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RESUMO

As lesbes crbnicas do figado sdo resultantes de agressdes persistentes, onde a
desorganizacdo e destruicdo do tecido podem desencadear processos de
regeneracdo e fibrose. Para que a integridade e homeostase do 6rgdo sejam
restauradas, varias vias intracelulares e intercelulares séo ativadas. Uma delas é a
através da liberacdo de moléculas pré-fibrogénicas, a exemplo da lectina soltvel b-
galactosidea, a galectina-3 (Gal-3). A alta expressdo dessa lectina tem sido
associada a fibrogénese no figado. A descoberta de moléculas capazes de se ligar a
Gal-3 e inibir a sua acdo sao importantes no desenvolvimento de terapias anti-
fibrosantes. A pectina citrica modificada (PCM) e a N-acetilactosamina (LacNAc)
demonstraram acédo benéfica no tratamento de doencas fibroticas, incluindo renais e
cardiacas, contudo, pouco se sabe sobre suas eficacias na fibrose hepética. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos das administracdes da PCM e
LacNAc quanto aos niveis de Gal-3 e fibrose em modelo experimental de lesédo
hepatica crbnica. Inicialmente, a fibrose hepatica foi induzida em camundongos
C57BL/6 pela administracdo de tetracloreto de carbono a 20% diluido em azeite de
oliva. Grupos de camundongos com dois ou quatro meses de lesdo foram tratados
com PCM (1% e 5%, fornecida ad libitum) e com LacNAc, por via intraperitoneal.
Adicionalmente, camundongos knockouts para o gene da Gal-3 (Gal-3") foram
utiizados como um controle. Subsequentemente as intervencdes, analises
morfométricas, bioquimicas, imunoldgicas e de biologia molecular foram realizadas.
Na analise morfométrica, ndo se verificou alteracdo no percentual de tecido fibroso
entre os grupos tratados com PCM (1% e 5%) ou LacNAc quando comparados com
seus respectivos controles, o que foi confirmado pela dosagem dos niveis de
hidroxiprolina. Adicionalmente, ndo foi observada alteracdo dos niveis de Gal-3,
MMP-9 e TIMP-1 apos tratamento com os inibidores. Os resultados obtidos
indicaram que a PCM e a LacNAc néo foram capazes de inibir a Gal-3 no figado, e
portanto, n&o interferiram na deposicdo de tecido fibroso nesse modelo
experimental.

Palavras-chaves: Fibrose Hepatica; Pectinas; Galectina-3; Quimioterapia.
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ABSTRACT

Chronic liver injuries are the result of persistent damages, in which the
disorganization and destruction of tissue can trigger the regeneration processes and
fibrosis. In order to restore the integrity and organ homeostasis, various intracellular
and intercellular pathways are activated. One is through the release of pro-fibrogenic
molecules, such as the beta-galactoside-binding lectin, the galectin-3 (Gal-3). The
high expression of this lectin has been associated with liver fibrogenesis. The
discovery of molecules capable of binding Gal-3 and inhibit their activity are
important in the development of anti-fibrotic therapies. Modified citrus pectin (MCP)
and N-acetyllactosamine (LacNAc) showed beneficial effects in treating fibrotic
diseases, including kidney and heart diseases, however, little is known about their
efficacy in liver fibrosis. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of
administration of MCP and LacNAc in the levels of Gal-3 and fibrosis in an
experimental model of chronic liver injury. Initially, hepatic fibrosis was induced in
C57BL/6 mices by administration of carbon tetrachloride diluted to 20% in olive oil.
The mice groups with two or four months of injury were treated with MCP (1% and
5%, provided ad libitum) and LacNAc, intraperitoneally. In addition, Gal-3 knockouts
mices (Gal-3™) were used as a control. After the interventions, morphometric,
biochemical, immunological and molecular biology analysis were performed. In the
morphometric analysis, there was no change in the percentage of fibrous tissue
between the groups treated with MCP (1% and 5%) or LacNAc when compared to
their respective controls, which was confirmed by measurement of hydroxyproline
levels. Additionally, there was no change in the levels of Gal-3, MMP-9 and TIMP-1,
after treatment with the inhibitors. The results indicated that the MCP and LacNAc
were not able to inhibit Gal-3 in the liver and, therefore, did not affect the deposition
of fibrous tissue in this experimental model.

Keywords: Hepatic fibrosis; Pectins; Galectin -3; Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

As hepatopatias sdo decorrentes de diferentes etiologias, e tém gerado uma
curva ascendente de morbimortalidade em todo o mundo (LEE; FRIEDMAN, 2011).
As causas mais comuns das doencgas hepaticas sdo as hepatites virais, 0 consumo
excessivo do &lcool e a doenca hepatica gordurosa associada a obesidade
(HERNANDES-GEA,; FRIEDMAN, 2011; LEE; FRIEDMAN, 2011).

De uma forma geral, lesdes hepaticas persistentes resultam em
desorganizacao e destruicdo tecidual. Para restaurar a homeostase dos tecidos, vias
intracelulares e intercelulares sdo ativadas no intuito de promover o reparo hepatico.
No sistema de reparo, mecanismos pré fibrogénicos estdo envolvidos no processo
de cicatrizacdo (WICK et al.,, 2013). Uma das moléculas envolvidas € uma lectina
solivel b-galactosidea, a galectina-3 (Gal-3). Essa lectina participa em uma
variedade de processos, tanto fisiolégicos quanto patolégicos, incluindo uma
interacao entre inflamacao e fibrogénese (SASAKI, 1999).

Através de ensaios in vitro, verificou-se que a Gal-3 esta presente em diversos
processos bioldgicos, tais como proliferacdo celular (MOUTSATSOS et al., 1987;
INOHARA et al, 1998), apoptose, resposta inflamatoéria (COLNOT et al., 1998; HSU
et al., 2000) e fibrogénese (HSU et al., 1999). Os trabalhos in vivo, por sua vez,
comprovaram o papel da Gal-3 na proliferacdo das células mesangiais e progressao
da doenca renal inflamatoria (SASAKI et al.,, 1999); na patogénese da disfuncdo
cardiaca, atuando de forma direta na regulagdo da fibrose cardiaca e
remodelamento (LOK et al., 2010); como mediador inflamatério em lesées agudas
do figado (DRAGOMIR et al., 2012); na patogénese hepatica crbnica onde animais
com delecdo do gene da Gal-3 apresentaram uma menor ativacdo de células
estreladas e uma diminuicdo na deposi¢cédo de coldgeno (HENDERSON et al., 2006);
Em estudos do nosso grupo com animais cirréticos submetidos a terapia com célula-
tronco, foi observada a reducdo da expressdo da Gal-3 nos camundongos que
obtiveram melhora hepatica apos terapia (OLIVEIRA et al., 2012)

Uma vez que a Gal-3 esta sendo relacionada com a patogénese de diversas
doencas, incluindo as hepatopatias, seria relevante o desenvolvimento de
metodologias capazes de bloquear a atividade dessa lectina. Experimentalmente,
isto pode ser realizado através de algumas ferramentas, dentre elas a administracao

de moléculas capazes de se ligar a Gal-3 e inibir a sua acdo, como é o caso da
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pectina citrica modificada (PCM) e da N-acetilactosamina (LacNAc). A PCM é um
inibidor natural da Gal-3 que pode ser administrado por via oral e vem sendo
utilizado principalmente em estudos em modelos experimentais oncoldgicos, bem
como em alguns estudos clinicos em pacientes com cancer (MORRIS et al., 2013). A
LacNAc, por sua vez, € um carboidrato sintético, que tem apresentado efeito
benéfico em modelos experimentais de fibrose em diferentes 6rgaos, tais como rim e
coracao (FRENAY et al., 2014; YU et al., 2013).

O presente trabalho adotou um desenho de estudo, no qual, grupos de
camundongos com lesédo cronica do figado foram submetidos ao tratamento com os
inibidores de Gal-3, PCM e LacNAc. Adicionalmente, camundongos knockouts para
o gene da Gal-3 (Gal-3") foram utilizados como um controle dos experimentos.
Subsequentemente as intervencdes, diversos parametros foram avaliados, como
expressdo de Gal-3 e quantificacdo de fibrose e seus mediadores. Pretendemos
com esse estudo confirmar o envolvimento da Gal-3 na patogénese da doenca
hepatica e investigar o potencial terapéutico dos inibidores PCM e LacNAc, em

lesGes de figado.
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2 REFERENCIALTEORICO

2.1 Fibrogénese hepatica

A fibrose hepética é um processo dindmico que se inicia como uma resposta a
estimulos agressores, que quando persistentes, levam a deposi¢cdo exacerbada de
matriz extracelular (MEC) e consequente substituicdo do parénquima hepatico por
tecido de cicatrizacdo (ROCKEY, 2013). As hepatites virais B e C sdo as causas
mais frequentes de lesdo no figado, com uma estimativa de 350 e 170 milhdes de
individuos infectados, respectivamente (CUSTER et al., 2004). O consumo
excessivo do alcool € outro fator comum de lesdo crbnica hepatica, e seu uso
continuo, muitas vezes associado as infec¢des virais, levam o paciente a progredir
para o estagio de cirrose, hepatocarcinoma e insuficiéncia hepatica (MILLER et al.,
2011). Dentre outros fatores que promovem a fibrogénese hepéatica pode-se citar:
esteatose (DAS et al., 2010), hepatite autoimune (LIM et al., 2008), obstrucéo do
ducto biliar, infec¢bes parasitérias (a exemplo das causadas pelo Schistosoma
mansoni) (ANDERSSON; CHUNG, 2007) e desordens metabolicas tais como
hemocromatose e a doenca de Wilson (LEFKOWITCH, 2006).

LesbBes hepaticas persistentes ativam o processo de reparo que tenta
restabelecer o orgdao morfofuncionalmente. De uma forma geral, quando o figado
sofre alguma agressao, células inflamatérias e residentes, como as células de
Kupffer, s&o recrutadas e passam a liberar citocinas, tais como Fator de Crescimento
Tumoral-B (TGF-B), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e outros agentes
quimiotaticos que regulam a resposta inflamatéria e estimulam a fibrogénese
hepatica (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). A fibrogénese se deve,
principalmente, a ativacdo e alteracdo fenotipica das células estreladas hepéticas
(CEHSs), que em estado normal encontram-se quiescentes no espaco perisinusoidal
de Disse (CASSIMAN et al., 2002; JIANG; TOROK, 2013). Quando séo ativadas, as
CEHs liberam seus depositos de vitamina A e adquirem um fendétipo semelhante a
miofibroblasto, passando a expressar alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e produzir
componentes da matriz extracelular (MEC) em grandes quantidades (HERNANDEZ-
GEA; FRIEDMAN, 2011; JIANG; TOROK, 2013). Em lesGes cronicas avancadas, 0
figado apresenta um aumento consideravel dos componentes da MEC incluindo

coldgenos, principalmente coldgenos dos tipos | e lll, glicoproteinas e
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proteoglicanas, que passam a preencher espacos que, anteriormente a lesdo, eram
ocupados por tecidos integros (IREDALE, 2007; TSUKADA; PARSONS; RIPPE,
2006). Um esquema ilustrativo do mecanismo geral da formacdo de fibrose no

figado pode ser visto a seguir, na figura 1.

Figura 1- Esquema do mecanismo geral da fibrogénese hepatica.
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Fonte: Adaptado de Friedman (2008) e Mormone, George e Nieto (2011).

Nota: ApOs uma agressao tecidual, células inflamatérias, como os neutréfilos e macréfagos, séo
recrutadas para o local de lesdo e passam a secretar citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e INF-y) e
pro-fibrogénicas (TGF-B e PDGF). Principalmente pela acdo do TGF-B, as CEHs séo ativadas,
adquirem um fenotipo de miofibroblasto e passam a secretar componentes da matriz extracelular.
Quando os estimulos agressores persistem, ocorre uma deposicdo excessiva deste tecido de
cicatrizacdo, dando origem a fibrose.

Aléem das CEHs (ROCKEY, 2006), outras células estdo envolvidas no
desenvolvimento de fibrose no figado, dentre elas estdo os fibroblastos periportais
(DRANOFF et al., 2007), fibrécitos (KISSELEVA et al.,, 2006) e miofibroblastos
(KALLURI; NEILSON, 2003; KAIMORI et al., 2007).

No figado, a estabilidade dos componentes da matriz extracelular é regulada

por enzimas responsaveis pela degradacdo da MEC, denominadas de
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Metaloproteinases (MMP), e por seus inibidores especificos (TIMPs, do inglés tissue
inhibitors of metalloproteinases) (DUARTE et al., 2015). Quando ocorre dano ao
tecido, o equilibrio funcional € prejudicado e ha alteracbes nos processos de
fibrogénese e de fibrélise, resultando em um acumulo do tecido fibroso (IREDALE;
THOMPSON; HENDERSON, 2013). A MMP-9 (gelatinase B), juntamente com a
MMP-13, sdo as principais enzimas que promovem a degradacdo da MEC, e sua
ativacdo pode ser bloqueada pelos inibidores TIMP-1 e TIMP-2, respectivamente
(KURZEPA et al., 2014).

Em lesBGes hepaticas cronicas, é observado um aumento dos niveis de TIMP-
1 e este fenbmeno esté associado a inibicdo da atividade de degradacdo da MMP-9,
resultando na deposicao de tecido fibroso (FRIEDMAN et al., 2013). A expressao
deste inibidor de metaloproteinase vem sendo correlacionado com o aumento dos
niveis de coldgeno e de a-SMA, sendo diretamente associado com a ativacdo das
CEHs e com a intensidade da fibrose no figado (IREDALE; THOMPSON,;
HENDERSON, 2013). Por isso, a dosagem dos niveis séricos de TIMP-1, vem sendo
utilizada como um dos marcadores do estadiamento de doencas hepaticas crénicas
(ALKHOURI et al., 2011; PARKES et al., 2010; ROSENBERG et al., 2004; XIE et al.,
2014). A MMP-9, por sua vez, também se encontra elevada em figados lesionados,
porém de uma forma nao relacionada ao grau de fibrose (HEMMANN et al., 2007).

Além de secretar grandes quantidades de MEC, as CEHSs ativadas expressam
uma combinacdo de MMPs e TIMPs, principalmente TIMP-1, a qual inibe a atividade
de degradagcdo das MMPs, contribuindo para o acumulo de tecido fibroso no érgao
(IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013). Adicionalmente, as CEHs secretam
TGF-B, descrita atualmente como a citocina pro-fibrogénica mais potente do figado
(LEE; FRIEDMAN, 2011). Esta citocina, além de induzir a diferenciacdo das CEHs
em miofibroblastos secretores de MEC, também est4 envolvida no aumento da
expressdo de TIMP-1, reforcando o seu papel fibrogénico (IREDALE; THOMPSON,;
HENDERSON, 2013) (figura 2).



Figura 2 - Participacdo da CEH na patogénese da fibrose hepatica.
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Fonte: Adaptada de Friedman (2000).

Nota: Na fisiologia normal do figado, as CEHs possuem uma morfologia estrelada e
encontram-se quiescente no espago perisinusoidal de Disse. Em decorréncia de uma lesédo
no orgdo, essas células sao ativadas, adquirem um fenétipo de miofibroblasto e secretam
grandes quantidades de MEC. Esta deposicdo excessiva de tecido de cicatrizacdo contribui
para a perda da microvilosidade hepatica, além de causar outros danos teciduais, os quais
levando a falha da funcdo do orgdo. A ativacdo dos
macréfagos, também em decorréncia de danos teciduais, contribuem para a ativacdo
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Frente a notavel participacdo das CEHs na patogénese das doencas hepaticas,

diversos estudos vém utilizando estas células ou moléculas que participam na sua

ativacdo, como alvo para terapias antifibroticas (HENDERSON et al.,
ROCKEY, 2013).

2.2 Terapias antifibréticas e novas abordagens

2006;

Durante muito tempo acreditou-se que a fibrose hepética era um processo

irreversivel (BONIS et al.,

2001). Porém estudos vém demonstrando que a

reversibilidade da fibrose é possivel e estd associada a reabsorcdo da cicatriz

fibrética e inativacdo das CEHs produtoras de colageno (LIU et al., 2013).

Os tratamentos existentes para as hepatopatias sao limitados e diferenciados a

depender da causa e/ou persisténcia do estimulo. Em geral, as terapias tentam deter

ou atrasar a agressao tecidual, conseguindo apenas minimizar os danos aos tecidos,

reduzindo as complicagBes associadas a doenc¢a. Quando as medidas terapéuticas
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nao sao eficientes, os pacientes podem evoluir para forma cronica da doenga com a
presenca do quadro de cirrose e faléncia hepética. Nesses casos o transplante do
figado passa a ser a Unica opcdo terapéutica efetiva (JIANG; TOROK, 2013).
Contudo, esse procedimento é de alto risco e bastante invasivo, dificultado tambéem
pela baixa disponibilidade de oOrgdos pelo sistema de saude. Além disso, a
dependéncia do paciente transplantado por medicamentos imunossupressores e a
probabilidade de uma possivel rejeicdo ao novo 6rgéo sdo fatores de risco limitantes
para o transplante (PELLICORO; RAMACHANDRAN; IREDALE, 2012).

O desenvolvimento de uma terapia antifibrética, direcionada a inibicdo da
sintese de colageno, modulacdo da ativacdo das CEHs, degradacdo da MEC e
estimulacdo da morte de CEHSs, seria ideal para o tratamento das diferentes doencas
cronicas do figado. Diversos compostos, incluindo drogas, citocinas e vitaminas, tais
como a polienilfosfatidilcolina, colchicina, interleucina-10 (IL-10), interferon—y (IFN-y),
vitamina E e medicamentos fitoterapicos, tém sido utilizados em ensaios clinicos,
contudo, evidéncias que comprovem as suas efichAcias no tratamento das
hepatopatias sao insufucientes (ROCKEY, 2013).

A colchicina € uma droga anti-inflamatdéria e antifibrotica (RAMBALDI; GLUUD,
2001), conhecida por inibir a sintese de colageno (KERSHENOBICH et al., 1988).
Ensaios clinicos tém sido realizados, porém a efetividade da droga néo foi
comprovada e por isso, ndo é recomendada para uso em pacientes (MORGAN et
al., 2005; RAMBALDI; GLUUD, 2001). No estudo realizado por Morgan et al. (2005),
nao foram observadas diferencas significativas na mortalidade (geral e devido a
complicacBes especificas do figado) de pacientes com cirrose alcodlica avancada
apOs tratamento com a colchicina, quando comparados com pacientes que
receberam o placebo. Em estudo comparativo de 14 ensaios clinicos de paciente
com fibrose ou cirrose, alcodlica ou ndo alcodlica, além de néo ter sido observado
diferenca na mortalidade (geral e especifica), também néo foi constatada alteracdes
na morfologia hepatica, nem em niveis de marcadores de fibrose (RAMBALDI;
GLUUD, 2001).

O interferon-gama (IFN-y) tem demonstrado ser um potente inibidor da ativacéo
de CEHs e, portanto, um possivel inibidor da fibrogénese. Porém, um largo estudo
clinico randomizado demonstrou que o IFN-y nao foi capaz de diminuir a fibrose em
pacientes infectados pelo virus da hepatite C (HCV) que apresentavam fibrose

avancada. Os autores concluiram que o tratamento foi ineficaz devido ao estagio
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avancado da cirrose hepatica dos pacientes ou pela necessidade de um maior
tempo de tratamento (ROCKEY, 2008).

Trabalhos mais recentes vém sugerindo a utilizacdo de pequenos RNAs de
interferéncia (SiRNA) como forma de inibir a expressdao de moléculas alvos
envolvidas na fibrogénese (NOVOBRANTSEVA et al.,, 2008; VAISHNAW et al.,
2010). A maioria dos genes alvos séo aqueles relacionados a proliferacao e ativacao
das CEHs ou na sintese e deposicdo de colageno. O TGF-B, por possuir papel
essencial na ativacdo das CEHs e na fibrogénese, se tornou um importante alvo
terapéutico. Cheng et al. (2009) construiram 10 siRNAs que possuiam como alvo o
MRNA do TGF- e transformaram os dois siRNAs mais efetivos em small hairpin
RNA (shRNA), os quais foram transfectados em CEHs imortalizadas de rato (HSC-
T6). Os niveis de TGF-B foram significativamente reduzidos nas células
transfectadas, comprovando o silenciamento efetivo do mesmo. Outros efeitos
subsequentes a diminuicdo dessa citocina também foram observados, como a
diminuicdo da expressdo de colageno I, TIMP-1 e citocinas inflamatérias. Estes
resultados sugerem que a utilizacdo de siRNAs e shRNAs é uma abordagem
promissora para o tratamento da fibrose hepatica (CHENG; YANG; MAHATO, 2009).

Um dos desafios no desenvolvimento de uma medida terapéutica antifibrética
eficiente é a necessidade da especificidade da terapia, ou seja, as medidas tomadas
devem agir apenas na célula efetora. A inibicdo do TGF- por shRNA, por exemplo,
pode promover efeitos colaterais, visto que esta citocina tem papel importante na
regulacédo do crescimento celular, dentre outras funcbes. Conseguir direcionar a
terapia a um tipo celular especifico (preferencialmente, nos casos de fibrose
hepatica, a CEH) seria o ideal (ROCKEY, 2013).

A falta de métodos de acompanhamento dos niveis de fibrose também & um
problema para o estudo da efetividade dos compostos testados. A biopsia do figado
€ 0 método padrao ouro para avaliar a fibrose, porém possui desvantagens como ser
invasivo e, ocasionalmente, pouco preciso (resultados podem variar quando
analisadas amostras de diferentes regifes do figado). Dessa forma, seria apropriado
0 estabelecimento de biomarcadores que pudessem auxiliar no monitoramento da
terapia (ROCKEY, 2013).

O desenvolvimento de uma terapia antifibrotica que seja eficiente, néo

hepatotoxica e segura quando utilizada por longos periodos é um desafio. Contudo,



21

terapias combinadas com diferentes alvos biolégicos pode ser uma nova abordagem
e a possivel solucdo no tratamento da patogénese da fibrose hepatica.

2.3 Galectina-3: estrutura, distribuicdo e funcéo

A Galectina-3 (Gal-3) é wuma lectina animal, monomérica, de
aproximadamente 30 kD, que possui afinidade por p-galactosideos (HENDERSON,
et al., 2008; SANZ; FUENTES; BERENGUEL, et al., 2013). Essa lectina possui uma
estrutura quimérica composta por trés dominios distintos: 1) Por¢do C-terminal, que
contém o dominio reconhecedor de carboidratos (DRC), formado por
aproximadamente 130 residuos de aminoacidos; 2) Extenso dominio rico em prolina,
glicina e tirosina e 3) Pequena porcao N-terminal, contendo um sitio de fosforilacéo
de serina (figura 3) (FARNWOETH, 2007; WANG et al., 2009).

Figura 3- Representacao esquematica da estrutura da Galectina-3.
Galectina-3

= Dominio reconhecedor de carboidratos

B = Dominio rico em prolina, glicina e tirosina

. = Dominio N-terminal

Fonte: Adaptada de Farnworth (2007).

Nota: A Gal-3 é uma lectina ligadora de B-galactosideos, de aproximadamente 30
kD. Possui na sua estrutura um curto dominio n-terminal, uma por¢éo intermediaria,
rica em prolina, glicina e tirosina e uma regido c-terminal, conhecida como dominio
reconhecedor de carboidratos (DCR).

O DRC da Gal-3 € responsével pela sua ligacdo a B-galactosideos, tais como a
lactose, N-acetillactosamina e galacto-oligossacaridos, presentes na superficie

celular e em moléculas da matriz extracelular. Esta ligacdo € o evento
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desencadeador das agdes bioldgicas da Gal-3 (SORME et al., 2003). Por ter
afinidade por uma variedade de moléculas, a Gal-3 desempenha papel modulador
em diversos processos, tais como apoptose e proliferacéo celular e esta relacionada
a patogénese de diversas doencas, como cancer e fiborose (HENDERSON; SETHI,
2009).

A Gal-3 faz parte de uma familia de lectinas, que possui um total de 15
membros, enumerados de acordo com a ordem cronolégica das suas descobertas
(SANZ; FUENTES; BERENGUEL et al.,, 2013). Foi primeiramente descrita como
Mac-2, uma proteina de superficie do macréfago identificada por Ho e Springer em
1982. Ao longo do tempo, outras denominagdes surgiram como CBP-35, IgEBP,
CBP-30, RL-29, L-29, L-31, L-34 e LBL.

A Gal-3 é expressa em diversos tipos celulares, tais como, CEHs, macréfagos
ativados, neutrdéfilos, eosindfilos, fibroblastos e células epiteliais dos tratos
respiratorio, gastrointestinal e renal (LEE et al., 2009; SAKAKI et al., 2010; ZHANG
et al., 2009). E encontrada tanto extracelular, como intracelularmente, no citoplasma
ou no nicleo (ARGUESO; PANJWANI, 2011). Dependendo da sua localizacio, ela
pode possuir diferentes funcbes bioldgicas (figura 4). Intracelularmente, a Gal-3
possui papel na proliferagcéo, diferenciacdo e crescimento celular, na apoptose e na
regulacdo da transcricdo (LI; LI; GAO, 2014). Ja na forma extracelular, ela participa
dos processos de adesao celular, angiogénese e promocéo da inflamacéo (LIU et
al., 1995; LI; LI; GAO, 2014). A Gal-3 é altamente expressa durante a diferenciacao
de mondcitos em macréfagos, podendo ser considerada um marcador de
diferenciacao (LIU et al., 1995).
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Figura 4 - Funcdes da Gal-3 a depender da sua localizag&o tecidual.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Além de estar envolvida em processos fisioloégicos, a Gal-3 também é
conhecida por participar de processos patologicos. Muitos estudos demonstram a
relagdo dos niveis elevados de Gal-3 com o desenvolvimento de cancer e metastase
(TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2004). Contudo, a sua participacdo na
carcinogénese é contraditoria. Dependendo do tecido e da fase do cancer, a Gal-3
pode tanto inibir como estimular a adesao celular, favorecendo ou ndo a invasao das
células transformadas para outros tecidos (EBRAHIM et al., 2014; OCHIENG et al.,
1998).

Ha evidéncias de que Gal-3 é regulada positivamente em cancer de mama
(MOISA et al., 2007), estdbmago (KIM et al., 2010), célon (POVEGLIANO et al., 2011,
WU et al., 2013), pancreas (SONG et al., 2012), cérebro (BINH et al., 2013), pele
(BRAEUER et al., 2012), rim (SAKAKI et al., 2010; STRAUBE et al., 2011) e tireoide
(CHIU et al., 2010; HTWE et al., 2010), sendo a sua alta expresséo relacionada com
a chance de metastase. Contudo, resultados contrarios foram obtidos por Tsuboi et
al. (2007), os quais sugerem que a Gal-3 encontra-se diminuida nos estagios mais
avancados de invasdo e metastase de cancer de colon. Além disso, estudos indicam
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gue, em cancer de préstata, a Gal-3 é regulada negativamente (COMPAGNO et al.,
2014; MERSEBURGER et al., 2008).

2.4 Gal-3 e fibrogénese

Evidéncias demonstram que a Gal-3 exerce um papel importante no
desenvolvimento de tecido fibroso em uma variedade de orgaos, tais como, rim
(HENDERSON et al., 2008), coracdo (CALVIER et al., 2013; HO et al.,, 2012;
MORROW; O'DONOGHUE, 2012; YU et al.,, 2013), pulm&o (MACKINNON et al.,
2012; NISHI et al., 2007) e figado (HENDERSON et al.,, 2006; HSU et al., 1999;
JIANG et al., 2012). Niveis elevados dessa lectina vém sendo encontrados tanto em
modelos experimentais como em pacientes acometidos por doencas fibréticas
(BAYES-GENIS, et al., 2014; LOPEZ-ANDRES, et al., 2012; MACKINNON, et al.,
2012; TANIGUCHI, et al., 2012; YU, et al., 2013). O mecanismo de acao exato da
Gal-3 na fibrogénese ainda ndo foi elucidado. Acredita-se que a Gal-3 participa
diretamente na ativacdo de miofibroblastos (figura 5) (HENDERSON et al., 2006).

Figura 5- Papel da Gal-3 na fibrogénese tissular.
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Fonte: Adaptada de Henderson e Sethi (2009).

Nota: Apds uma agressao tecidual, macréfagos (residentes ou recrutados) e
células epiteliais lesadas secretam Gal-3, que por sua vez participa diretamente da
ativacdo dos miofibroblastos secretores de MEC. O papel autécrino da Gal-3 sobre
os miofibroblastos ativados mantém a resposta fibrogénica.
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Em estudo de Henderson et al. (2006) foi observado aumento da expresséo de
Gal-3 em camundongos submetidos ao tratamento com tetracloreto de carbono
(CCl,). Adicionalmente, camundongos knockouts para o gene da Gal-3 tratados com
CCl, apresentaram diminuicdo significativa da expressdo de a-SMA (marcador de
CEH ativada) e de colageno quando comparados com camundongos selvagens
(HENDERSON et al., 2006). Estes dados sugerem que a Gal-3 regula a ativacao
das CEHs e a deposicdo de colageno durante a lesdo hepatica in vivo. Neste
mesmo estudo, ndo foi constatada diferenca nos niveis de TGF-B entre os
camundongos Gal-3" e selvagens apés estimulo do CCl,. Este resultado indica que
a auséncia da Gal-3 é capaz de inibir a fibrose apesar dos niveis semelhantes da
principal citocina pro-fiorogénica (HENDERSON et al., 2006). Em concordancia com
estes resultados, Jiang et al. (2012) também verificaram reducéo significativa nos
niveis de fibrose, com diminuicdo da expressdo de a-SMA e TGF-B em
camundongos Gal-3" induzidos & desenvolver lesdo hepética através do modelo de
ligacdo do ducto biliar (JIANG et al., 2012). Confirmando ainda mais o envolvimento
da Gal-3 com o desenvolvimento de tecido fibroso, foi observada reducdo desta
lectina em animais cirrGticos que obtiveram melhora hepética apds terapia com
células-tronco (OLIVEIRA et al., 2012).

Estudos relataram anteriormente que as CEHs sao capazes de fagocitar corpos
apoptoticos provinientes de hepatdcitos mortos, e que em decorréncia desta acao,
se transdiferenciam em miofibroblastos secretores de colageno e TGF-B (JIANG et
al., 2012). A Gal-3 tem sido descrita como uma lectina que regula este processo de
ativacdo de CEHs mediada por fagocitose. Isso foi evidenciado in vitro, quando
CEHs obtidas de camundongos Gal-3", tratadas com corpos apoptéticos, exibiram
uma diminuicdo da atividade fagocitica, além de reducédo na expressao de TGF-3 e
al-procolageno. Quando adicionada uma Gal-3 recombinante & cultura, estes efeitos
eram revertidos (JIANG et al. 2012).

Diante da participacdo importante na promocdo da fibrose, a Gal-3 tem sido
estudada como um potencial alvo para terapias antifibroticas. O desenvolvimento de
metodologias capazes de inibir a acdo desta lectina pode trazer resultados
promissores no tratamento das diversas doencgas cronicas do figado.
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2.5 Gal-3 e ativagéo alternativa de macréfagos

A depender do microambiente onde se encontram, os macréfagos podem
seguir duas vias de ativacdo, a via classica (perfil M1) e via alternativa (perfil M2). A
via classica foi a primeira via a ser descoberta (por isso 0 nome “classica”) e é
ativada por agentes microbianos ou por citocinas do tipo Thl, como IFN-y ou
interleucina-12 (IL-12). Esta ativacdo desencadeia uma resposta inflamatoria e
citotoxica, com o objetivo de erradicar os agentes invasores ou células tumorais,
liberando 6xido nitrico (NO) e citocinas proé-inflamatérias, tais como, TNF-a e IL-6.
Os macréfagos M1 tém papel fundamental na primeira linha de defesa do
hospedeiro, tendo uma potente funcdo microbicida, todavia, a liberacdo excessiva e
continua destas substancias podem levar a lesdo do proprio tecido do hospedeiro
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Quando estimulados por citocinas do tipo Th2, como IL-4 e IL-13, os
macrofagos adquirem um fenotipo alternativamente ativado. Estes macrofagos sao
responsaveis pela resolucdo da inflamacdo e remodelagem tecidual e vem sendo
associado a diversas doencas, como asma, infec¢cdes parasitarias, reparacdo de
lesGes e na fibrogénese de doencas granulomatosas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011).

Quando alternativamente ativados, os macréfagos passam a secretar fatores
de crescimento que estimulam a proliferacdo de fibroblastos (PDGF), sintese de
coldgeno (TGF-B) e formacdo de novos vasos sanguineos (fator de crescimento de
fibroblastos, FGF) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Além das citocinas Thl e Th2 mencionadas anteriormente, outras moléculas
sdo capazes de direcionar a ativagcdo dos macréfagos, determinando a sua
funcionalidade. A Gal-3 tem sido demonstrada como um fator importante para a
ativacdo alternativa dos macrofagos, sendo assim um possivel mecanismo de
promocéao de fibrose.

MacKinnon et al. (2008) demonstraram que a delecdo do gene da Gal-3 em
camundongos reprimiu a ativacdo alternativa dos macréfagos induzida por IL-4 e IL-
13, de medula éssea (in vitro), e de macréfagos residentes e de lavado peritoneal (in
vivo), sem afetar a ativagdo classica induzida por IFN-y e lipopolissacarideo (LPS).

Neste mesmo estudo foi demonstrado a inibicdo da ativacdo alternativa dos
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macréfagos mediada por IL-4, através da utilizagdo de um siRNA contra a Gal-3 e
contra o seu receptor de membrana presente nos macréfagos, o CD98.

A inducédo de um perfil especifico de ativacdo do macrofago pode ser util no
tratamento de doencas e pode ser estudada para sua utilizacao futura em terapias.
O uso de inibidores de Gal-3, a fim de bloquear a ativagdo alternativa dos
macréfagos, pode representar uma boa alternativa terapéutica para doencas

inflamatorias cronicas, fibréticas e neoplasicas (LI; LI; GAO, 2014).

2.6 Inibidores de Gal-3: Pectina Citrica Modificada e N-acetilactosamina

A pectina € um polissacarideo complexo encontrado em algumas frutas e
vegetais, como na polpa de macéa e nas cascas de frutas citricas (MORRIS et al.,
2013). E conhecida pela sua utilizagdo na indlstria farmacéutica como agente
gelificante ou na estabilizacdo de bebidas lacteas a base de 4cido (MAXWELL et al.,
2012). Sua estrutura € complexa e possui um alto peso molecular, o que dificulta a
sua absorcéao pelo trato gastrointestinal (MORRIS et al., 2013).

A pectina citrica modificada (PCM) foi produzida a partir da fragmentacao
enzimatica da pectina em por¢cdes menores (de 5 a 10 kD), para facilitar a sua
assimilacao pelo organismo (MORRIS et al., 2013). Evidéncias demonstram que a
PCM é capaz de se ligar aos dominios reconhecedores de carboidratos da Gal-3 e
inibir a sua agdo (GUNNING; BONGAERTS; MORRIS, 2009; MORRIS et al., 2011).
Visto que a Gal-3 tem sido associada ao desenvolvimento de tecido fibroso e
progressdo de cancer, a utilizagdo de um ligante inibidor natural, como a PCM, pode
contribuir para a melhora de diversas doencas fibréticas e tumorais.

A maioria dos estudos realizados utilizando a PCM baseiam-se na sua
propriedade anti-tumoral (MORRIS et al., 2013). Dados de estudos in vitro ou in vivo
demonstraram que a MCP é eficaz contra uma variedade de cénceres, incluindo
cancer da prostata (GLINSKII et al., 2005; HSIEH; WU, 1995; PIENTA et al., 1995),
cancer do célon (HAYASHI et al., 2000; NANGIA-MAKKERETAL, 2002), cancer de
mama (GLINSKII et al., 2005; NANGIA-MAKKER et al., 2002; SATHISHA et al.,
2007), melanoma (INOHARA; RAZ, 1994;. PLATT; RAZ, 1992), mieloma multiplo
(CHAUHAN et al., 2005) e hemangiossarcoma (JOHNSON et al., 1992).

Ainda sao poucos os estudos sobre o papel da PCM nas doencas fibroticas.

Kolatsi-Joannou et al. (2011) avaliaram o efeito da PCM em modelo experimental de
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lesdo renal aguda induzida por &cido félico. Neste estudo, foi observado que 0s
camundongos tratados com PCM a 1% apresentaram niveis mais baixos de Gal-3,
associado com a diminuicdo da fibrose renal. Além disso, em modelo de fibrose
vascular induzida por aldosterona, em ratos, a administracdo da PCM foi capaz de
inibir a Gal-3 e diminuir a expressao de colageno tipo |, revertendo o quadro de
hipertrofia vascular, inflamacéao e fibrose (CALVIER et al., 2013).

O Unico estudo disponivel na literatura que avalia o efeito da PCM no figado
foi realizado em modelo experimental de cancer de colon e metastase hepatica.
Nesse trabalho, células de cancer de colon foram injetadas no baco de
camundongos que, dois dias apds a cirurgia, foram tratados continuamente com
diferentes concentracdes de PCM, baixa (1%), média (2,5%) e alta (5%). Foi
observada a reducdo da porcentagem da metastase hepatica de maneira
proporcional a concentracdo da PCM, sendo a dose de 5% a mais eficiente (LIU et
al., 2008; LIU; HUANG; YANG, 2008).

A utilizacdo da PCM em modelo experimental de fibrose hepética é uma
abordagem inovadora no tratamento das doencas do figado. Espera-se que a sua
utilizacdo seja capaz de promover uma melhora tecidual apds estimulo agressor
continuo. Além disso, ja é conhecido que o consumo da PCM é seguro e ndo toxico,
visto que a mesma ja é comercializada como suplemento alimentar (PectaSol-C)
(ELIAZ, 2011).

Assim como a PCM, a LacNAc também é um carboidrato, porém, de estrutura
guimica pequena e bem definida, de formula molecular C14H,5NO1; (figura 6) Esta é
um dissacarideo, que consiste em unidades de galactose e n-acetilglicose, que,
muitas vezes, aparece como um elemento estrutural de oligoconjugados de
importancia biologica (CARBOSYNTH). Este composto é capaz de se ligar ao DRC
das lectinas e dessa forma inibir seus efeitos, e por isso, vem sendo amplamente
utiizado na investigacdo do papel e funcbes de lectinas, incluindo a Gal-3
(CARBOSYNTH; DEMOTTE et al., 2010; RABINOVICH, 1999; SORME et al., 2002;
UMEMOTO et al., 2003).
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Figura 6- Estrutura quimica de LacNAc.
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Fonte: Toronto Research Chemicals Inc (2015).
Nota: A LacNAc é um dissacarideo de estrutura quimica bem
definida e que possui a formula molecular C14HsNO; ;.

A utilizagdo da LacNAc como inibidor de Gal-3 vem demonstrando resultados
promissores, sendo capaz de reverter fibroses cardiacas e renais, em modelos
experimentais (YU et al.,, 2013; FRENAY et al., 2014). Ratos transgénicos que
superexpressam renina e, assim, desenvolvem hipertensdo grave e hipertrofia
cardiaca [TGR (mREN2) 27], apdés tratamento com LacNAc, apresentaram
atenuacao da disfuncéo ventricular esquerda associada a diminuicdo de fibrose (YU
et al., 2013). De maneira semelhante, camundongos submetidos a constricdo adrtica
transversal (TAC) (modelo de insuficiéncia cardiaca), apresentaram inibicdo da
progressdo do remodelamento cardiaco e diminuicdo dos niveis de fibrose, apés
tratamento com LacNAc (YU et al.,, 2013). Este efeito inibidor também pb&de ser
observado em ensaio in vitro, onde cultura de fibroblastos dermais de humanos
adultos, apo6s tratamento com LacNAc, exibiram diminuicdo da produgcdo e
deposicdo de colageno | e lll, quando comparado com cultura na auséncia do
inibidor (YU et al., 2013).

Em modelo de nefropatia hipertensiva, ratos apresentaram diminuicdo de a-
SMA, colageno | e lll, além de atenuacéo da proteinuria e dos niveis de creatinina
plasmatica, ap0s terapia com LacNAc. No geral, a administracdo deste inibidor foi
capaz de reduzir a lesdo renal e promover a melhora da fungcéo do 6rgao (FRENAY
et al., 2014).

Poucos estudos avaliam a utilizagcdo da LacNAc em modelos de doengas
fibréticas e ainda ndo se tém evidéncias do seu papel e do seu potencial terapéutico

frente as lesbes hepaticas crénicas. Diante disso, maiores estudos sdo necessarios
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avaliar a eficiéncia da inibicdo da Gal-3 por este inibidor farmacolégico no figado e
investigar se esta abordagem poderia se tornar uma possivel op¢ao terapéutica.
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3 JUSTIFICATIVA

As doencas hepaticas representam um grave problema de saude publica,
sendo responsaveis por um consideravel nimero de atendimentos e internacdes
hospitalares com um indice crescente de risco de morte. Segundo dados recentes
da Sociedade Brasileira de Hematologia (SBH), cerca de 30 mil pessoas morrem por
ano devido as doencas hepaticas no Brasil. Contudo, ainda ndo existe uma terapia
eficaz frente as lesbes do figado. Atualmente, o tratamento se resume na tentativa
de remocdo do estimulo agressor e em casos mais graves, como na insuficiéncia
hepatica descompensada, o transplante de figado tem sido a terapia mais indicada.
Diante deste cenario, fica clara a necessidade de estudos mais aprofundados sobre
o processo de fibrogénese e da busca de novas terapias antifibrosantes.

A alta expressao da Gal-3 tem sido associada ao desenvolvimento de fibrose
em uma variedade de orgaos, inclusive no figado, estando relacionada diretamente
com a ativacdo das CEHs, descrita hoje como a principal célula envolvida no
processo de fibrogénese. Dessa forma, estudos de métodos nédo invasivos, que
visem inibir a acdo da Gal-3 s&o de extrema importancia no desenvolvimento de
terapias antifibrosantes. Estudos vém demonstrando que a PCM produzida a partir
da parte branca da casca dos citrinos, pode limitar e bloquear o excesso da
atividade da proteina Gal-3. De