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RESUMO 

 
 

As lesões crônicas do fígado são resultantes de agressões persistentes, onde a 
desorganização e destruição do tecido podem desencadear processos de 
regeneração e fibrose. Para que a integridade e homeostase do órgão sejam 
restauradas, várias vias intracelulares e intercelulares são ativadas. Uma delas é a 
através da liberação de moléculas pró-fibrogênicas, a exemplo da lectina solúvel b-
galactosídea, a galectina-3 (Gal-3). A alta expressão dessa lectina tem sido 
associada a fibrogênese no fígado. A descoberta de moléculas capazes de se ligar à 
Gal-3 e inibir a sua ação são importantes no desenvolvimento de terapias anti-
fibrosantes. A pectina cítrica modificada (PCM) e a N-acetilactosamina (LacNAc) 
demonstraram ação benéfica no tratamento de doenças fibróticas, incluindo renais e 
cardíacas, contudo, pouco se sabe sobre suas eficácias na fibrose hepática. Diante 
disso, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos das administrações da PCM e 
LacNAc quanto aos níveis de Gal-3 e fibrose em modelo experimental de lesão 
hepática crônica. Inicialmente, a fibrose hepática foi induzida em camundongos 
C57BL/6 pela administração de tetracloreto de carbono a 20% diluído em azeite de 
oliva. Grupos de camundongos com dois ou quatro meses de lesão 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 
utilizados como um controle. Subsequentemente às intervenções, análises 
morfométricas, bioquímicas, imunológicas e de biologia molecular foram realizadas. 
Na análise morfométrica, não se verificou alteração 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 níveis de 
hidroxiprolina. Adicionalmente, não foi observada alteração dos níveis de Gal-3, 
MMP-9 e TIMP-1 após tratamento com os inibidores. Os resultados obtidos 
indicaram que a PCM e a LacNAc não foram capazes de inibir a Gal-3 no fígado, e 
portanto, não interferiram na deposição de tecido fibroso nesse modelo 
experimental.  
 

 

Palavras-chaves: Fibrose Hepática; 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 INTRODUÇÃO 

 

As hepatopatias são decorrentes de diferentes etiologias, e têm gerado uma 

curva ascendente de morbimortalidade em todo o mundo (LEE; FRIEDMAN, 2011). 

As causas mais comuns das doenças hepáticas são as hepatites virais, o consumo 

excessivo do álcool e a doença hepática gordurosa associada à obesidade 

(HERNANDES-GEA; FRIEDMAN, 2011; LEE; FRIEDMAN, 2011). 

De uma forma geral, lesões hepáticas persistentes resultam em 

desorganização e destruição tecidual. Para restaurar a homeostase dos tecidos, vias 

intracelulares e intercelulares são ativadas no intuito de promover o reparo hepático. 

No sistema de reparo, mecanismos pró fibrogênicos estão envolvidos no processo 

de cicatrização (WICK et al., 2013). Uma das moléculas envolvidas é uma lectina 

solúvel b-galactosídea, a galectina-3 (Gal-3). Essa lectina participa em uma 

variedade de processos, tanto fisiológicos quanto patológicos, incluindo uma 

interação entre inflamação e fibrogênese (SASAKI, 1999).  

Através de ensaios in vitro, verificou-se que a Gal-3 está presente em diversos 

processos biológicos, tais como proliferação celular (MOUTSATSOS et al., 1987; 

INOHARA et al, 1998), apoptose, resposta inflamatória (COLNOT et al., 1998; HSU 

et al., 2000) e fibrogênese (HSU et al., 1999). Os trabalhos in vivo, por sua vez, 

comprovaram o papel da Gal-3 na proliferação das células mesangiais e progressão 

da doença renal inflamatória (SASAKI et al., 1999); na patogênese da disfunção 

cardíaca, atuando de forma direta na regulação da fibrose cardíaca e 

remodelamento (LOK et al., 2010); como mediador inflamatório em lesões agudas 

do fígado (DRAGOMIR et al., 2012); na patogênese hepática crônica onde animais 

com deleção do gene da Gal-3 apresentaram uma menor ativação de células 

estreladas e uma diminuição na deposição de colágeno (HENDERSON et al., 2006); 

Em estudos do nosso grupo com animais cirróticos submetidos a terapia com célula-

tronco, foi observada a redução da expressão da Gal-3 nos camundongos que 

obtiveram melhora hepática após terapia (OLIVEIRA et al., 2012)  

Uma vez que a Gal-3 está sendo relacionada com a patogênese de diversas 

doenças, 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 administração 

de moléculas capazes de se ligar à Gal-3 e inibir a sua ação, como é o caso da 
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pectina cítrica 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 oncológicos, bem 

como em alguns estudos clínicos em pacientes com câncer (MORRIS et al., 2013). A 

LacNAc, por sua vez, é um carboidrato sintético, que tem apresentado efeito 

benéfico em modelos experimentais de fibrose em diferentes órgãos, tais como rim e 

coração (FRENAY et al., 2014; YU et al., 2013). 

O presente trabalho adotou um desenho de estudo, no qual, grupos de 

camundongos com lesão crônica do fígado 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 às intervenções, diversos parâmetros foram avaliados, como 

expressão de Gal-3 e quantificação de fibrose e seus mediadores. Pretendemos 

com esse estudo confirmar o envolvimento da Gal-3 na patogênese da doença 

hepática e investigar o potencial terapêutico dos inibidores PCM e LacNAc, em 

lesões de fígado. 
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2 REFERENCIALTEÓRICO 

 

2.1  Fibrogênese hepática 

 

A fibrose hepática é um processo dinâmico que se inicia como uma resposta a 

estímulos agressores, que quando persistentes, levam a deposição exacerbada de 

matriz extracelular (MEC) e consequente substituição do parênquima hepático por 

tecido de cicatrização (ROCKEY, 2013). As hepatites virais B e C são as causas 

mais frequentes de lesão no fígado, com uma estimativa de 350 e 170 milhões de 

indivíduos infectados, respectivamente (CUSTER et al., 2004). O consumo 

excessivo do álcool é outro fator comum de lesão crônica hepática, e seu uso 

contínuo, muitas vezes associado às infecções virais, levam o paciente a progredir 

para o estágio de cirrose, hepatocarcinoma e insuficiência hepática (MILLER et al., 

2011). Dentre outros fatores que promovem a fibrogênese hepática pode-se citar: 

esteatose (DAS et al., 2010), hepatite autoimune (LIM et al., 2008), obstrução do 

ducto biliar, infecções parasitárias (a exemplo das causadas pelo Schistosoma 

mansoni) (ANDERSSON; CHUNG, 2007) e desordens metabólicas tais como 

hemocromatose e a doença de Wilson (LEFKOWITCH, 2006).  

 Lesões hepáticas persistentes ativam o processo de reparo que tenta 

restabelecer o orgão morfofuncionalmente. De uma forma geral, quando o fígado 

sofre alguma agressão, células inflamatórias e residentes, como as células de 

Kupffer, são recrutadas e passam a liberar citocinas, tais como Fator de Crescimento 

Tumoral-β (TGF-β), Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e outros agentes 

quimiotáticos que regulam a resposta inflamatória e estimulam a fibrogênese 

hepática (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). A fibrogênese se deve, 

principalmente, à ativação e alteração fenotípica das células estreladas hepáticas 

(CEHs), que em estado normal encontram-se quiescentes no espaço perisinusoidal 

de Disse (CASSIMAN et al., 2002; JIANG; TÖRÖK, 2013). Quando são ativadas, as 

CEHs liberam seus depósitos de vitamina A e adquirem um fenótipo semelhante à 

miofibroblasto, passando a expressar alfa-actina de músculo liso (α-SMA) e produzir 

componentes da matriz extracelular (MEC) em grandes quantidades (HERNANDEZ-

GEA; FRIEDMAN, 2011; JIANG; TÖRÖK, 2013). Em lesões crônicas avançadas, o 

fígado apresenta um aumento considerável dos componentes da MEC incluindo 

colágenos, principalmente colágenos dos tipos I e III, glicoproteínas e 
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proteoglicanas, que passam a preencher espaços que, anteriormente à lesão, eram 

ocupados por tecidos íntegros (IREDALE, 2007; TSUKADA; PARSONS; RIPPE, 

2006). Um esquema ilustrativo do mecanismo geral da formação de fibrose no 

fígado pode ser visto a seguir, na figura 1. 

 

 

Figura 1-  Esquema do mecanismo geral da fibrogênese hepática. 

 

Fonte:  Adaptado de Friedman (2008) e Mormone, George e Nieto (2011). 
Nota:  Após uma agressão tecidual, células inflamatórias, como os neutrófilos e macrófagos, são 
recrutadas para o local de lesão e passam a secretar citocinas pró-inflamatórias (TNF-ɑ e INF-γ) e 
pro-fibrogênicas (TGF-β e PDGF). Principalmente pela ação do TGF-β, as CEHs são ativadas, 
adquirem um fenótipo de miofibroblasto e passam a secretar componentes da matriz extracelular. 
Quando os estímulos agressores persistem, ocorre uma deposição excessiva deste tecido de 
cicatrização, dando origem à fibrose. 

 

 

Além das CEHs (ROCKEY, 2006), outras células estão envolvidas no 

desenvolvimento de fibrose no fígado, dentre elas estão os fibroblastos periportais 

(DRANOFF et al., 2007), fibrócitos (KISSELEVA et al., 2006) e miofibroblastos 

(KALLURI; NEILSON, 2003; KAIMORI et al., 2007).  

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

por enzimas responsáveis pela degradação da MEC, denominadas de 
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Metaloproteinases (MMP), e por seus inibidores específicos (TIMPs, do inglês tissue 

inhibitors of metalloproteinases) (DUARTE et al., 2015). Quando ocorre dano ao 

tecido, o equilíbrio funcional é prejudicado e há alterações nos processos de 

fibrogênese e de fibrólise, resultando em um acúmulo do tecido fibroso (IREDALE; 

THOMPSON; HENDERSON, 2013). A MMP-9 (gelatinase B), juntamente com a 

MMP-13, são as principais enzimas que promovem a degradação da MEC, e sua 

ativação pode ser bloqueada pelos inibidores TIMP-1 e TIMP-2, respectivamente 

(KURZEPA et al., 2014). 

 Em lesões hepáticas crônicas, é observado um aumento dos níveis de TIMP-

1 e este fenômeno está associado à inibição da atividade de degradação da MMP-9, 

resultando na deposição de tecido fibroso (FRIEDMAN et al., 2013). A expressão 

deste inibidor de metaloproteinase vem sendo correlacionado com o aumento dos 

níveis de colágeno e de ɑ-SMA, sendo diretamente associado com a ativação das 

CEHs e com a intensidade da fibrose no fígado (IREDALE; THOMPSON; 

HENDERSON, 2013). Por isso, a dosagem dos níveis séricos de TIMP-1, vem sendo 

utilizada como um dos marcadores do estadiamento de doenças hepáticas crônicas 

(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 fígados lesionados, 

porém de uma forma não relacionada ao grau de fibrose (HEMMANN et al., 2007). 

 Além de secretar grandes quantidades de MEC, as CEHs ativadas expressam 

uma combinação de MMPs e TIMPs, principalmente TIMP-1, a qual inibe a atividade 

de degradação das MMPs, contribuindo para o acúmulo de tecido fibroso no órgão 

(IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013). Adicionalmente, as CEHs secretam 

TGF-β, descrita atualmente como a citocina pró-fibrogênica mais potente do fígado 

(LEE; FRIEDMAN, 2011). Esta citocina, além de induzir a diferenciação das CEHs 

em miofibroblastos secretores de MEC, também está envolvida no aumento da 

expressão de TIMP-1, reforçando o seu papel fibrogênico (IREDALE; THOMPSON; 

HENDERSON, 2013) (figura 2). 
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Figura 2 - Participação da CEH na patogênese da fibrose hepática. 

 
Fonte:  Adaptada de Friedman (2000). 
Nota:  Na fisiologia normal do fígado, as CEHs possuem uma morfologia estrelada e 
encontram-se quiescente no espaço perisinusoidal de Disse. Em decorrência de uma lesão 
no orgão, essas células são ativadas, adquirem um fenótipo de miofibroblasto e secretam 
grandes quantidades de MEC. Esta deposição excessiva de tecido de cicatrização contribui 
para a perda da microvilosidade hepática, além de causar outros danos teciduais, os quais 
evoluem progressivamente, levando a falha da função do orgão. A ativação dos 
macrófagos, também em decorrência de danos teciduais, contribuem para a ativação 
parácrina das CEHs. 
 

 

Frente à notável participação das CEHs na patogênese das doenças hepáticas, 

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

ativação, como alvo para terapias antifibróticas (HENDERSON et al., 2006; 

ROCKEY, 2013). 

 

2.2 Terapias antifibróticas e novas abordagens 

 

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

irreversível (BONIS et al., 2001). Porém estudos vêm demonstrando que a 

reversibilidade da fibrose é possível e está associada à reabsorção da cicatriz 

fibrótica e inativação das CEHs produtoras de colágeno (LIU et al., 2013).  

Os tratamentos existentes para as hepatopatias são limitados e diferenciados a 

depender da causa e/ou persistência do estímulo. Em geral, as terapias tentam deter 

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

reduzindo as complicações associadas à doença. Quando as medidas terapêuticas 
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não são eficientes, os pacientes podem evoluir para forma crônica da doença com a 

presença do quadro de cirrose e falência hepática. Nesses casos o transplante do 

fígado passa a ser a única opção terapêutica efetiva (JIANG; TÖRÖK, 2013). 

Contudo, esse procedimento é de alto risco e bastante invasivo, dificultado também 

pela baixa disponibilidade de órgãos pelo sistema de saúde. Além disso, a 

dependência do paciente transplantado por medicamentos imunossupressores e a 

probabilidade de uma possível rejeição ao novo órgão são fatores de risco limitantes 

para o transplante (PELLICORO; RAMACHANDRAN; IREDALE, 2012). 

O desenvolvimento de uma terapia antifibrótica, direcionada a inibição da 

síntese de colágeno, modulação da ativação das CEHs, degradação da MEC e 

estimulação da morte de CEHs, seria ideal para o tratamento das diferentes doenças 

crônicas do fígado. Diversos compostos, incluindo drogas, citocinas e vitaminas, tais 

como a polienilfosfatidilcolina, colchicina, interleucina-10 (IL-10), interferon−γ (IFN-γ), 

vitamina E e medicamentos fitoterápicos, têm sido utilizados em ensaios clínicos,  

contudo, evidências que comprovem as suas eficácias no tratamento das 

hepatopatias são insufucientes (ROCKEY, 2013). 

A colchicina é uma droga anti-inflamatória e antifibrótica (RAMBALDI; GLUUD, 

2001), conhecida por inibir a síntese de colágeno (KERSHENOBICH et al., 1988). 

Ensaios clínicos têm sido realizados, porém a efetividade da droga não foi 

comprovada e por isso, não é recomendada para uso em pacientes (MORGAN et 

al., 2005; RAMBALDI; GLUUD, 2001). No estudo realizado por Morgan et al. (2005), 

não foram observadas diferenças significativas na mortalidade (geral e devido a 

complicações específicas do fígado) de pacientes com cirrose alcoólica avançada 

após tratamento com a colchicina, quando comparados com pacientes que 

receberam o placebo. Em estudo comparativo de 14 ensaios clínicos de paciente 

com fibrose ou cirrose, alcoólica ou não alcoólica, além de não ter sido observado 

diferença na mortalidade (geral e específica), também não foi constatada alterações 

na morfologia hepática, nem em níveis de marcadores de fibrose (RAMBALDI; 

GLUUD, 2001). 

O interferon-gama (IFN-γ) tem demonstrado ser um potente inibidor da ativação 

de CEHs e, portanto, um possível inibidor da fibrogênese. Porém, um largo estudo 

clínico randomizado demonstrou que o IFN-γ não foi capaz de diminuir a fibrose em 

pacientes infectados pelo vírus da hepatite C (HCV) que apresentavam fibrose 

avançada. Os autores concluíram que o tratamento foi ineficaz devido ao estágio 
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avançado da cirrose hepática dos pacientes ou pela necessidade de um maior 

tempo de tratamento (ROCKEY, 2008).  

Trabalhos mais recentes vêm sugerindo a utilização de pequenos RNAs de 

interferência (siRNA) como forma de inibir a expressão de moléculas alvos 

envolvidas na fibrogênese (NOVOBRANTSEVA et al., 2008; VAISHNAW et al., 

2010). A maioria dos genes alvos são aqueles relacionados à proliferação e ativação 

das CEHs ou na síntese e deposição de colágeno. O TGF-β, por possuir papel 

essencial na ativação das CEHs e na fibrogênese, se tornou um importante alvo 

terapêutico. Cheng et al. (2009) construiram 10 siRNAs que possuiam como alvo o 

mRNA do TGF-β e transformaram os dois siRNAs mais efetivos em small hairpin 

RNA (shRNA), os quais foram transfectados em CEHs imortalizadas de rato (HSC-

T6). Os níveis de TGF-β foram significativamente reduzidos nas células 

transfectadas, comprovando o silenciamento efetivo do mesmo. Outros efeitos 

subsequentes à diminuição dessa citocina também foram observados, como a 

diminuição da expressão de colágeno I, TIMP-1 e citocinas inflamatórias. Estes 

resultados sugerem que a utilização de siRNAs e shRNAs é uma abordagem 

promissora para o tratamento da fibrose hepática (CHENG; YANG; MAHATO, 2009). 

Um dos desafios no desenvolvimento de uma medida terapêutica antifibrótica 

eficiente é a necessidade da especificidade da terapia, ou seja, as medidas tomadas 

devem agir apenas na célula efetora. A inibição do TGF-β por shRNA, por exemplo, 

pode promover efeitos colaterais, visto que esta citocina tem papel importante na 

regulação do crescimento celular, dentre outras funções. Conseguir direcionar a 

terapia a um tipo celular específico (preferencialmente, nos casos de fibrose 

hepática, a CEH) seria o ideal (ROCKEY, 2013). 

A falta de métodos de acompanhamento dos níveis de fibrose também é um 

problema para o estudo da efetividade dos compostos testados. A biopsia do fígado 

é o método padrão ouro para avaliar a fibrose, porém possui desvantagens como ser 

invasivo e, ocasionalmente, pouco preciso (resultados podem variar quando 

analisadas amostras de diferentes regiões do fígado). Dessa forma, seria apropriado 

o estabelecimento de biomarcadores que pudessem auxiliar no monitoramento da 

terapia (ROCKEY, 2013).   

O desenvolvimento de uma terapia antifibrótica que seja eficiente, não 

hepatotóxica e segura quando utilizada por longos períodos é um desafio. Contudo, 
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terapias combinadas com diferentes alvos biológicos pode ser uma nova abordagem 

e a possível solução no tratamento da patogênese da fibrose hepática. 

 

2.3 Galectina-3: estrutura, distribuição e função 

 

 A Galectina-3 (Gal-3) é uma lectina animal, monomérica, de 

aproximadamente 30 kD, que possui afinidade por β-galactosídeos (HENDERSON, 

et al., 2008; SANZ; FUENTES; BERENGUEL, et al., 2013). Essa lectina possui uma 

estrutura quimérica composta por três domínios distintos: 1) Porção C-terminal, que 

contém o domínio reconhecedor de carboidratos (DRC), formado por 

aproximadamente 130 resíduos de aminoácidos; 2) Extenso domínio rico em prolina, 

glicina e tirosina e 3) Pequena porção N-terminal, contendo um sítio de fosforilação 

de serina (figura 3) (FARNWOETH, 2007; WANG et al., 2009).  

 

 

Figura 3- Representação esquemática da estrutura da Galectina-3. 

 
Fonte:  Adaptada de Farnworth (2007). 
Nota:  A Gal-3 é uma lectina ligadora de β-galactosídeos, de aproximadamente 30 
kD. Possui na sua estrutura um curto domínio n-terminal, uma porção intermediária, 
rica em prolina, glicina e tirosina e uma região c-terminal, conhecida como domínio 
reconhecedor de carboidratos (DCR). 

 

 

O DRC da Gal-3 é responsável pela sua ligação a β-galactosídeos, tais como a 

lactose, N-acetillactosamina e galacto-oligossacarídos, presentes na superfície 

celular e em moléculas da matriz extracelular. Esta ligação é o evento 
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desencadeador das ações biológicas da Gal-3 (SÖRME et al., 2003). Por ter 

afinidade por uma variedade de moléculas, a Gal-3 desempenha papel modulador 

em diversos processos, tais como apoptose e proliferação celular e está relacionada 

à patogênese de diversas doenças, como câncer e fibrose (HENDERSON; SETHI, 

2009). 

A Gal-3 faz parte de uma família de lectinas, que possui um total de 15 

membros, enumerados de acordo com a ordem cronológica das suas descobertas 

(SANZ; FUENTES; BERENGUEL et al., 2013). Foi primeiramente descrita como 

Mac-2, uma proteína de superfície do macrófago identificada por Ho e Springer em 

1982. Ao longo do tempo, outras denominações 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, macrófagos 

ativados, neutrófilos, eosinófilos, fibroblastos e células epiteliais dos tratos 

respiratório, gastrointestinal e renal (LEE et al., 2009; SAKAKI et al., 2010; ZHANG 

et al., 2009). É encontrada tanto extracelular, como intracelularmente, no citoplasma 

ou no núcleo (ARGUËSO; PANJWANI, 2011). Dependendo da sua localização, ela 

pode possuir diferentes funções biológicas (figura 4). Intracelularmente, a Gal-3 

possui papel na proliferação, diferenciação e crescimento celular, na apoptose e na 

regulação da transcrição (LI; LI; GAO, 2014). Já na forma extracelular, ela participa 

dos processos de adesão celular, angiogênese e promoção da inflamação (LIU et 

al., 1995; LI; LI; GAO, 2014). A Gal-3 é altamente expressa durante a diferenciação 

de monócitos em macrófagos, podendo ser considerada um marcador de 

diferenciação (LIU et al., 1995). 
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Figura 4 - Funções da Gal-3 a depender da sua localização tecidual.  

 
Fonte:  Elaborada pela autora. 

 

 

Além de estar envolvida em processos fisiológicos, a Gal-3 também é 

conhecida por participar de processos patológicos. Muitos estudos demonstram a 

relação dos níveis elevados de Gal-3 com o desenvolvimento de câncer e metástase 

(TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2004). Contudo, a sua participação na 

carcinogênese é contraditória. Dependendo do tecido e da fase do câncer, a Gal-3 

pode tanto inibir como estimular a adesão celular, favorecendo ou não a invasão das 

células transformadas para outros tecidos (EBRAHIM et al., 2014; OCHIENG et al., 

1998). 

Há evidências de que Gal-3 é regulada positivamente em câncer de mama 

(MOISA et al., 2007), estômago (KIM et al., 2010), cólon (POVEGLIANO et al., 2011; 

WU et al., 2013), pâncreas (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 expressão relacionada com 

a chance de metástase. Contudo, resultados contrários foram obtidos por Tsuboi et 

al. (2007), os quais sugerem que a Gal-3 encontra-se diminuída nos estágios mais 

avançados de invasão e metástase de câncer de cólon. Além disso, estudos indicam 
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que, em câncer de próstata, a Gal-3 é regulada negativamente (COMPAGNO et al., 

2014; MERSEBURGER et al., 2008). 

 

2.4 Gal-3 e fibrogênese 

 

Evidências demonstram que a Gal-3 exerce um papel importante no 

desenvolvimento de tecido fibroso em uma variedade de orgãos, tais como, rim 

(HENDERSON et al., 2008), coração (CALVIER et al., 2013; HO et al., 2012; 

MORROW; O’DONOGHUE, 2012; YU et al., 2013), pulmão (MACKINNON et al., 

2012; NISHI et al., 2007) e fígado (HENDERSON et al., 2006; HSU et al., 1999; 

JIANG et al., 2012). Níveis elevados dessa lectina vêm sendo encontrados tanto em 

modelos experimentais como em pacientes acometidos por doenças fibróticas 

(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 ação exato da 

Gal-3 na fibrogênese ainda não foi elucidado. Acredita-se que a Gal-3 participa 

diretamente na ativação de miofibroblastos (figura 5) (HENDERSON et al., 2006). 

 

Figura 5- Papel da Gal-3 na fibrogênese tissular. 

 
Fonte:  Adaptada de Henderson e Sethi (2009). 
Nota:  Após uma agressão tecidual, macrófagos (residentes ou recrutados) e 
células epiteliais lesadas secretam Gal-3, que por sua vez participa diretamente da 
ativação dos miofibroblastos secretores de MEC. O papel autócrino da Gal-3 sobre 
os miofibroblastos ativados mantém a resposta fibrogênica. 
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Em estudo de Henderson et al. (2006) foi observado aumento da expressão de 

Gal-3 em camundongos submetidos ao tratamento com tetracloreto de carbono 

(CCl4). Adicionalmente, camundongos knockouts para o gene da Gal-3 tratados com 

CCl4 apresentaram diminuição significativa da expressão de ɑ-SMA (marcador de 

CEH ativada) e de colágeno quando comparados com camundongos selvagens 

(HENDERSON et al., 2006). Estes dados sugerem que a Gal-3 regula a ativação 

das CEHs e a deposição de colágeno durante a lesão hepática in vivo. Neste 

mesmo estudo, não foi constatada diferença nos níveis de TGF-β entre os 

camundongos Gal-3-/- e selvagens após estímulo do CCl4. Este resultado indica que 

a ausência da Gal-3 é capaz de inibir a fibrose apesar dos níveis semelhantes da 

principal citocina pró-fibrogênica (HENDERSON et al., 2006). Em concordância com 

estes resultados, Jiang et al. (2012) também verificaram redução significativa nos 

níveis de fibrose, com diminuição da expressão de ɑ-SMA e TGF-β em 

camundongos Gal-3-/- induzidos à desenvolver lesão hepática através do modelo de 

ligação do ducto biliar (JIANG et al., 2012). Confirmando ainda mais o envolvimento 

da Gal-3 com o desenvolvimento de tecido fibroso, foi observada redução desta 

lectina em animais cirróticos que obtiveram melhora hepática após terapia com 

células-tronco (OLIVEIRA et al., 2012). 

Estudos relataram anteriormente que as CEHs são capazes de fagocitar corpos 

apoptóticos provinientes de hepatócitos mortos, e que em decorrência desta ação, 

se transdiferenciam em miofibroblastos secretores de colágeno e TGF-β (JIANG et 

al., 2012). A Gal-3 tem sido descrita como uma lectina que regula este processo de 

ativação de CEHs mediada por fagocitose. Isso foi evidenciado in vitro, quando 

CEHs obtidas de camundongos Gal-3-/-, tratadas com corpos apoptóticos, exibiram 

uma diminuição da atividade fagocítica, além de redução na expressão de TGF-β e 

ɑ1-procolágeno. Quando adicionada uma Gal-3 recombinante à cultura, estes efeitos 

eram revertidos (JIANG et al. 2012). 

Diante da participação importante na promoção da fibrose, a Gal-3 tem sido 

estudada como um potencial alvo para terapias antifibróticas. O desenvolvimento de 

metodologias capazes de inibir a ação desta lectina pode trazer resultados 

promissores no tratamento das diversas doenças crônicas do fígado. 
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2.5 Gal-3 e ativação alternativa de macrófagos 

 

A depender do microambiente onde se encontram, os macrófagos podem 

seguir duas vias de ativação, a via clássica (perfil M1) e via alternativa (perfil M2). A 

via clássica foi a primeira via a ser descoberta (por isso o nome “clássica”) e é 

ativada por agentes microbianos ou por citocinas do tipo Th1, como IFN-γ ou 

interleucina-12 (IL-12). Esta ativação desencadeia uma resposta inflamatória e 

citotóxica, com o objetivo de erradicar os agentes invasores ou células tumorais, 

liberando óxido nítrico (NO) e citocinas pró-inflamatórias, tais como, TNF-α e IL-6. 

Os macrófagos M1 têm papel fundamental na primeira linha de defesa do 

hospedeiro, tendo uma potente função microbicida, todavia, a liberação excessiva e 

contínua destas substancias podem levar a lesão do próprio tecido do hospedeiro 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). 

Quando estimulados por citocinas do tipo Th2, como IL-4 e IL-13, os 

macrófagos adquirem um fenótipo alternativamente ativado. Estes macrófagos são 

responsáveis pela resolução da inflamação e remodelagem tecidual e vem sendo 

associado a diversas doenças, como asma, infecções parasitárias, reparação de 

lesões e na fibrogênese de doenças granulomatosas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2011). 

Quando alternativamente ativados, os macrófagos passam a secretar fatores 

de crescimento que estimulam a proliferação de fibroblastos (PDGF), síntese de 

colágeno (TGF-β) e formação de novos vasos sanguíneos (fator de crescimento de 

fibroblastos, FGF) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). 

Além das citocinas Th1 e Th2 mencionadas anteriormente, outras moléculas 

são capazes de direcionar a ativação dos macrófagos, determinando a sua 

funcionalidade. A Gal-3 tem sido demonstrada como um fator importante para a 

ativação alternativa dos macrófagos, sendo assim um possível mecanismo de 

promoção de fibrose.  

MacKinnon et al. (2008) demonstraram que a deleção do gene da Gal-3 em 

camundongos reprimiu a ativação alternativa dos macrófagos induzida por IL-4 e IL-

13, de medula óssea (in vitro), e de macrófagos residentes e de lavado peritoneal (in 

vivo), sem afetar a ativação clássica induzida por IFN-γ e lipopolissacarídeo (LPS). 

Neste mesmo estudo foi demonstrado a inibição da ativação alternativa dos 
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macrófagos mediada por IL-4, através da utilização de um siRNA contra a Gal-3 e 

contra o seu receptor de membrana presente nos macrófagos, o CD98.  

A indução de um perfil específico de ativação do macrófago pode ser útil no 

tratamento de doenças e pode ser estudada para sua utilização futura em terapias. 

O uso de inibidores de Gal-3, a fim de bloquear a ativação alternativa dos 

macrófagos, pode representar uma boa alternativa terapêutica para doenças 

inflamatórias crônicas, fibróticas e neoplásicas (LI; LI; GAO, 2014). 

 

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

 

A pectina é um polissacarídeo complexo encontrado em algumas frutas e 

vegetais, como na polpa de maçã e nas cascas de frutas cítricas (MORRIS et al., 

2013). É conhecida pela sua utilização na indústria farmacêutica como agente 

gelificante ou na estabilização de bebidas lácteas a base de ácido (MAXWELL et al., 

2012). Sua estrutura é complexa e possui um alto peso molecular, o que dificulta a 

sua absorção pelo trato gastrointestinal (MORRIS et al., 2013).  

A pectina cítrica modificada (PCM) foi produzida a partir da fragmentação 

enzimática da pectina em porções menores (de 5 a 10 kD), para facilitar a sua 

assimilação pelo organismo (MORRIS et al., 2013). Evidências demonstram que a 

PCM é capaz de se ligar aos domínios reconhecedores de carboidratos da Gal-3 e 

inibir a sua ação (GUNNING; BONGAERTS; MORRIS, 2009; MORRIS et al., 2011). 

Visto que a Gal-3 tem sido associada ao desenvolvimento de tecido fibroso e 

progressão de câncer, a utilização de um ligante inibidor natural, como a PCM, pode 

contribuir para a melhora de diversas doenças fibróticas 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 cânceres, incluindo 

câncer da próstata (GLINSKII et al., 2005; HSIEH; WU, 1995; PIENTA et al., 1995), 

câncer do cólon (HAYASHI et al., 2000; NANGIA-MAKKERETAL, 2002), câncer de 

mama (GLINSKII et al., 2005; NANGIA-MAKKER et al., 2002; SATHISHA et al., 

2007), melanoma (INOHARA; RAZ, 1994;. PLATT; RAZ, 1992), mieloma múltiplo 

(CHAUHAN et al., 2005) e hemangiossarcoma (JOHNSON et al., 1992). 

 Ainda são poucos os estudos sobre o papel da PCM nas doenças fibróticas. 

Kolatsi-Joannou et al. (2011) avaliaram o efeito da PCM em modelo experimental de 
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lesão renal aguda induzida por ácido fólico. Neste estudo, foi observado que os 

camundongos tratados com PCM a 1% apresentaram níveis mais baixos de Gal-3, 

associado com a diminuição da fibrose renal. Além disso, em modelo de fibrose 

vascular induzida por aldosterona, em ratos, a administração da PCM foi capaz de 

inibir a Gal-3 e diminuir a expressão de colágeno tipo I, revertendo o quadro de 

hipertrofia vascular, inflamação e fibrose (CALVIER et al., 2013).  

 O único estudo disponível na literatura que avalia o efeito da PCM no fígado 

foi realizado em modelo experimental de câncer de cólon e metástase hepática. 

Nesse trabalho, células de câncer de cólon foram injetadas no baço de 

camundongos que, dois dias após a cirurgia, foram tratados continuamente com 

diferentes concentrações de PCM, baixa (1%), média (2,5%) e alta (5%). Foi 

observada a redução da porcentagem da metástase hepática de maneira 

proporcional a concentração da PCM, sendo a dose de 5% a mais eficiente (LIU et 

al., 2008; LIU; HUANG; YANG, 2008). 

 A utilização da PCM em modelo experimental de fibrose hepática é uma  

abordagem inovadora no tratamento das doenças do fígado. Espera-se que a sua 

utilização seja capaz de promover uma melhora tecidual após estímulo agressor 

contínuo. Além disso, já é conhecido que o consumo da PCM é seguro e não tóxico, 

visto que a mesma já é comercializada como suplemento alimentar (PectaSol-C) 

(ELIAZ, 2011). 

 Assim como a PCM, a LacNAc também é um carboidrato, porém, de estrutura 

química pequena e bem definida, de fórmula molecular C14H25NO11 (figura 6). Esta é 

um dissacarídeo, que consiste em unidades de galactose e n-acetilglicose, que, 

muitas vezes, aparece como um elemento estrutural de oligoconjugados de 

importância biológica (CARBOSYNTH). Este composto é capaz de se ligar ao DRC 

das lectinas e dessa forma inibir seus efeitos, e por isso, vem sendo amplamente 

utilizado na investigação do papel e funções de lectinas, incluindo a Gal-3 

(CARBOSYNTH; DEMOTTE et al., 2010; RABINOVICH, 1999; SÖRME et al., 2002; 

UMEMOTO et al., 2003). 

 

 



29 
 

Figura 6-  Estrutura química de LacNAc. 

 

Fonte:  Toronto Research Chemicals Inc (2015). 
Nota:  A LacNAc é um dissacarídeo de estrutura química bem 
definida e que possui a fórmula molecular C14H25NO11. 

 

 

 A utilização da LacNAc como inibidor de Gal-3 vem demonstrando resultados 

promissores, sendo capaz de reverter fibroses cardíacas e renais, em modelos 

experimentais (YU et al., 2013; FRENAY et al., 2014). Ratos transgênicos que 

superexpressam renina e, assim, desenvolvem hipertensão grave e hipertrofia 

cardíaca [TGR (mREN2) 27], após tratamento com LacNAc, apresentaram 

atenuação da disfunção ventricular esquerda associada à diminuição de fibrose (YU 

et al., 2013). De maneira semelhante, camundongos submetidos à constrição aórtica 

transversal (TAC) (modelo de insuficiência cardíaca), apresentaram inibição da 

progressão do remodelamento cardíaco e diminuição dos níveis de fibrose, após 

tratamento com LacNAc (YU et al., 2013). Este efeito inibidor também pôde ser 

observado em ensaio in vitro, onde cultura de fibroblastos dermais de humanos 

adultos, após tratamento com LacNAc, exibiram diminuição da produção e 

deposição de colágeno I e III, quando comparado com cultura na ausência do 

inibidor (YU et al., 2013). 

 Em modelo de nefropatia hipertensiva, ratos apresentaram diminuição de ɑ-

SMA, colágeno I e III, além de atenuação da proteinúria e dos níveis de creatinina 

plasmática, após terapia com LacNAc. No geral, a administração deste inibidor foi 

capaz de reduzir a lesão renal e promover a melhora da função do órgão (FRENAY 

et al., 2014). 

 Poucos estudos avaliam a utilização da LacNAc em modelos de doenças 

fibróticas e ainda não se têm evidências do seu papel e do seu potencial terapêutico 

frente às lesões hepáticas crônicas. Diante disso, maiores estudos são necessários 
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avaliar a eficiência da inibição da Gal-3 por este inibidor farmacológico no fígado e 

investigar se esta abordagem poderia se tornar uma possível opção terapêutica. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

As doenças hepáticas representam um grave problema de saúde pública, 

sendo responsáveis por um considerável número de atendimentos e internações 

hospitalares com um índice crescente de risco de morte. Segundo dados recentes 

da Sociedade Brasileira de Hematologia (SBH), cerca de 30 mil pessoas morrem por 

ano devido às doenças hepáticas no Brasil. Contudo, ainda não existe uma terapia 

eficaz frente às lesões do fígado. Atualmente, o tratamento se resume na tentativa 

de remoção do estímulo agressor e em casos mais graves, como na insuficiência 

hepática descompensada, o transplante de fígado tem sido a terapia mais indicada. 

Diante deste cenário, fica clara a necessidade de estudos mais aprofundados sobre 

o processo de fibrogênese e da busca de novas terapias antifibrosantes.  

A alta expressão da Gal-3 tem sido associada ao desenvolvimento de fibrose 

em uma variedade de orgãos, inclusive no fígado, estando relacionada diretamente 

com a ativação das CEHs, descrita hoje como a principal célula envolvida no 

processo de fibrogênese. Dessa forma, estudos de métodos não invasivos, que 

visem inibir a ação da Gal-3 são de extrema importância no desenvolvimento de 

terapias antifibrosantes. Estudos vêm demonstrando que a PCM produzida a partir 

da parte branca da casca dos citrinos, pode limitar e bloquear o excesso da 

atividade da proteína Gal-3. Desta maneira, a PCM vem gerando resultados 

promissores em modelos experimentais tanto oncológicos, como fibróticos. A 

LacNAc, por sua vez, também vem demonstrando ser um eficiente inibidor da Gal-3, 

conseguindo atenuar a fibrose em modelo animal em diferentes órgãos, tais como 

rim e coração. A utilização destes inibidores em modelo experimental de fibrose 

hepática é uma  abordagem inovadora e de suma relevância para o tratamento das 

doenças do fígado. Uma vez, obtendo-se bons resultados estaremos favorecendo a 

melhoria da qualidade de vida dos portadores de hepatopatias provenientes de 

diferentes etiologias. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar o efeito da administração da PCM e da LacNAc na fibrose em 

modelo experimental de lesão hepática crônica.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a expressão de Gal-3 nos fígados de camundongos com lesão 

hepática crônica; 

b) Investigar o efeito da administração de LacNAc e de diferentes doses da PCM 

quanto aos níveis de Gal-3 e fibrose no fígado dos camundongos com lesão 

hepática. 

c) Comparar os níveis de fibrose e a expressão de Gal-3 entre camundongos 

tratados com PCM ou LacNAc e animais knockouts para o gene da Gal-3. 

d) Avaliar a expressão dos reguladores da degradação do tecido fibroso, MMP-9 

e TIMP-1, após a administração dos inibidores de Gal-3. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais 

 

Foram utilizados 140 camundongos isogênicos C57BL/6, fêmeas, pesando 

entre 12 e 16g, além de 10 camundongos C57BL/6, machos, knockouts para o gene 

Gal-3 (B6.129S2-Lgals3). Os animais foram obtidos do Centro de Criação de 

Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz/RJ e mantidos em 

Biotério Experimental da FIOCRUZ-PE. Os camundongos Gal-3-/- foram gentilmente 

cedidos pelos Drs. Fu-Tong Liu e Dan K. Hsu da Universidade da Califórnia. O 

presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

FIOCRUZ-PE (projeto n° 57/2014) (ANEXO A). 

 

5.2 Grupos Experimentais 

 

 Quatro experimentos independentes foram realizados: 

 

a) Experimento 1: Pectina Cítrica Modificada a 1%- Os camundongos (n=40) 

foram divididos em quatro grupos experimentais: 

 

- G1) Controle: Controle negativo, sem intervenções (n= 10);  

- G2) PCM: Camundongos que receberam somente PCM a 1% durante 4 meses (n= 

10); 

- G3) CCl4 (4M): Controle positivo de lesão hepática, no qual camundongos foram 

estimulados com CCl4 durante 4 meses (n= 10); 

- G4) CCl4 + PCM (4M): Camundongos estimulados com CCl4, concomitantemente 

com a administração de PCM a 1% durante 4 meses (n=10); 

 

b) Experimento 2: Pectina Cítrica Modificada a 5%- Os camundongos (n=50) 

foram divididos em cinco grupos experimentais: 

 

- G5) Controle: Controle negativo, sem intervenções (n= 10);  

- G6) CCl4 (4M): Controle positivo de lesão hepática, no qual camundongos foram 

estimulados com CCl4 durante 4 meses (n= 10); 
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- G7) CCl4 (2M): Controle positivo de lesão hepática, no qual camundongos foram 

estimulados com CCl4 durante 2 meses (n=10); 

- G8) CCl4 + PCM (4M): Camundongos estimulados com CCl4, concomitantemente 

com a administração de PCM a 5% durante 4 meses (n=10); 

- G9) CCl4 (2M) + PCM (2M): Camundongos estimulados com CCl4 durante 2 meses 

e posterior administração de PCM 5% durante 2 meses (n=10). 

 

c) Experimento 3: LacNAc- Os camundongos (n=30) foram divididos em três 

grupos experimentais: 

 

- G10) Controle: Controle negativo, sem intervenções (n= 10); 

- G11) CCl4 (4M): Controle positivo de lesão hepática, no qual camundongos foram 

estimulados com CCl4 durante 4 meses (n= 10); 

- G12) CCl4 (4M) + LacNAc (2M): Camundongos estimulados com CCl4 durante 4 

meses e tratados concomitantemente com LacNAc durante os dois últimos meses 

(n= 10). 

 

d) Experimento 4: Gal-3 -/-: Foram utilizados 20 camundongos selvagens (WT, do 

inglês wild type), os quais foram divididos nos grupos G13 e G14, além de 10 

camundongos knockouts para o gene Gal-3 (G15), como um controle dos 

experimentos: 

 

- G13) Controle: Controle negativo, sem intervenções (n= 10); 

- G14) WT + CCl4 (4M): Controle positivo de lesão hepática, no qual camundongos 

foram estimulados com CCl4 durante 4 meses (n= 10); 

- G15) Gal-3-/- + CCl4 (4M): Camundongos knockouts para o gene de Gal-3 

estimulados com CCl4 durante 4 meses. 

 

5.3 Indução da lesão hepática pela administração cr ônica de CCl 4 

 

A fibrose hepática foi induzida em camundongos C57BL/6, pela administração, 

via orogástrica, de uma solução de CCl4 a 20%, diluído em azeite de oliva. Cada 

animal recebeu 0,2 mL da solução, duas vezes por semana, em dias alternados, 
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durante um período contínuo de quatro meses (G3, G4, G6, G8, G11, G12, G14 e 

G15) e dois meses (G7 e G9).  

 

5.4 Administração dos inibidores de Gal-3 

 

Os animais receberam PCM (Pectasol/Nutrigenomics) diluída a 1% (Exp. 1) e 

5% (Exp. 2), na água dos bebedouros. A depender do grupo experimental, esta 

administração ocorreu em períodos diferentes. Os grupos G4 e G8 receberam PCM 

durante os quatro meses do experimento, enquanto o G9 recebeu apenas nos dois 

últimos meses, após o estabelecimento da lesão estimulada por CCl4.  

A LacNAc (A7791 - SIGMA) foi administrada aos camundongos do grupo G12, 

na dose de 50 µg/kg/dia (preparada em solução salina), pela via intraperitoneal, três 

vezes por semana, durante dois meses após o estabelecimento da lesão. Os 

animais de todos os grupos foram submetidos à eutanásia no final dos quatro meses 

de experimento. 

 

5.5 Morfometria 

 

A morfometria foi realizada para obtenção do percentual de tecido fibroso. As 

medidas foram realizadas com o auxílio do Sistema de Processamento de Análise 

de Imagem LEICA QWIN, versão 2.6 MC (Leica Cambridge, Cambridge – Inglaterra), 

composto de um computador com o programa de morfometria acima citado e de um 

microscópio ótico binocular, contendo uma câmara de captura digital LEICA JVC, 

modelo TK – C 1380, Pine Brook, NJ, USA). Para obtenção do percentual de tecido 

fibroso, o colágeno foi marcado com picrosírius e quantificado com o auxílio do 

programa Qwin, obtendo-se, também, a média percentual e erro padrão dos valores 

mensurados. 

 

5.6 Dosagem de Hidroxiprolina . 

 

Amostra de fígado, obtida do lobo maior, pesando entre 100 e 200 mg, foi 

usada para determinação de hidroxiprolina, constituinte do colágeno. As amostras 

foram processadas e analisadas segundo a metodologia de Bergman e Loxley 

(1973), analisadas em espectrofotômetro automático (Pharmacia, modelo Ultrospec 



36 
 

3000), em comprimento de onda de 558 nm, para a obtenção dos valores da 

concentração molar de cada amostra (nM). 

 

5.7 RT-qPCR para os alvos Gal-3, TIMP-1 e MMP-9 

 

O RNA total foi extraído pelo método TRIZOL (LIFE TECHNOLOGIES, 

Carlsbad, CA, EUA) de acordo com a metodologia proposta pelo fabricante. 

Posteriormente, foi realizada checagem por espectrofotometria em comprimento de 

onda de 260nm. 

Para a síntese do cDNA foi utilizado o kit de transcrição reversa High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (APPLIED BIOSYSTEMS, Carlsbad, CA, EUA). Um 

micrograma de RNA total foi adicionado a 5 µL de Random primers, 5 µL de 10X 

First Strand Buffer, 2 µL de dNTP 10 mM, 3 µL de Enzima Multiscribe, todos da 

marca Applied Biosystems. Foi adicionada água tratada com dietilpirocarbonato 

(DEPC) em quantidade suficiente para completar um volume final de 50 µL. Essa 

mistura foi incubada a 25° C por 10 minutos e a 37°C, por duas horas. O 

armazenamento foi realizado a 4°C. 

A análise da expressão dos genes Gal-3 (Mm 00802901m1), TIMP-1 (Mm 

99999915g1) e MMP-9 (Mm 00442991m1) foram feitas por PCR em tempo real, a 

partir de amostras de fígado de camundongos. As reações foram preparadas em 

placas de 96 poços, utilizando o reagente Taqman Universal PCR Master Mix 

(APPLIED BIOSYSTEMS) e o equipamento 7500 Real Time PCR System (APPLIED 

BIOSYSTEMS).  

As sondas utilizadas e as reações de amplificação foram feitas de acordo com 

as especificações propostas pelo fabricante. As reações foram preparadas em 

duplicatas em um volume final de 10 µL. As condições da reação para todos os 

genes avaliados envolveram 10 minutos a 95°C para ativação da polimerase e 40 

ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. O máximo coeficiente de 

variação permitido entre as duplicatas foi de 1%. Para a normalização das amostras 

foi utilizado o gene β-actina (Mm 00607939s1). A quantificação relativa da expressão 

gênica foi realizada utilizando-se o modelo matemático denominado delta CT. 

 Devido a repetições de grupos controles negativos e positivos de lesão ao 

longo dos quatro experimentos, apenas os seguintes grupos foram avaliados neste 

ensaio: Controle (G5); CCl4 (4M) (G6); CCl4 (2M) (G7); CCl4 (4M) + PCM 5% (4M) 
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(G8); CCl4 (2M) + PCM 5% (2M) (G9); CCl4 (4M) + LacNAc (2M) (G12); Gal-3-/- 

(G15), onde n=5, por grupo.  

 

5.8 Imunofluorescência para Gal-3 

 

 Fragmentos dos fígados dos camundongos foram incluídos em parafina e 

analisados por imunofluorescência, tendo como alvo a Gal-3. A recuperação 

antigênica foi realizada através da incubação dos cortes histológico em tampão 

citrato, a 96ºC, durante 20 minutos e o bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado 

utilizando o reagente background blocker (Diagnostic BioSystems, cat. K023) por 10 

minutos. As amostras foram incubadas com o anticorpo anti-Galectina-3 produzido 

em cabra (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA), diluídos em PBS/BSA 

1%, overnight, a 4°C. Posteriormente, as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG de cabra conjugado com Alexa Fluor 488 (1:400, Molecular 

Probes, Carlsbad, USA), por uma hora, a temperatura ambiente e finalizadas com 

meio de montagem Vectashield com DAPI (Vector Labs, Burlingame, USA). As 

imagens foram obtidas no microscópio confocal FluoView 1000 (Olympus, Tóquio, 

Japão). Para quantificação, utilizou-se 7 campos aleatórios por secção, capturados 

com objetiva de 40x e analisados no software Image Pro Plus v.7.0. (Media 

Cybernetics, Bethesda, USA). Neste ensaio foram consideradas amostras dos 

seguintes grupos experimentais: Controle (G5); CCl4 (4M) (G6); CCl4 (4M) + PCM 

5% (4M); (G9); CCl4 (4M) + LacNAc (2M) (G12); Gal-3-/- (G15).  

 

5.9 Análise estatística 

 

O tamanho da amostra foi determinado através da observação na literatura de 

diversos estudos experimentais, considerando uma perda de animal de 30% durante 

a execução de todas as etapas do experimento. Após a obtenção dos resultados das 

amostras testadas, a apresentação das variáveis mensuradas foi realizada através 

de tabelas e gráficos apresentando média aritmética, desvio padrão ou mediana. Os 

valores numéricos obtidos foram analisados estatisticamente através dos softwares 

BioEstat, 5.0 e GraphPad Prism 5.01. Quando necessário, a homogeneidade dos 

grupos foi determinada através do teste de Bartlett e a normalidade dos dados foi 

através da análise descritiva e do teste de hipótese Shapiro-Wilk. Para análise foram 
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realizados ANOVA com o pós teste de Tukey ou Kruskal Wallis. O valor de p<0,05 

foi considerado estatisticamente significante para todos os testes estatísticos 

realizados. 

 

5.11 Aspetos éticos  

 

O presente projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do CPqAM/Fiocruz (protocolado sob número 57/2014) (ANEXO A). 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Avaliação do tecido fibroso 

 

A quantificação de tecido fibroso, realizada pela técnica de morfometria, 

demonstrou que camundongos com lesão hepática crônica, estimulados durante 

quatro meses com CCl4 e tratados concomitantemente com PCM 5% [CCl4(4M) + 

PCM(4M)], não apresentaram diferença significativa na porcentagem de tecido 

fibroso (9,13%) quando comparados com seu respectivo controle de lesão 

[CCl4(4M)] (8,29%), p> 0,05 (figura 7A, 8A e 8B). Da mesma forma, o tratamento 

com PCM 5% posteriormente ao estabelecimento da lesão, também não interferiu na 

quantidade de tecido fibroso [CCl4(2M): 3,58%; CCl4(2M) + PCM(2M): 3,77%], p> 

0,05 (figura 7B, 8C e 8D).  

 

 

Figura 7 - Quantificação do percentual de tecido fibroso do experimento utilizando a terapia 
com PCM 5%. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Quantificação do percentual de tecido fibroso dos grupos experimentais tratados 
com (A) CCl4 e PCM 5% concomitantemente [CCl4(4M) + PCM(4M)] e (B) CCl4 e PCM 5%, 
posteriormente ao estabelecimento da lesão [CCl4(2M) + PCM(2M)]. Os valores representam 
as medianas de 6-12 animais por grupo. *p< 0,0005 em relação aos demais grupos. 
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Figura 8-  Imagens de cortes histológicos de fígados de camundongos corados com 
picrosírius para avaliação das fibras colágenas dos grupos do experimento utilizando a 
terapia com PCM a 5%. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Nestas secções é possível notar visualmente que o tratamento com a PCM 5% 
não teve efeito na intensidade da deposição de tecido fibroso. (A e C) Controles positivos de 
lesão hepática de quatro e dois meses respectivamente e (B e D) camundongos tratados 
com PCM durante quatro e dois meses, respectivamente. Aumento de 5x. 

 

 

Em concordância com os resultados obtidos na avaliação morfométrica, 

também não foi verificada alteração significativa nos níveis de hidroxiprolina após o 

tratamento com PCM, tanto no grupo de lesão de quatro meses [CCl4(4M): 6,48 

nmol; CCl4(4M) + PCM(4M): 5,62 nmol] (figura 9A), como no de lesão de dois meses 

[CCl4(2M): 5,05 nmol; CCl4(2M) + PCM(2M): 4,54 nmol) (figura 9B), com p> 0,05. 
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Figura 9-  Dosagem de hidroxiprolina do experimento utilizando a terapia com PCM a 5%. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Dosagem de hidroxiprolina dos grupos experimentais tratados com (A) CCl4 e PCM 5% 
concomitantemente [CCl4(4M) + PCM(4M)] e (B) CCl4 e PCM 5%, posteriormente ao 
estabelecimento da lesão [CCl4(2M) + PCM(2M)]. Os valores representam as médias ± DP de 8-13 
animais por grupo. *p< 0,05 em relação aos demais grupos. 

 

 

Resultados semelhantes foram obtidos quando utilizada a PCM na dose de 

1%, tanto pela quantificação de tecido fibroso [CCl4(4M): 2,96%; CCl4(4M) + PCM 

1%(4M): 3,17%], p> 0,05 (figura 10A), quanto pela dosagem de hidroxiprolina 

[CCl4(4M): 7,33 nmol; CCl4(4M) + PCM 1%(4M): 8,43 nmol], com p> 0,05 (figura 

10B). Adicionalmente, camundongos que receberam apenas PCM a 1% não 

demonstraram alterações na deposição de tecido fibroso e níveis de hidroxiprolina, 

quando comparados com o grupo controle sem lesão (p> 0,05) (figura 10A e 10B). 
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Figura 10-  Quantificação do percentual de tecido fibroso e dosagem de hidroxiprolina do 
experimento utilizando a terapia com PCM 1%. 
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Fonte:  Elaborada pela autora. 
Legenda:  Quantificação do percentual de tecido fibroso (A) e dosagem de hidroxiprolina (B) dos 
grupos experimentais tratados concomitantemente com CCl4 e PEC 1% [CCl4(4M) + PCM 1%(4M)]. 
Os valores dos gráficos representam a média ± DP de 6-9 animais por grupo. *p< 0,009 em relação 
aos demais grupos, com exceção do grupo PCM. 
 

 

 A administração da LacNAc, de maneira semelhante à PCM, não  interferiu 

nos níveis de fibrose, não obtendo-se diferença estatística entre os grupos de 

interesse, analisado tanto pela morfometria [CCl4(4M): 4,50%; CCl4(4M) + 

LacNAc(2M): 4,8%] (figura 11A), quanto pela dosagem de hidroxiprolina [CCl4(4M): 

9,00 nmol; CCl4(4M) + LacNAc(2M): 9,89 nmol] (figura 11B). Imagens dos cortes 

histológicos corados com picrosírius para visualização das fibras colágenas estão 

demonstradas na figura 12. 
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Figura 11-  Quantificação do percentual de tecido fibroso e dosagem de hidroxiprolina do 
experimento utilizando a terapia com LacNAc. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Quantificação do percentual de tecido fibroso (A) e dosagem de hidroxiprolina (B) dos 
grupos experimentais tratados concomitantemente com CCl4 e LacNAc [CCl4(4M) + LacNAc(2M)] 
Os valores do gráfico (A) representam as médias ± DP de 6-9 animais por grupo em relação aos 
demais grupos, com *p< 0,0001 e (B) a mediana de 7-9 animais por grupo, com **p< 0,0001 em 
relação aos demais grupos. 

 

 

Figura 12-  Imagens de cortes histológicos de fígados de camundongos corados com picrosírius 
para avaliação das fibras colágenas dos grupos do experimento utilizando a terapia com 
LacNAc. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  O tratamento com LacNAc não demonstrou efeito na intensidade da deposição de 
tecido fibroso, podendo ser observado visualmente nestas secções. (A) Controle positivo de 
lesão hepática de quatro meses e (B) camundongos tratados com LacNAc durante 2 meses. 
Aumento de 5x. 
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Camundongos Gal-3-/- apresentaram uma diminuição significativa do percentual 

de tecido fibroso quando comparados com WT (WT + CCl4(4M): 8,29%; Gal-3-/- + 

CCl4(4M): 3,74), com p< 0,0001, bem como redução dos níveis de hidroxiprolina 

(WT + CCl4: 9,15 nmol; Gal-3-/- + CCl4: 6,15 nmol), p< 0,0001 (figura 13). Imagens 

dos cortes histológicos corados com picrosírius para visualização das fibras 

colágenas estão demonstradas na figura 14. 

 

 

Figura 13-  Quantificação do percentual de tecido fibroso e dosagem de hidroxiprolina dos 
animais knockouts para Gal-3, após estímulo com CCl4. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Quantificação do percentual de tecido fibroso (A) e dosagem de hidroxiprolina 
(B) dos camundongos Gal-3-/-. WT= Camundongos selvagens, do inglês wild type. Os 
valores do gráfico (A) representam as médias ± DP de 7-12 animais por grupo, com *p< 
0,0001 em relação aos demais grupos e ** p< 0,0001 entre os grupos com lesão por 
CCl4.   
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Figura 14-  Imagens de cortes histológicos de fígados de camundongos WT e Gal-3-/- corados 
com picrosírius para avaliação das fibras colágenas. 

 
Fonte:  Elaborada pela autora 
Legenda:  A secções demonstram a diferença nos níveis de tecido fibroso entre (A) 
Camundongos WT e (B) Gal-3-/-, ambos tratados com CCl4 durante quatro meses. WT= 
Camundongos selvagens, do inglês wild type. Aumento de 5x. 

 

 

6.2 Avaliação da expressão gênica da Gal-3, MMP-9 e  TIMP-1 

 

6.2.1 Gal-3 

 

Os inibidores PCM (5%) ou LacNAc não foram capazes de inibir a expressão 

da Gal-3 no fígado de camundongos com lesão, visto que não foi observada 

diferença estatisticamente significante (p˃ 0,05) quando comparados os níveis de 

Gal-3 entre os grupos tratados e os controles positivos (animais com lesão hepática 

de dois ou quatro meses). Todos os grupos que receberam CCl4 (com exceção do 

Gal 3-/-) apresentaram aumento da expressão da lectina (P˂ 0,0001). Ao avaliar os 

grupos submetidos a diferentes tempos de lesão hepática (dois ou quatro meses) 

observou-se uma tendência a maior expressão da Gal-3 nos animais com lesão 

prolongada (p= 0,05). Os animais Gal 3-/- submetidos a quatro meses de intoxicação 

pelo CCl4, apresentaram níveis de mRNA do gene da Gal-3 semelhantes aos 

animais sem lesão (p= 0,62) (figura 15). 
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Figura 15- Análise da expressão gênica da Gal-3 no fígado 
de camundongos com lesão hepática crônica, após 
tratamento com os inibidores de Gal-3. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda: Representação gráfica dos níveis de mRNA do 
gene da Gal-3 no fígado de camundongos de sete grupos 
experimentais. Os valores representam as medianas de 3-5 
animais por grupo. *p< 0,001 em relação aos demais grupos. 
ns= não significante. WT= Camundongos selvagens, do 
inglês wild type. 

 

 

6.2.2 TIMP-1 

 

Níveis elevados de mRNA do gene TIMP-1 foram observados em todos os 

grupos tratados com CCl4 (p< 0,01). Este aumento ocorreu de uma maneira 

proporcional à duração da lesão, onde os camundongos controles positivos de 

quatro meses apresentaram níveis superiores quando comparados com os de lesão 

de dois meses (p= 0,008). O tratamento com PCM (5%) ou LacNAc não foram 

capazes de inibir a expressão da TIMP-1 no fígado de camundongos com fibrose, 

visto que, níveis semelhantes desta proteína foram encontrados nos grupos tratados 

com os inibidores e os seus respectivos controles de lesão, com p> 0,05. Os animais 

Gal 3-/- estimulados com CCl4 apresentaram níveis inferiores de mRNA do gene da 

TIMP-1 quando comparados com o controle positivo de quatro meses (p< 0,001) e 

tendência a expressar quantidades semelhantes ao controle sem lesão (p= 0,07). 
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Figura 16- Análise da expressão gênica de TIMP-1 no fígado 
de camundongos com lesão hepática crônica, após 
tratamento com os inibidores de Gal-3. 
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Fonte:  Elaborada pela autora. 
Legenda: Representação gráfica dos níveis de mRNA do 
gene TIMP-1 no fígado de camundongos de sete grupos 
experimentais. Os valores representam a mediana de 3-5 
animais por grupo. *p< 0,01 em relação aos demais grupos. ** 
p< 0,005 em relação aos grupos tratados com CCl4 por quatro 
meses. WT= Camundongos selvagens, do inglês wild type. 
 
 

6.2.3 MMP-9 

 

A terapia com PCM (5%) ou LacNAc não influenciou na expressão dos níveis 

de MMP-9, uma vez que não verificou-se diferenças entre os animais tratados e os 

controles positivos (p˃ 0,05). Os animais Gal-3-/- após estímulo agressor por CCl4, 

apresentaram níveis de mRNA do gene da MMP-9 superiores aos animais 

selvagens sem lesão e inferiores aos animais controles positivos de quatro meses, 

porém os resultados não foram estatisticamente significativos, com p= 0,10 e p= 

0,26 respectivamente. 
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Figura 17- Análise da expressão gênica de MMP-9 no fígado 
de camundongos com lesão hepática crônica, após 
tratamento com os inibidores de Gal-3. 
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Fonte:  Elaborada pela autora. 
Legenda: Representação gráfica dos níveis de mRNA da 
MMP-9 no fígado de camundongos de sete grupos 
experimentais. Os valores representam as médias ± DP de 3-
5 animais por grupo. WT= Camundongos selvagens, do 
inglês wild type 
 
 

6.3 Análise dos níveis da proteína Gal-3 por imunof luorescência 

 

Através do ensaio de imunofluorescência, foi possível observar que o não 

houve diferenças significativas dos níveis de Gal-3, entre os grupos tratados com 

PCM 5% ou LacNAc e o controle positivo de lesão de quatro meses (p> 0,05), 

confirmando o resultado obtido pela RTqPCR para a Gal-3 (figura 18 e 19). Além 

disso, todos os grupos que receberam CCl4, demonstraram níveis elevados desta 

lectina (p< 0,0001), principalmente em células morfologicamente semelhantes aos 

macrófagos, co-localizadas em áreas de intensa deposição de fibras colágenas. 

Com este ensaio, foi possível confirmar a ausência da proteína Gal-3 nos 

camundongos Gal-3-/-, visto que não houve marcação desta lectina no tecido 

hepático destes animais (figura 19B). 
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Figura 18-  Quantificação da Gal-3, pela técnica de 
imunofluorescência, no fígado de camundongos com lesão hepática, 
após tratamento com PCM 5% e LacNAc. 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Representação gráfica dos níveis da proteína Gal-3 no 
fígado de camundongos de cinco grupos experimentais. Os valores 
representam as médias ± DP da quantificação de 7 campos 
randômicos por secção, 5 animais por grupo. *p< 0,0001, em 
relação aos demais grupos; **p< 0,01, em relação ao grupo Gal-3-/-. 
WT= Camundongos selvagens, do inglês wild type. 

 

  
 



50 
 

Figura 19 - Imunofluorescência para a Gal-3 no fígado de camundongos com lesão 
hepática crônica, após tratamento com os inibidores de Gal-3. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
Legenda:  Imagens de imunofluorescência para Gal-3 em cinco grupos experimentais: (A) Controle 
WT; (B) Camundongos Gal-3-/-; (C) Controle positivo de lesão de quatro meses [CCl4(4M)]; (D) 
Camundongos tratados concomitantemente com CCl4 e PCM 5% [CCl4(4M) + PCM 5%(4M)]; (E) 
Camundongos tratados com CCl4 e LacNAc [CCl4(4M) + LacNAc(2M)]. Verde: marcação para Gal-3; 
Azul (DAPI): marcação de núcleo. As imagens foram obtidas no microscópio confocal FluoView 1000 
(Olympus, Tóquio, Japão). Para quantificação, utilizou-se 7 campos aleatórios por secção, de 5 
animais por grupo, capturados com objetiva de 40x (escala de barra 5 µm) e analisados no software 
Image Pro Plus v.7.0. (Media Cybernetics, Bethesda, USA). 
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7 DISCUSSÃO 
 

A pectina cítrica modificada vem sendo amplamente estudada como uma 

molécula inibidora natural da Gal-3 e ganhando destaque por possuir um importante 

papel na redução e prevenção da carcinogênese. Até o momento, o uso da PCM 

tem trazido bons resultados na redução da metástase tumoral, como já foi mostrado 

em estudos utilizando modelo animal (DEMOTTI et al., 2010; GILLEN; LOTT, 2000; 

HAYASHI; LIU et al., 2008; LIU; HUANG; YANG, 2008; NANGIA-MAKKER et al., 

2002; PIENTA et al., 1995; PLATT; RAZ, 1992). 

Além disso, um estudo clínico realizado com pacientes com tumores sólidos 

em estágio avançado demonstrou que 20,7% dos pacientes obtiveram melhora 

clínica após ingestão de PCM. (AZÉMAR et al., 2007). Estas evidências reforçam a 

capacidade da PCM em interagir com a Gal-3, e inibir suas atividades, em modelo 

oncológico em uma variedade de órgãos. Contudo, pouco se sabe sobre o seu 

potencial terapêutico nas doenças fibróticas. 

 No presente estudo, foi verificado que a PCM não foi capaz de diminuir a 

intensidade da fibrose em modelo experimental de lesão hepática crônica induzida 

pelo CCl4, tanto quando administrada durante o desenvolvimento da lesão, como 

após o seu estabelecimento. Este achado entrou em concordância com os 

resultados da quantificação da Gal-3, tanto a nível de mRNA, como a nível de 

proteína, onde ambos permaneceram inalterados após terapia. Embora a PCM não 

tenha apresentado a atuação terapêutica desejada nos nossos experimentos, esse 

inibidor da Gal-3 demonstrou atividade protetora em modelo de nefropatia aguda 

induzida por ácido fólico, com redução da expressão de Gal-3, associada com a 

diminuição da fibrose renal (KOLATSI-JOANNOU et al., 2011). A mesma resposta 

protetora da PCM também foi observada na fibrose vascular, em estudo de 

disfunções cardiacas, em ratos (CALVIER et al., 2013). As discordâncias nos 

resultados obtidos podem ser decorrentes das metodologias utilizadas, uma vez que 

PCM, no modelo de lesão renal, embora utilizada na mesma concentração do 

presente trabalho (1%), foi administrada antes da indução da nefropatia (KOLATSI-

JOANNOU et al., 2011). Já no modelo de fibrose vascular, foi utilizada por via 

orogástrica, na concentração 100 mg/kg/dia, o que fornece uma maior precisão da 

quantidade de droga administrada por camundongo do que quando fornecido ad 

libitum, na água de beber (CALVIER et al., 2013). Na tentativa de mimetizar os 
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danos hepáticos que acontecem nos seres humanos, administramos a PCM 

simultaneamente a indução da lesão, ou após o seu estabelecimento. Em nenhuma 

das metodologias utilizadas o PCM foi capaz de alterar o quadro de fibrose hepática. 

O uso da PCM em modelo de câncer de cólon e metástase hepática é o único 

estudo disponível na literatura que avalia o efeito deste inibidor no fígado (LIU et al., 

2008; LIU, HUANG, YANG, 2008). Neste trabalho, a metástase hepática foi reduzida 

pela administração oral de PCM de uma maneira dose-dependente. Camundongos 

tratados com PCM a 1%, 2,5%, 5%, ad libitum, apresentaram um decréscimo da 

metástase de 20, 36,7 e 40%, respectivamente, em relação aos controles. Contudo, 

apesar do efeito anti-metastático demonstrado pela droga, não foi possível observar 

diferenças significativas nos níveis de Gal-3, tanto no soro, como no fígado entre os 

grupos experimentais. Isto sugere que a PCM pode possuir outros mecanismos de 

ação, que não através da inibição da Gal-3 (LIU et al., 2008; LIU, HUANG, YANG, 

2008).    

Jackson et al. (2007) observaram que a PCM tinha pouca ou nenhuma 

atividade apoptótica em células cancerosas humanas da próstata (LNCaP), 

enquanto que a pectina fracionada em pó (FPP), modificada por fragmentação 

térmica, induziu a apoptose. No entanto, as células LNCaP utilizadas no referido 

trabalho, interessantemente não expressam Gal-3 (CALIFICE et al., 2004), 

sugerindo que os efeitos apoptóticos de pectinas nele relatados são devidos a 

mecanismos não mediados pela Gal-3, possivelmente pela interação com a 

Galectina-1 (JACKSON et al., 2007). 

O termo Pectina Modificada é uma denominação abrangente, englobando 

pectinas com diferentes composições de açúcares, pesos moleculares, níveis de 

acetilação e métodos de fragmentação (enzimático, químico e térmico), o que pode 

originar moléculas com diferentes propriedades e consequentemente, atuações 

divergentes (MORRIS et al., 2013). Isto certamente se apresenta como um 

obstáculo para os estudos que avaliam estas moléculas como possível terapia, visto 

que muitas vezes não é especificado o tipo de pectina utilizada.  

De maneira semelhante à PCM, a utilização da LacNAc não interferiu nos 

níveis de Gal-3 no fígado e, dessa forma, não foi capaz de atenuar os efeitos 

fibróticos promovidos pelo CCl4. Isto sugere que esta droga não atua como inibidora 

de Gal-3 neste órgão, o que não foi observado nos modelos de insuficiência 

cardíaca e nefropatia hipertensiva (FRENAY et al., 2014; YU et al., 2013). Nesses 
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dois últimos trabalhos, foi observada diminuição da Gal-3, associada com a 

atenuação das lesões, após tratamento com LacNAc na mesma dose e pela mesma 

via de administração utilizada no nosso trabalho (50 µg/kg/dia, por via 

intraperitoneal). Contudo, não se tem evidências na literatura do efeito da LacNAc 

em modelo de lesão hepática crônica. 

A elevada expressão de Gal-3 tem sido associada à fibrose em diversos 

modelos experimentais de lesões hepáticas, como no modelo tóxico por CCl4 

(HENDERSON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012), pela ligação do ducto biliar 

(JIANG et al., 2012) e na esteato-hepatite não alcoólica (NASH) induzida por 

estreptozotocina (TRABER; ZOMER, 2013). Nossos resultados corroboram com 

estes achados, visto que constatamos um aumento da expressão de Gal-3 no fígado 

dos camundongos com lesão hepática. Também foi verificada que a produção desta 

lectina ocorreu de maneira proporcional à intensidade da lesão, visto que, 

camundongos estimulados com CCl4 durante quatro meses apresentaram níveis 

mais elevados de Gal-3 quando comparados com os estimulados durante apenas 

dois meses. As terapias com os inibidores, por sua vez, não influenciaram os níveis 

hepáticos de Gal-3. Até o momento, não existe evidência do bloqueio desta proteína 

no fígado por parte dos dois inibidores.  

 Em relação aos níveis dos reguladores da degradação do tecido fibroso, não 

foi observada alteração na expressão tanto de MMP-9, como de TIMP-1, após 

tratamento com os inibidores de Gal-3. Este resultado foi esperado, uma vez que a 

terapia não teve ação na resolução da lesão hepática. Adicionalmente, nossos 

dados indicam que camundongos com fibrose apresentam níveis elevados de TIMP-

1, assim como observado em estudos anteriores com pacientes (BENYON et al., 

1996) e em modelos animais (IREDALE et al., 1996; IREDALE, 2007). Além disso, o 

aumento de TIMP-1 nestes animais ocorreu proporcionalmente à progressão da 

lesão, onde os grupos de camundongos com lesão de quatro meses expressaram 

mais TIMP-1 em relação aos grupos de dois meses. Estes resultados estão em 

concordância com dados da literatura que mostram esse aumento proporcional de 

TIMP-1 e o apontam como um dos marcadores utilizados para avaliar o grau de 

fibrose hepática em pacientes com diferentes hepatopatias (ALKHOURI et al., 2011; 

PARKES et al., 2010; ROSENBERG et al., 2004).  

 A MMP-9, por sua vez, tem apresentado resultados inconsistentes sobre os 

seus níveis em modelos animais de lesões hepáticas agudas e crônicas (HEMMANN 
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et al., 2007). De maneira geral, níveis elevados de MMP-9 são encontrados em 

fígados com lesão, porém de uma forma não relacionada ao grau de fibrose 

(HEMMANN et al., 2007). De fato, isto foi evidenciado no nosso trabalho, uma vez 

que camundongos com fibrose apresentaram níveis mais altos de MMP-9, porém de 

uma maneira não proporcional à intensidade da lesão. 

 No nosso trabalho, animais knockouts para o gene da Gal-3, foram utilizados 

como um controle do experimento, e a ausência desta lectina foi confirmada a nível 

de proteína. Nossos resultados demonstraram que os camundongos Gal-3-/- 

apresentaram redução significativa da fibrose hepática induzida pelo CCl4, 

corroborando com dados de estudos anteriores (HENDERSON et al., 2006; JIANG 

et al., 2012). Este achado reforça o conceito de que a Gal-3 desempenha um papel 

importante durante a deposição de tecido fibroso durante a lesão hepática. 

Os camundongos Gal-3-/- apresentaram uma diminuição dos níveis de TIMP-1 

em relação ao seu controle positivo de lesão de quatro meses, demonstrando 

tendência a expressar quantidades semelhantes ao controle sem lesão. Esta 

atenuação da expressão de TIMP-1 já foi demonstrada por Jiang et al. (2012), em 

camundongos Gal-3-/- submetidos à ligação do ducto biliar. Sabe-se que a elevada 

produção de TIMP-1 nas lesões hepáticas se dá em grande parte pelas CEHs 

ativadas (HEMMANN et al., 2007). Em camundongos Gal-3-/- a ativação dessa 

população celular é deficiente, o que explica a diminuição da expressão de TIMP-1. 

Essa glicoproteína estando diminuída, atenua a inibição da MMP-9, a qual está livre 

para degradar o tecido fibroso, podendo ser este um dos mecanismos pelo qual 

camundongos Gal-3-/- desenvolvem menos fibrose em relação aos selvagens. 

Diferentes inibidores de Gal-3 têm sido descritos com potencial terapêutico 

frente a desordens hepáticas (TRABER, 2013; TRABER; ZOMER, 2013). A 

utilização de GR-MD-02 (Galactoarabino-rhamnogalaturonan) e GM-CT-01 

(Galactomannan), dois complexos de carboidratos, acentuadamente melhoraram a 

regeneração hepática e promoveram redução de gordura hepatocelular e de tecido 

fibroso em camundongos com NASH (TRABER; ZOMER, 2013). Resultados 

semelhantes foram obtidos em modelo tóxico induzido por tioacetamida (TAA) em 

ratos, onde além de reduzir os níveis de tecido fibroso, o tratamento foi capaz de 

reverter o quadro de cirrose hepática (TRABER et al., 2013). Assim , apesar da PCM 

e a LacNAc não terem apresentado resultados promissores no presente trabalho, 
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maiores estudos referentes a via de administação e concentração dos compostos 

testados precisam ser avaliados. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos nessa dissertação permitiram concluir que tanto a PCM 

quanto a LacNAc, nas condições experimentais utilizadas no presente trabalho, não 

foram capazes de bloquear a expressão da Gal-3 e consequentemente não 

apresentaram atividade anti-fibrótica no modelo de lesão hepática. Contudo, maiores 

estudos devem ser realizados a fim avaliar a real capacidade de ligação dos 

inibidores à Gal-3 nesse modelo experimental, bem como testar a eficácia do 

tratamento utilizando diferentes concentrações dos inibidores e outras vias de 

administração. 
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ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVAÇÃO DO PROJETO NA CO MISSÃO DE 
ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

  

 


