénico associado a perda de Gal-1 aceleraram

as fases posteriores da hepatocarcinogénese. Em camundongos com idades
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avancadas ndo houve diferenca estatisticamente significativa na incidéncia de tumor
no figado de ambas as cepas (POTIKHA et al, 2019).

Portanto, os resultados demonstram que no Mdr2-KO no modelo de CHC
mediado por CLI a perda de Gal-1 exacerba a hepatocarcinogénese, especialmente
em camundongos portadores da base genética B6. Este efeito € acompanhado pelo
aumento de CLI, fibrose e lesdo hepatica no inicio da idade animal, que por sua vez
induz multiplos mecanismos de protecao, incluindo a super expressao das proteinas
Opn e S100A4 (Figura 12).

Figura 2: Representagéo esquematica das consequéncias de Perda de Gall no curso de CLI em
ratos Mdr2-KO.
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Fonte: Potikha et al, 2019.

53 GALECTINA-1 CONTROLA A INFLAMACAO E REMODELACAO
VENTRICULAR DURANTE O INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

De acordo com Seropian et al (2013) o Infarto agudo do Miocardio (IAM) esta
entre as causas mais comuns de morte, apesar das melhorias nas terapias das ultimas
décadas resultarem na diminuicdo da mortalidade precoce apos IAM, pacientes que
sobrevivem a essa condicdo correm maior risco de desenvolverem Insuficiéncia
cardiaca (IC). Portanto, ha uma necessidade de buscar novos tratamentos para

melhorar a remodelacéo cardiaca pos IAM e na prevencao de IC.
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Com o objetivo de caracterizar a funcdo e expressdo da Gal-1 no coracdo
infartado, Seropian et al (2012), prop6s o estudo da interacdo dessa lectina no modelo
de IAM em camundongos e também sua expressao regulada em pacientes com IC.
Estudos anteriores (LE et al, 2005) identificaram Gal-1 como parte do transcriptoma
regulado por hipéxia e como um dos principais componentes do aparelho contratil em
cardiomidcitos, sugerindo um papel potencial de Gal-1 na modulacdo da funcao
cardiaca e remodelacdo poés-infarto.

Para esse estudo foram utilizados ratos com delecdo genética do gene que
codifica Gal-1 (Lgals-1), camundongos do tipo selvagem da mesma idade e sexo (WT)
com fundo genético equivalente (C57BL/6) e camundongo adulto do sexo masculino
ICR (CD-1).

O IAM experimental foi realizado por via coronaria onde os camundongos foram
intubados por via oro-traqueal sob anestesia (Pentobarbital 70 mg/Kg), sendo
submetidos a Toracotomia esquerda, Pericardiectomia e ligadura da artéria coronaria.
Outra cirurgia simulada foi realizada, porém sem ligadura da artéria coronaria. Um
grupo adicional de camundongos CD-1 foi submetido a cirurgia de ligadura transitoria
da artéria coronaria por 30 minutos, e em seguida por reperfusdo para avaliar os
efeitos da Gal-1.

ApOs a cirurgia os ratos no protocolo de isquemia-reperfusdo foram
aleatoriamente selecionados para o tratamento com Gal-1 recombinante (rhGal-1) ou
solucdo salina para controle. A rhGal-1 pré-adsorvida foi administrada por via ip em
dose Unica de 3 mg/Kg, 3 minutos antes da reperfusdo. Apds esse processo foi
realizada a Ecocardiografia Doppler, andlise de Imunoblot, imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia.

Para avaliar a Gal-1 na fisiopatologia cardiaca foi necesséario andlise da
expressao e distribuicdo dessa lectina endégena no tecido cardiaco de camundongos
pos IAM experimental. No IAM experimental sem reperfuséo, a expressao cardiaca
de Gal-1 néo foi alterada 24 horas ap0s a ligadura coronaria, porém apos 7 dias da
cirurgia a expressao de Gal-1 aumentou em sete vezes, em comparagdo com
camundongos sham (Figura 13, A). A Gal-1 foi distribuida principalmente na area peri-
infarto, com minima ou nenhuma coloracdo no miocardio remoto e foi expresso
principalmente por cardiomiocitos, células mononucleares e com neutréfilos
polimorfonucleares infiltrando a regido do infarto (Figura 13, B), sugerindo uma

regulacdo dindmica de Gal-1. Este padrdo de expressdo aparece em pesquisas
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anteriores descrevendo um pico de infiltracdo de células dendriticas, linfocitos e
macrofagos apos IAM no mesmo modelo (NAITO et al, 2008; VANDERVELDE et al,
2006).

Figura 13: Regula¢éo da expressao de Gal-1 no coragédo de camundongo apos IAM e no tecido
cardiaco de pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica em estagio terminal. (A): Analise de
imunotransferéncia da expresséo de Gal-1 no coragdo de camundongos CD-1 operados de forma
simulada ou apds IAM experimental. As bandas de proteinas imunorreativas eram semiquantificados
por densitometria e expressos em unidades arbitrarias (AU) em relacéo a b-actina. (B): Imagens
representativas de imunohistoquimica de Gal-1 em coracdo de camundongo 72 horas apos IAM e em
camundongos operados com simulacao.
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Fonte: Seropian et al, 2012.
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Nos ensaios in vitro para estudar os efeitos da hipdéxia na expressao de Gal-1
em cardiomiécitos, uma célula de murinho adulto denominada HL-1, foi cultivada em
meio Claycomb. Apds todo o periodo de incubagéo as células foram processadas para
realizacdo de RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) e andlise de
imunotransferéncia. Os sobrenadantes foram coletados e a secre¢cdo de Gal-1 foi
avaliada por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para avaliar o papel de Gal-1 na
apoptose de cardiomiécitos induzidos por hipoxia, células HL-1 foram cultivadas e
colocadas em uma camara incubadora para induzir a hipdxia, e em seguida,
incubadas por 18 horas com ou sem rhGal-1 (10 mg/Kg). As células apopticas de HL-
1 foram transduzidas com retroviral vetor contendo shRNA especifico de Gal-1 ou
codificado, apés 24 horas os cardiomiocitos foram submetidos a hipdxia e ensaio de

morte celular.
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Por conta da prevaléncia do quadro de hipdxia em pacientes infartados foi
avaliado a expressdo de Gal-1 em cardiomiécitos cultivados expostos a hipdxia ou
condi¢cdes normoxicas. A exposicdo de cardiomidcitos HL-1 a hipoxia resultou em
aumento significativamente alto da expressao de Gal-1 em comparagdo com células
cultivadas em condi¢cGes normais de oxigénio (Grafico 8, A). Logo apos foi avaliado se
a expressao de Gal-1 e sua secrecao sao reguladas de formas diferentes por citocinas
pro-inflamatérias (IL-1b, IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-a) e anti-inflamatérias (TGF-1, IL-1)
em cardiomidcitos. IL-17 foi o estimulo mais potente capaz de fazer a regulagédo
positiva da expressdo de Gal-1, tanto no mRNA quanto nos niveis de proteina e
aumentando sua secrecao pelos cardiomidcitos (Grafico 8, B-D). A exposicdo ao TNF-
a levou a um consideravel aumento na expressao e secrecdo do mRNA de Gal-1,
enquanto a exposi¢cao ao IFN-y ndo aumentou a transcricdo de Gal-1, mas a
expressao e secrecdo da proteina Gal-1 foi substancialmente aumentada (SEROPIAN

et al, 2012).

Gréfico 8: Regulacdo da expressdo Gal-1 e fungéo em cardiomidcitos. (A): Analise de imunoblot da
expressdo de Gal-1 em lisados celulares totais de cardiomiécitos HL-1 expostos a hipoxia ou
normdxia condigbes. (B): RT-qPCR andlise da expressdo de mRNA de Gal-1 em células HL-1.
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Por conta da ampla atividade anti-inflamatéria de Gal-1 foi investigada a
capacidade desta lectina endégena de controlar infiltrados de células inflamatoérias no
tecido cardiaco de camundongos Lgals-1 /e WT ap6s IAM e na cirurgia simulada dos
animais. Embora camundongos WT sham n&o tenham apresentado inflamacao
cardiaca minima, os animais Lgals-1 da cirurgia simulada mostraram infiltrados de
células inflamatérias proeminentes, composto principalmente de células T CD3*,
macréfagos F4/80" e células NK1.1* natural killer (NK). Notavelmente, a inflamacéo
cardiaca foi ainda mais pronunciada 7 dias ap6s IAM experimental em camundongos
Lgals-1, mas ndo em WT (Figura 14) (SEROPIAN et al, 2012).

Portanto, a expressdo de Gal-1 foi encontrada em cardiomiécitos e infiltrados
inflamatérios na &rea peri-infarto e foi regulado positivamente em cardiomiécitos
expostos a microambientes hipdxicos ou citocinas pro-inflamatorios. Esses estimulos,
gue representam uma caracteristica de IAM, podem induzir a expressao de Gal-1 para
limitar a inflamagdo do miocardio, restaurar a homeostase cardiaca e prevenir a

remodelagao ventricular adversa (SEROPIAN et al, 2012).

Figura 14: Micrografias confocais a laser do tecido de corac&do de camundongos Lgals-1/ou WT 7
dias apo6s IAM ou cirurgia simulada, com quantificagédo de células nimeros. Os tecidos foram
imunocorados para células B (B220), células NK (NK1.1), macréfagos (F4/80), células T (CD3), vasos
sanguineos (CD31) (todos em verde) e iodeto de propidio (vermelho).
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Além disso, o tecido cardiaco de camundongos Lgals-1 também mostrou
nameros mais baixos de CD4'FoxP3* e de células T regulatérias (Treg), em
comparacao com camundongos WT sham apos IAM experimental (Figura 15 A). Além
disso foi evidenciado que, embora em menor extensdo, houve um aumento da
frequéncia de intramiocardio inato de células imunes (macréfagos e células NK) em
Lgals-1, em comparacdo com camundongos WT (Figura 15 B), sugerindo que a
deficiéncia de Gal-1 impde um aumento da predisposicdo do desenvolvimento de
inflamacé@o cardiaca. No entanto, ndo foi observado alteracdes histolégicas na
estrutura miocardica, nem no colageno intersticial ou perivascular. Assim, a deficiéncia
de Gal-1 leva ao desenvolvimento de uma resposta inflamatoria cardiaca que é
aumentada apo6s IAM resultando em prejuizo na remodelacéo ventricular (SEROPIAN

et al, 2012).

Figura 15: Contagem de células e representacdo de microglias. (A): Numero de Células Treg CD4*
FoxP3* no tecido cardiaco de camundongos Lgals-1/ ou WT, 7 dias ap6s IAM ou cirurgia simulada.
(B): Laser representativo em micrografias confocais de tecido cardiaco de Lgals-1 / ou camundongos

WT no inicio do estudo sem qualquer interven¢éo, com quantificacdo do nimero de células.

A B NK1.1 F4:80

]

»
4

Fam0- csly/on?

NKLT° colsdmn’
S5 45 a4

i

COA'FaxP 3’ cellsimm?

0
AT Lgas? AT Lgws?

" SHAU R

Fonte: Seropian et al, 2012.

Antes da cirurgia, todos os camundongos tinham tamanho ventricular e funcéo
sistélica semelhantes. Uma dose Unica de rhGal-1 (3 mg / kg ip) 3 minutos antes da
reperfusdo impediu o aumento do ventriculo esquerdo (VE) e manteve a funcao
sistélica preservada, conforme mostrado pela porcentagem do encurtamento
fracionario do VE (LVFS), em comparacdo com camundongos de controle que
receberam solucao salina (Grafico 9 A-B). Assim, a administracdo de rhGal-1 atenua
a disfungéo do IAM reperfundido, o que sugere um novo alvo molecular para prevenir
a insuficiéncia cardiaca. Porém, é importante ressaltar que embora os resultados

destaquem um possivel efeito cardioprotetor de Gal-1 através da regulacdo da
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inflamacdo do miocardio, € necessario cautela antes da pratica clinica, pois esta
lectina enddégena também pode desencadear outros efeitos bioldgicos, incluindo
agregacdao plaquetéria (PACIENZA et al, 2008).

Gréfico 9: O tratamento com Gal-1 atenua o dano cardiaco em |IAM reperfundido em camundongos.
Diamétro sistdlico final do VE (LVESD).
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Fonte: Seropian et al, 2012.

5.4 CELULAS DENDRITICAS TOLEROGENICAS INDUZIDAS POR GALECTINA-1
E COMBINADAS COM LINFOCITOS APOPTOTICOS PROLONGAM A
SOBREVIVENCIA DO ALOENXERTO NO FIGADO

Peng et al (2018) descreve ceélulas dendriticas (DCs) como apresentadoras de
antigenos que desempenham funcdes essenciais na incompatibilidade dos
transplantes. O uso de DCs tolerogénicas (Tol-Dcs) representam uma outra alternativa
com o objetivo de melhorar a rejeicdo pés-transplante. Sabe-se que Gal-1 regula a
apoptose de células T ativadas e aumenta a resposta de células Treg, além disso essa
proteina ainda possui um papel imunossupressor em DCs. As DCs induzidas por Gal-
1 (DCgal-1) promovem a tolerancia das células T na neuroinflamacdo autoimune,
enquanto DCs sem Gal-1 induzem a resposta imunogénica. Em estudos anteriores foi
evidenciado que ALs alogénicos administrados no doador do orgédo prolongam a
sobrevivéncia do aloenxerto cardiaco, pois modificariam a fungéo dos receptores DCs,
que apos a administragdo nao iriam regular positivamente a secrecdo de IL-10 e TGF-
B por indugao das células Treg (SUN et al, 2018).

Nesse estudo o objetivo foi avaliar o potencial terapéutico e os possiveis
mecanismos de acdo das DCs induzidas por Galectina-1 (DCgal-1) derivadas de
doadores combinados de linfocitos apoptéticos (AL) na rejeicdo de transplante de

figado.
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Animais machos Dark Agouti (DA) e ratos Lewis foram utilizados nos estudos
in vivo, onde um modelo de rejeicdo aguda de transplante ortotipico de figado foi
estabelecido. Nesse ensaio ratos DA foram usados como doadores e ratos Lewis
como receptores, que foram divididos em seis grupos: I): o grupo controle recebeu 1
mL de solucéo salina tamponada com fosfato (PBS); I): grupo de controle DC (DCcon)
que receberam transfusdo de 10° de DCcon; Ill): grupo DCgal-1 que recebeu
transfusdo de 10° de DCgal-1; IV): grupo AL, onde receberam 107 de transfuséo de
ALs; V): grupo DCgal-1-AL, que receberam tratamento sinérgico de 10° de DC gal-1 e
10”7 de ALs; VI): grupo FK506, que recebeu 5 mg/Kg de FK506 por administragcao
intragastrica todos os dias apdés o transplante.

Os ratos receptores de grupos de transfusdo de células receberam as células
ressuspensas em 1 mL de PBS através da veia da cauda, sete dias ap0s o transplante.
Cinco receptores de cada grupo foram sacrificados sete dias apés o transplante e o
figado, bacos e sangue coletados para analise multiplex de citocinas e quimiocinas do
soro, também foram realizados testes para obter informacdes sobre a citometria de
fluxo (FCM), reacdo mista linfocitaria (MLR), histopatologia e imuni-histoquimica; oito
receptores de cada grupo foram observados quanto a sobrevivéncia.

Levando esses dados em consideracao, Peng et al (2018), prop6s investigar o
potencial terapéutico e possiveis mecanismos na administracdo de DCgal-1-AL em
doadores de transplante de figado. Para isso foram avaliadas as consequéncias da
transfusdo de DCgal-1-AL em ratos DA e Lewis, as células do baco foram coletadas
7 dias apds infusdo de células (Figura 16 A). Comparado com PBS, a infusdo de
DCgal-1-AL diminuiu a proliferacao de células T CD8" (p = 0,043) (Figura 16 B); além
disso, a proliferagéo de células T CD4" no grupo DCgal-1-AL foi ligeiramente menor

do que no grupo controle, embora a diferenca néo alcance a significancia (p = 0,181).
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Figura 16: Proliferacéo de células T. (A): Células T marcadas com éster succinimidilico de diacetato
de carboxifluoresceina (CFSE). (B): A proliferacdo de células T foi determinada por gating no CD3*
CD4* ou pela populacéo de linfocitos CD3* CD8* e entdo submetidos a uma analise estatistica (n= 3
em cada grupo).
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Para avaliar o efeito imunorregulador de DCgal-1s e ALs na sobrevivéncia do
aloenxerto usando um modelo de rejeicdo aguda no transplante de figado em ratos
DA-Lewis, foi realizado tratamento com PBS ou DCcon antes do transplante, e como
controle foi usado tratamento com FK506 apds o transplante. Os destinatarios do
grupo controle e DCcon apresentaram rejeicdo aguda e morreram em 2 semanas. A
transfusdo de DCgal-l ou AL, 7 dias antes do transplante, prolongou
significativamente a sobrevivéncia do aloenxerto em comparacédo com PBS (p <0,01)
(Figura 17 A) (PENG et al, 2018).

Também foi feita transfusdo de DCgal-1 combinado com AL em outro grupo de
animais. A transfusdo combinada prolongou ainda mais o tempo de sobrevivéncia do
receptor (37,5% dos receptores sobreviveram mais que 100 dias), sem diferenca
significativa em comparac&o com o tratamento de FK506 (todos morreram em 70 dias)
(Figura 20 A). A funcao do figado de cada grupo também foi avaliada, com DCgal-1,
AL, DCgal-1-AL e FK506 a expressédo de ALT e AST reduziram significativamente
(Figura 17 B). Sobre as caracteristicas histopatolégicas apds as infusées, o grupo
controle apresentou infiltragéo severa de células mononucleares e necrose tecidual

generalizada, porém o grau de necrose foi diminuido no grupo DCcon. As transfusdes
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separadas de DCgal-1 e AL levaram a uma inflamacédo grave com abundante
infiltrac&o celular mononuclear e nenhum sinal de necrose (Figura 17 C) (PENG et al,
2018).

O grupo FK506 manteve uma estrutura de tecido normal com infiltracdo minima
de células mononucleares (Figura 17 C). Além disso, os tratamentos com DCgal-1-AL
e FK506 reduziram significativamente o intra-aloenxerto e infiltracdo de células T em
comparagcdo com PBS (Figura 17 D). Os resultados mostraram que as infusdes
individuais de DCgal-1 e AL atenuaram significativamente a lesdo hepética e
prolongaram a sobrevivéncia do aloenxerto, com o tratamento conjugado DCgal-1-AL

essa protecdo foi mais exacerbada (PENG et al, 2018).
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Figura 17: Representagéo de Curvas de Kaplan-Meier e niveis de funcé@o hepética com alteracdes
histopatoldgicas. (A) Curvas de Kaplan-Meier de sobrevivéncia do receptor. (B): Os niveis de funcéo
hepatica. (C): Alteracdes histopatoldgicas do figado em diferentes grupos por colora¢éo com
hematoxilina e eosina (HE). (D): Aloenxertos de figado foram submetidos a coloracao

A imunohistoquimica para detectar a infiltragéo de células T CD3".
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Foram determinadas as frequéncias de CD4" IFN-y* (Th1), células T CD4" IL-
4* (Th2) e CD8" IFN-y em células do bago. O tratamento com DCgal-1-AL reduziu
significativamente os niveis de Thl em comparacdo com o tratamento com PBS, AL
e FK506. No entanto, os niveis de Th2 ndo apresentaram nenhuma diferenca
significativa entre os grupos. Além disso as propor¢des de células CD8* IFN-y foram
reduzidas pelo DCgal-1, AL, FK506, e DCgal-1-AL (Gréafico 10 A). A infiltracdo de
células T CD8" foi notavelmente reduzida apés DCgal-1, AL ou transfusao de DCgal-
1-AL (Gréfico 10 B). Além disso, o tratamento com FK506 foi mais eficaz do que
DCgal-1 ou AL, anulando a infiltragéo de células T CD8" (PENG et al, 2018).

Gréfico 10: Gréficos de células do baco. (A): Analise estatistica de células do baco 7 dias ap6s
transplante. (B): Analise estatistica de detecc¢éo de infiltracéo de células T CD8".
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Fonte: Peng et al, 2018.

Muitas citocinas e quimiocinas estéo envolvidas na protecao do aloenxerto e o
meio inflamatério é ideal para aliviar a rejeicao, por isso foram avaliados varios fatores
inflamatorios no tecido do aloenxerto nos grupos controle, DC-gal-1, AL e DCgal-1-
AL. A transfusdo com DCgal-1-AL reduziu significativamente os fatores pro-
inflamatorio IL-2p70, IL-17a, Proteina inflamatéria de macréfagos-la (MIP1a),
Proteina quimiotatica de macrofago-2 (MIP-2), e Proteina quimiotatica de monadcitos
1 (MCP-1). AvaliagOes posteriores no soro apresentaram niveis de IL-17a, MIP-1a e
RANTES (Regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted)
reduzidos nos grupos DCgal-1, AL e DCgal-1-AL. A transfusdo de DCgal-1-AL
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diminuiu IL-1B, IFN-y, MIP-2 e TNF-a, porém aumentou os niveis de IL-10 (PENG et
al, 2018).

A RANTES é expressa principalmente por células T e € significativamente
correlacionada com a rejeicao do aloenxerto. A combinagéo da reducdo com esses
fatores pro-inflamatérios e o aumento significativo de IL-10 no soro, apoia a hipotese
de que o tratamento com DCgal-1-AL regula as células T ativadas no sistema (PENG
et al, 2018).

Os receptores de aloenxerto possuem propriedades tolerogénias intrinsecas
gue resultam na sua aceitacdo, os aloenxertos que sobreviveram foram avaliados a
longo prazo na auséncia de drogas imunossupressoras na analise multiplex de
citocinas. Os niveis dos fatores pré-inflamatdérios, incluindo IL-1a, IFN-y, IL-1pB, IL-2,
IL-6, IL-12p70, MCP-1 e TNF-a, foram significativamente reduzidos nos aloenxertos
sobreviventes a longo prazo em comparacao com 0s enxertos de controle, enquanto
os niveis de TGF-B1 e TGF-B2 estavam acentuadamente aumentados no figado (p =
0,036, 0,015 vs. controle). Assim, estes fatores podem estar associados a
manutencdo da tolerancia ao transplante e melhorar os resultados do transplante
(PENG et al, 2018).

MCP-1 é liberado principalmente pelas células de Kupffer e células estreladas
hepaticas (HSCs) no figado e esta envolvida no recrutamento de monécitos durante
inflamagé&o/rejeicdo (YAMADA et al, 2015). A administracdo de IL-2 em baixa dose
ativa Tregs, mas leva a expansao e ativacao de células T convencionais e, portanto,
nao podem promover a sobrevivéncia do enxerto. A administracdo em sequéncia de
IL-2 reduz a tolerancia induzida ao aloenxerto pela expansao e reativacao de células
T pré-inflamatérias alorreativas (KAUL et al, 2015). A reducao intra-enxerto desses
fatores esta de acordo com a reducdo do processo inflamatério. Estes resultados
sugerem que o tratamento com DCgal-1-AL exerce de maneira eficaz um efeito anti-
inflamato6rio em mondécitos e linfocitos no figado (PENG et al, 2018).

O TGF-B1 possui varias funcdes no processo inflamatoério e no transplante. O
TGF-B1 medeia a anergia das células T CD8" na rejeicdo do enxerto, o bloqueio de
TGF-B1 regula negativamente a expressao dos receptores inibitérios PD1/PD-L1 em
linfocitos CD8" residentes em tecido. Além disso, o TGF-B1 foi identificado como um
fator de tolerancia em um modelo de aloenxerto renal (SMITH et al, 2017). Por outro
lado, o conteudo de TGF-B1 no figado esta intimamente relacionado com fibrose
hepatica induzindo a diferenciacdo de HSC em miofibroblastos. Além disso, foi
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documentado que os niveis de TGF- sdo positivamente relacionados com a rejeicao
cronica apos o transplante de rim. A neutralizacdo de TGF-B1 e TGF-B2 reduz a
gravidade do tecido fibroso e da rejeicdo cronica, e o0 aumento desses fatores em
aloenxertos pode ser associado com a sobrevivéncia dele a longo prazo (GUAN et al,
2013). Em um dos testes realizados os animais sobreviventes a longo prazo
apresentaram nivel elevado de Leptina, um hormonio secretado por tecido adiposo
que regula a imunidade, apesar do fato da Leptina est4 associada a inflamacéo grave,
niveis mais elevados de leptina sérica podem estar associados a um menor risco de
mortalidade renal nos receptores de transplante e, portanto, melhores resultados
posteriores (MOLNAR et al, 2017). Essa condicdo pode ser justificada pelo fato de
que a menor expressdo de Leptina pode causar aumento da suscetibilidade a
infeccdes em receptores. Porém os mecanismos detalhados pelos quais o TGF-B1,
TGF-B2 e a Leptina participam da aceitacdo do enxerto requerem mais estudos
(MATARESE et al, 2002).

A tolerancia ao transplante depende da capacidade do aloenxerto de resistir ao
dano tecidual. A transfusdo de DCgal-1-AL fornece protecao contra rejeigéo, levando
a sobrevivéncia de mais de 30% dos receptores por 100 dias sem rejei¢céo histologica.
Além disso, os receptores que sobreviveram mostraram disfuncdo do enxerto, mas
essa alteracdo permaneceu estavel sem atribuicdo a rejeicdo, supondo que a
tolerancia foi parcialmente estabelecida para os receptores sobreviventes a longo
prazo apoés a transfus@o de DCgal-1-AL (PENG et al, 2018).

55 TRATAMENTO COM COLIRIO DE GALECTINA-1 REGULA A
DEGRANULACAO DOS MATOCITOS E ATENUA A GRAVIDADE DA
CONJUTIVITE

No estudo de Bosnic et al, (2018), ele prop6s avaliar o papel da Gal-1 no
tratamento de conjuntivite alérgica (CA). As terapias atuais para essa patologia
incluem anti-histaminicos, estabilizadores de membrana de mastocitos, AINES e
corticosteroides, sendo esse Ultimo o que possui efeitos adversos mais graves,
incluindo agravamento da pressao intraocular e catarata. Visto isso, ha uma
necessidade de busca por novos tratamentos com margem de seguranga maior.
Como ja foi discutido a Gal-1 é presente em varias células relacionadas a resposta

inflamatoria, especialmente neutréfilos, mastdcitos, macrofagos, linfocitos e células
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endoteliais, sugerindo um papel fundamental na geracdo e manutencéo da tolerancia
imunologica.

A conjuntivite foi induzida em ratos Wistar através do composto secretagogo de
mastocitos (C48/80), para isso os animais foram distribuidos em grupos de sete a dez

animais por tratamento, de acordo com a tabela 3.

Tabela 4: Conjuntivite experimental induzida em ratos e respectivo tratamento.

GRUPOS OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
(EXPERIMENTAL) (CONTROLE)
| C48/80 (100 mg/mL) PBS

Il Gal-1 (0,3 ug/olho) + Gal-1 (0,3 pg/olho) + PBS
C48/80 (100 mg/mL)

1] Gal-1 (3 ug/olho) + Gal-1 (3 pg/olho) + PBS
C48/80 (100 mg/mL)
A\ SCG (40 mg/mL) + SCG (40mg/mL) + PBS

C48/80 (100 mg/mL)
Fonte: Adaptado de Bosnic et al (2008).

A conjuntivite experimental foi induzida no grupo | por aplicagao topica de 20 pl
de C48/80 a 100 mg/mL, diluido em PBS no saco conjuntival, como controle o olho
esquerdo recebeu apenas PBS. Os grupos I, lll e IV receberam uma gota tépica de
20 ul de 0,3, 3 pg/olho de Gal-1 ou 40 mg/mL do estabilizador de mastocitos
Cromoglicato de Sodio (SCG), respectivamente, e apdés 10 minutos foi administrado
C48/80 nos grupos experimentais e PBS no controle. Todas as administracdes de
drogas realizadas nos sacos conjuntivais de ratos foram feitas em animais
anestesiado com Cetamina e Xilazina.

Apés 20 minutos da administragdo de C48/80 os ratos foram examinados
clinicamente para verificar a ocorréncia e gravidade da conjuntivite. Quatro sinais
clinicos foram observados: quemose, hiperemia conjuntival, edema palpebral e
lacrimejamento. Foi gerada uma pontuacdo e cada parametro graduado em uma
escala de 0 a 3 (0= auséncia, 1= leve, 2= sintomas moderados e 3= sintomas graves).
Dessa maneira cada animal recebeu uma pontuacéo total clinica variando de 0 a 12,

e o0s dados representados como média * erro padrdo para cada grupo. Seis horas



76

apos a administracdo de C48/80 os animais foram sacrificados e olhos e palpebras
recolhidos para testes que avaliam a concentracdo de histamina (nM) através de
imunoensaio. Os animais também passaram por testes que analisam os niveis de
citocinas Thl e Th2, Western Blot, Histopatologia quantificacdo de células
inflamatorias, como leucdcitos e mastocitos.

O composto utilizado na inducdo da CA foi o 48/80 (C48/80), trata-se de um
polimero produzido pela condensagcdo de N-metil-pmetoxifenetiamina com
formaldeido atuando diretamente na proteina G, produzindo a degranulacdo de
mastoécitos, uma das principais células efetoras que contribui para o desenvolvimento
do quadro agudo de alergias. A aplicacao topica desse composto € capaz de produzir
sinais e sintomas de alergia ocular (coceira, secre¢gdo mucosa e quemose) (UDELL,;
ABELSON, 1981).

A administracdo do C48/80 induziu uma resposta inflamatdria caracterizada por
hiperemia conjuntival e edema palpebral intenso, que foi reduzido pelos tratamentos
com Gal-1 e SCG. A pontuacédo confirmou as observa¢gdes macroscopicas, mostrando
uma diminuicdo significativa nos sinais clinicos nos olhos tratados com Gal-1 e SCG
em comparacao com os ratos C48/80 nao tratados (Figura 18) (BOSNIC et al, 2018).

Figura 18: Pontuacdo clinica para CA e representagdo de olhos de ratos observados 20 min apos a
administracéo de C48/80 ou PBS.
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Para confirmar o efeito de C48/80 na ativacdo de mastdcitos foi realizada uma

analise histologica de conjuntiva palpebral. Os grupos controle e experimental
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apresentaram mastocitos com granulos citoplasmaticos metacromaticos,
determinados pela coloracdo com azul de toluidina (Figura 19, A). A administracéo
com C48/80 aumentou significativamente a degranulacdo de mastoécitos (62%) em
comparacao com o respectivo grupo controle (32%) (Figura 19 A-B). Este efeito foi
revertido pela aplicacdo de Gal-1 (0,3 ug e 3 ug) e SCG, que resultou em uma
diminuicdo da degranulacdo de mastocitos (~ 31-36%) e um aumento nas células
intactas (Figura 19 A-B). Estes resultados foram corroborados pelos niveis de
histamina nos homogenatos oculares (Figura 19 C). A administracao de C48/80 (Exp.
I) diminuiu significativamente os niveis de histamina em comparacdo com o grupo
controle | (Figura 19 C). Em contraste, o pré-tratamento tépico com Gal-1 e SCG
reverteu este efeito e nenhuma diferenga foi detectada entre os grupos experimental
e controle II-1V. Curiosamente, homogenatos de olhos dos grupos de controle II-1V
(tratados apenas com Gal-1 ou SCG) apresentaram diminuicdo dos niveis de

histamina em relacdo ao grupo controle | (PBS) (BOSNIC et al, 2018).

Figura 19: Efeito do colirio Gal-1 na desgranulagdo dos mastécitos e liberagcdo de histamina. (A):
Mastdécitos intactos (setas pretas), mastocitos degradados (setas brancas). (B): Proporcdo de
mastdcitos intactos e desgranulados na conjuntiva palpebral. (C): Andlise dos niveis de histamina nos
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Além da diminuicdo na degranulacdo de mastocitos, através da andlise
histologica das palpebras dos olhos com C48/80 (Exp. I) foi demonstrada uma

resposta inflamatodria caracterizada por intenso influxo de eosinofilos (Figura 20 A),
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que foi reduzido por colirios Gal-1 e SCG (Exp. lI-1V). Além disso, niveis aumentados
de eosindfilos peroxidase (EPX) foram detectadas em homogenatos de olhos de
animais induzidos com C48/80 (Exp. I) em comparacdo com 0OS outros grupos
experimentais (Figura 20 B). A analise quantitativa de eosindéfilos na conjuntiva
palpebral confirmou os achados histologicos e de Western blot (Figura 20 C). Os
animais com CA induzida por C48/80 (Exp. I) apresentaram aumento acentuado de
células em comparagdo com o controle (grupo 1), enquanto que os tratamentos
farmacologicos Gal-1 e SCG foram eficazes na reducdo do influxo de eosindfilos
(BOSNIC et al, 2018).

Esses resultados reforcam o papel regulador de Gal-1 na ativacdo de
mastocitos e eosindfilos, e consequente inibicdo da inflamacédo ocular. SCG é uma
droga anti-inflamatoria ndo esteroidal tradicionalmente descrita como um inibidor da
degranulacdo dos mastdcitos, liberacdo de histamina e outros mediadores
inflamatorios (OWEN et al, 2004).

Figura 20: Representacéo da coloracdo hematoxilina-eosina nos grupos de animais. (A): Coloragéo
hematoxilina-eosina que apresenta influxo acentuado de eosinéfilos (setas) detectado na conjuntiva
palpebral 6 h apds a administragao ocular C48/80 (Exp. I) em comparacéo com o controle, grupos
tratados com Gal-1- e SCG (Exp. lI-IV). Epitélio escamoso estratificado (Ep). Tecido conjuntivo frouxo
(Tc). Vaso sanguineo (V). Glandula tarsal (Gt). (B): Expressao de peroxidase de eosindfilos (EPX) em
homogenatos de olhos. (C): Quantificacdo de eosindfilos.
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Com o objetivo de verificar o efeito dos tratamentos farmacologicos na
producado de citocinas, foi analisado homogenatos de olhos de diferentes condicdes
experimentais. Em baixa concentragao (0,3 ug - Exp. I), Gal-1 + C48/80 aumentaram
os niveis oculares de IFN-y, IL-6 e IL-10 em relag&o aos respectivos grupos controle
(I1) e C48/80 nao tratados (Exp. I) (Grafico 11). Curiosamente, em alta concentracao
Gal-1 (3 pug) e SCG (Exp. lll e IV, respectivamente) diminuiram os niveis de IFN-y e
IL-4 (Gréfico 11), confirmando seus efeitos anti-inflamatérios locais. Todos os grupos
experimentais (I-1V) mostraram um aumento significativo nos niveis de IL-6 em relacéo
aos controles (Gréafico 11) (BOSNIC et al, 2018).

Graéfico 11: Niveis de IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10 em homogenatos de olhos.

3 Control groups

:

q B Experimental groups B00-
40004 f
= 600+
E =
@ 30004 ‘5
- a 4040 4
= 20004 T
™ & = 200- #
Al PP W
y | .
| [ ]| v

o
6000 - s 120 -

; niﬁiﬁﬁ i

1Y

=]
=4
2

IL-6 (pg/mi)
IL-10 (pg/mi)

[
=
=
o
=

Fonte: Bosnic et al, 2018.

As citocinas IFN-y e IL-6 podem estimular a ativacdo de mastécitos (DESAI et
al, 2016; YU et al, 2011), enquanto a IL-10 inibe a ativacdo de mastocitos (BUNDOC,;
MYERS, 2007). Camundongos deficientes em IFN-y mostram uma reducgéo
significativa nos sinais clinicos de conjuntivite, asma e o influxo de leucocitos para os
tecidos em comparagdo com animais do tipo selvagem. Em ensaios in vitro IFN-y é
capaz de ativar mastocitos previamente sensibilizados com IgE, induzindo a liberacao
de histamina, IL-6 e IL-13 ap0s 1 ou 24 h de administracdo com antigenos especificos
(YU et al, 2011).
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Assim, a reducdo dos niveis de IL-4 pode estar associada com a capacidade
da Gal-1 de inibir a degranulacdo de mastdcitos que produzem esta citocina,
regulando a resposta de linfocitos Th2 e a producao de IgE (KOMIYAMA et al, 2014).

Para entender as vias de sinaliza¢do envolvidas no tratamento com colirio Gal-
1 na CA foi realizado o teste de Western blot, onde foram analisadas a fosforilacdo de
vias ERK, JNK, p38 e da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), nos extratos
oculares agrupados. Olhos com CA induzida por C48/80 (Exp. I) exibiram niveis
aumentados de p38, p-JNK e p-ERK (Gréfico 12) em relacdo aos seus respectivos
grupos controle I. Os tratamentos farmacolégicos atenuaram o efeito de C48/80,
conforme evidenciado por diminuicdo da expressdo de proteinas quinases
fosforiladas, especialmente para Gal-1 a 3 ug e SCG. Como esperado, os grupos de
controle | a IV demonstraram imunorreatividade fraca para MAPKs (BOSNIC et al,
2018).

Grafico 12: Efeito do colirio Gal-1 nos niveis de MAPK no olho homogenatos.
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Fonte: Bosnic et al, 2018.

Os resultados mostram que Gal-1 a 3 pg e colirio de SCG produziram uma
diminuicdo pronunciada nos niveis de quinase p38, JNK e ERK fosforilados em
homogenatos de olhos em comparagcéo com o grupo C48/80 né&o tratado. MAPKSs sao
cruciais para induzir a expressédo de multiplos genes que juntos regulam a resposta

imunologica (ARTHUR; LEY, 2013), os dados do estudo sugerem que a maior
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concentracdo de colirio Gal-1 € mais eficaz em controlar a resposta inflamatoria
induzida por C48/80 (BOSNIC et al, 2018).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Gal-1 é uma proteina homodimerica presente em varios tecidos normais ou
patologicos, apresentando papel regulador na resposta inflamatdéria e nocicepcéo. Nos
estudos analisados ficou evidente o potencial terapéutico desta lectina em diversas
patologias.

Foi realizada revisao bibliografica em estudos com testes in vitro e in vivo a fim
de investigar a capacidade de regulacdo do processo inflamatério e nocicepcéo, seja
no cancer, DP, IAM, transplantes ou CA, em todos os artigos foi possivel observar o
potencial terapéutico da Gal-1 através dos resultados satisfatérios apresentados,
tornando-se assim uma alternativa eficaz nos alvos terapéuticos avaliados. Porém, é
preciso cautela antes de avancar para fases clinicas, pois até o momento tem-se
poucas informacdes sobre seus efeitos adversos e dosagens seguras em seres
humanos.

Mais estudos conclusivos sdo necessarios para que esta lectina possa ser uma

opcao terapéutica segura e eficaz.
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