Artigo Original e

Elevada expressao de galectina-3 em cicatrizes
excessivas: Um estudo piloto

Elevated expression of galectin-3 in excessive scars: A pilot study

VICTOR FREIRE SALOMAO
FERREIRA!?*
FELIPE SIMOES LEMOS?*
ROBERTO STEFAN DE
ALMEIDA RIBEIRO!
SILVIO RENAN PINHEIRO
VICTOR DE-ARAUJO!
FABIO SANTIAGO
FIGUEREDO!
MARIA LIDIA DE ABREU
SILVA®
FELIPE LEITE DE-OLIVEIRA?
THAIS PORTO AMADEU!

Institui¢do: Laboratério de
Imunopatologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (UERJ),
Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Artigo submetido: 05/03/2024.
Artigo aceito: 30/04/2024.

Conflitos de interesse: ndo ha.

= RESUMO

Introducao: Cicatrizes hipertréficas e queloides séo tipos de cicatrizes excessivas
de cicatrizagdo anormal da pele. Galectina-3 (gal-3) é uma proteina da familia das
lectinas capaz de identificar carboidratos, que podem se combinar e atuar em
diversas moléculas. Na literatura, a agdo da gal-3 como principal agente regulador
da fibrogénese ja foi descrita, sendo atualmente utilizada na terapia antifibrética de
diversos 6rgaos como pulméo e figado. O objetivo deste estudo piloto foi mostrar
resultados preliminares encontrados na expressio de gal-3 em cicatrizes exacerbadas.
Meétodo: Foram coletadas 20 amostras de biépsias de cicatrizes excessivas (16 queloides
e 4 cicatrizes hipertroficas) e 9 amostras de cicatrizes normais de 22 mulheres
e 7 homens. Essas amostras foram processadas para analise histopatolégica de
rotina por imuno-histoquimica para detectar gal-3. As células positivas para gal-3
foram quantificadas pelo método estereolégico utilizando uma grade de 36 pontos.
Resultados: A imuno-histoquimica mostrou alta expressio de gal-3 em células
endoteliais e epiteliais de todas as amostras de cicatrizes, bem como expressao
em células distribuidas pela derme. Maior expressio de gal-3 foi encontrada em
amostras de queloides (28% de células positivas) em comparacdo com cicatrizes
normais (18%) e hipertréficas (22%) (p=0,0075). Os resultados foram obtidos de
um pequeno numero de pacientes, por se tratar de um estudo piloto. Conclusao:
Os dados sugerem que a gal-3 participa do processo de cicatrizacio e, devido a sua
maior presenca em amostras de queloides, pode ser um potencial biomarcador
para formacgio de queloides e um alvo terapéutico promissor a ser explorado.

Descritores: Imuno-histoquimica; Queloide; Cicatriz hipertréfica; Galectina 3;
Cicatrizacao.

= ABSTRACT

Introduction: Hypertrophic scars and keloids are types of excessive scars from abnormal
skin healing. Galectin-3 (gal-3) is a protein from the lectin family capable of identifying
carbohydrates, which can combine and act on different molecules. In the literature, the
action of gal-3 as the main regulatory agent of fibrogenesis has already been described
and is currently used in anti-fibrotic therapy for various organs such as the lung and liver.
The objective of this pilot study was to show preliminary results found in the expression
of gal-3 in exacerbated scars. Method: Twenty biopsy samples from excessive scars
(16 keloids and 4 hypertrophic scars) and 9 samples from normal scars were collected
from 22 women and 7 men. These samples were processed for routine histopathological
analysis by immunohistochemistry to detect gal-3. Gal-3 positive cells were quantified by
the stereological method using a 36-point grid. Results: Immunohistochemistry showed
high expression of gal-3 in endothelial and epithelial cells of all scar samples, as well
as expression in cells distributed throughout the dermis. Higher gal-3 expression was
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Elevada expressao de galectina-3 em cicatrizes excessivas

found in keloid samples (28% positive cells) compared to normal (18%) and hypertrophic
(22%) scars (p=0.0075). The results were obtained from a small number of patients,
as this was a pilot study. Conclusion: The data suggest that gal-3 participates in the
healing process and, due to its greater presence in keloid samples, it may be a potential
biomarker for keloid formation and a promising therapeutic target to be explored.

Keywords: Immunohistochemistry; Keloid; Cicatrix, hypertrophic; Galectin 3;

Wound healing.

INTRODUCAO

Oreparo tecidual é definido como a restauragio do
tecido apds lesdo, tanto em termos de sua conformacéo
quanto de sua funcéo!. A cicatrizacdo é um processo
evolutivo preservado até os dias atuais e inclui
processos como inflamacéo, proliferacdo celular e
remodelamento da matriz extracelular?®. A reparacéo
tecidual incorreta ou anormal da pele causa situagoes
patolégicas, como queloides e cicatrizes hipertroéficas.
Queloides e cicatrizes hipertréficas sdo formas de
cicatrizes excessivas, que podem ser causadas por
lesdo na pele, queimadura, trauma, irritacéo, cirurgia,
piercing, entre outros tipos de lesdes cutaneas®.

A deposiciao exacerbada de componentes da
matriz extracelular pode ocorrer durante as fases
de cicatrizacéo e, quando o remodelamento da lesdo
apresenta progressido da matriz, ocorre fibrose. A
fibrogénese pode ser caracterizada como dinimica,
com grau variado de plasticidade, que depende
também do tecido afetado®. A remodelagio do tecido
fibrético depende diretamente da inflamacéo crénica
e do dano as células teciduais®. Nessas situacdes
patolégicas ha também inflamacéo continua, presenca
de miofibroblastos e deposicio excessiva de colageno,
fibroblastos, células inflamatérias e vasos sanguineos
recém-formados™®. Até hoje, ndo se sabe a causa
exata dessas situagdes patolégicas, porém diversos
tratamentos séo utilizados para induzir a regressao
dessas cicatrizes excessivas®. Apesar dos avangos no
seu tratamento, muitos pacientes ainda apresentam
efeitos adversos de cicatrizes anormais®.

As galectinas sdo proteinas que pertencem a
familia das lectinas e até o momento foram identificados
15 tipos diferentes. Essas proteinas ligam-se ao
B-galactosideo e possuem um dominio reconhecedor
de ligacao a carboidratos (CRD) com capacidade de
reconhecer carboidratos de aproximadamente 130
aminoacidos!®!!, Uma forma tunica das galectinas, a
galectina-3 (gal-3), denominada quimera, surge devido
auma sequéncia desordenada e intrinseca presente em
seu dominio N-terminal, que permite a oligomerizacao
e organizacao da gal-3 em pentimeros. A gal-3 possui
capacidade multifuncional em inimeras condigbes
celulares e patolégicas!’.

Varios estudos ja demonstraram a capacidade da
gal-3 em promover reepitelizagdo, angiogénese, adesio
e migragio celular, tanto em modelos experimentais
murinos quanto em modelos in vitro, incluindo a
participacéo na regulacio do sistema imunolégico'*1.
A capacidade de atuar na interacao célula-matriz torna
a gal-3 essencial para a promocgio desses processos®.
Portanto, a gal-3 desempenha papéis em diversos
processos, como a formagéo de cicatrizes, mediando
o recrutamento de mondcitos, a plasticidade da
diferenciagdo de macréfagos, a interacao intercelular
e a producdo de matriz e, assim, indiretamente, na
regulagéo da fibrose?2,

Varios fatores podem estar envolvidos no
desenvolvimento de cicatrizes excessivas.
Recentemente, alguns artigos sugeriram a participacio
da gal-3 em diversas situagoes patolégicas, incluindo
fibrose, como fibrose cardiaca e fibrose pulmonar?+2,
Além disso, trabalhos recentes sugerem que a gal-3,
em conjunto com a galectina-1, auxilia na proliferagio
e sobrevivéncia dos fibroblastos, que sido diretamente
responsaveis pela deposicdo excessiva de matriz
cicatricial®®. Portanto, mais estudos sdo necessarios
para correlacionar a expressao e acido da gal-3 no reparo
tecidual normal e anormal.

OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo investigar e
caracterizar a expressao da gal-3 em amostras humanas
de cicatrizes hipertroéficas e queloides, comparando-as
com cicatrizes normais.

METODO

Pacientes e Amostras

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto,
conforme protocolo nimero 1.900.610. Todos os
pacientes foram informados sobre o estudo; os
participantes maiores de 18 anos que consentiram
voluntariamente em participar assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), enquanto
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os individuos entre 13 e 17 anos assinaram o Termo
de Assentimento juntamente com um responsavel.
Nao foram incluidos no estudo pacientes que optaram
por nio se submeter ao procedimento cirdrgico para
retirada de cicatrizes, menores de 13 anos ou individuos
que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Cicatrizes normais, queloides e cicatrizes
hipertréficas foram coletadas como amostras de
pacientes atendidos no Setor de Cirurgia Pléstica do
Hospital Universitario Pedro Ernesto, no Rio de Janeiro,
RJ, no periodo de 2015 a 2019, que desejavam realizar o
procedimento para retirada dessas cicatrizes, que néao
apresentavam sinais de regressio e ndo responderam
ao tratamento. A classificagdo de cicatrizes normais,
cicatrizes hipertréficas e queloides foi feita aplicando-
se critérios clinicos rigorosos (avaliagao feita por
médico treinado).

Para a cirurgia, a pele foi previamente preparada
com antissépticos locais como gluconato de clorexidina
2%, desengordurante e alcool. Os pacientes foram
submetidos a intervencao cirtrgica sob anestesia local
com lidocaina a 1% e adrenalina 1:200.000. A excisdo
das cicatrizes hipertréficas e inestéticas foi realizada
em fuso abrangendo toda a lesido, enquanto nos casos de
cicatrizes queloides foi realizada ressecgéo intralesional
devido ao risco de recidiva.

Os fragmentos foram fixados em formol a 10%
por pelo menos 24 horas. Apés fixacdo em formalina,
os fragmentos foram processados em parafina e
transferidos para ldminas histolégicas para anélise
histopatolégica e imuno-histoquimica. Para andilise
geral dos tecidos, as amostras foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e, para observagao do
sistema de fibras coldgenas, as amostras foram coradas
pela técnica Picrosirius Red (PS). As se¢cées HE e PS
foram visualizadas em microscépio Leica DM 500, sob
campo claro ou com polarizador, respectivamente.
Apébs a captura das imagens dos cortes histolégicos,
as anélises foram realizadas utilizando o programa de
captura Future WinJoe versao 1.6 (Future Optics Sci.
& Tech. Co, Xiasha, Hangzhou, China).

Imuno-histoquimica

Para identificar miofibroblastos, células
importantes na reparacao e fibrose tecidual, bem
como na vascularizacao tecidual, foi realizada a
técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpo
contra alfa-actina do musculo liso (a -SMA; Abcam-
UK).

Nesta metodologia, a peroxidase endégena foi
bloqueada em solugéo de peréxido de hidrogénio a 3%
(Proquimios-BR) em metanol por 30 minutos. Isto foi

seguido por lavagens de 5 minutos em agua corrente
e em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x,
ap6s o que as amostras foram bloqueadas usando o
kit de bloqueio SpringBio. Apés 1 hora, o excesso de
solucéo de bloqueio foi removido e as secgdes foram
incubadas com o anticorpo monoclonal priméario anti
a-SMA de camundongo a uma concentragao de 1/100
em albumina de soro bovino a 1% (BSA) em PBS a 4°C
durante a noite; nesta etapa as ldminas do controle
negativo foram incubadas apenas com PBS/BSA a 1%.

Na segunda etapa, o anticorpo primario foi lavado
com 1x PBS, depois incubado com anticorpo secundério
anti-IgG de camundongo - HighDef Complement Kit
(Cell Marque-USA) por 30 minutos. A marcacao foi
revelada com o cromogénio diaminobenzidina (DAB,;
Cell Marque-USA) por 5-8 minutos. Os cortes foram
lavados novamente com 1x PBS e contrastados com
hematoxilina de Harris (Proquimios-BR). As laminas
foram lavadas em 4gua corrente, depois em agua
destilada e, em seguida, desidratadas, clarificadas e
montadas com Entellan (Merck-Ger). As fatias foram
visualizadas em microscépio de campo claro (Leica
DM500).

Para identificar a presenca de gal-3 nas amostras
de cicatrizes, foi realizada imuno-histoquimica
utilizando o anticorpo monoclonal primario anti-gal-3
(Clone M3/38; American Type Culture Collection-EUA).
As amostras foram desparafinizadas, reidratadas e
a recuperacgdo antigénica foi realizada com solugéo
Trilogy® (1:100 diluida em 4gua destilada; Sigma-USA).
As laminas foram entdo passadas em banho de dgua
destilada seguido de solucéo de peréxido de hidrogénio
a 3% para bloqueio da peroxidase endégena. As ldminas
foram novamente lavadas em banho de 4gua destilada
e 3 banhos de PBS+Tween (10%), seguido de bloqueio
do local especifico com 16% de leite e 20% de BSA em
agua destilada por 1 hora.

Asseccoes foram entéo incubadas com o anticorpo
anti-gal-3 numa concentracao de 1:100 em PBS/BSA a
1% durante 1 hora; nesta fase, as lAminas para o controle
negativo foram incubadas apenas com PBS/BSA a 1%.
Aslaminas foram lavadas trés vezes com PBS + Tween
seguido de incubagido com um anticorpo secundario
IgG anti-camundongo néo conjugado (Vector-USA).
Foram realizadas trés lavagens com PBS + Tween
e, em seguida, para amplificar o sinal do anticorpo
secundario, a estreptavidina peroxidase (Sigma-USA)
foi adicionada por 20 minutos. Os cortes foram lavadas
novamente com PBS+Tween e o cromégeno DAB foi
adicionado por 20 segundos. O contraste foi realizado
com hematoxilina de Harris (Sigma-EUA). Por fim, foi
realizada desidratagéio e clarificagdo, as laminas foram
montadas com Entellan e visualizadas em microscépio
(Leica DM 500).
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Analise quantitativa de galectina-3 e captura de
imagem

Trés campos aleatérios de cada lamina foram
fotografados para a epiderme, derme e tecido
subcutaneo. Apés a captura das imagens dos cortes
histolégicos, as anélises foram realizadas utilizando o
programa de captura Future WinJoe.

O software Future WinJoe foi utilizado
para processar as imagens digitais capturadas e a
densidade de volume das células positivas para gal-
3 (%Vv [gal-3]) foi avaliada utilizando um sistema
estereolégico composto por 36 pontos, conforme
descrito anteriormente por Petito et al.?”. Vv = PP/PT
(%) (PP representa os pontos avaliados que chegam a
estrutura e PT representa o total de pontos presentes
na grade). Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrio.

Analise estatistica

Diferengas significativas entre os grupos foram
determinadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, no qual p<0,05 foi considerado significativo.
As anélises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versao 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Cicatrizes

Os pacientes foram subdivididos em trés grupos
(cicatrizes normais, cicatrizes hipertroéficas e queloides)
para permitir a anélise estatistica, conforme mostra
a Tabela 1. Todos os sujeitos do grupo com cicatriz
normal eram mulheres (n=9) e tinham idade entre 20
e 57 anos (média 37,3 anos). A maioria das cicatrizes
normais estava localizada na regido mamaria (18%)
e pélvica (18%), seguida de abddémen inferior (9%),

umbigo (9%) e hipocondrio (9%). No grupo queloide
(n=16) a maioria dos pacientes eram mulheres (62,5%)
e com idade entre 13 e 66 anos (média 28,3 anos). E
a maior parte dos queloides foi coletada nas orelhas
(50,0%), seguida de abdoémen (12,4%), tronco anterior
(12,4%), regiao cervical (6,2%), couro cabeludo (6,2%),
regiao superciliar (6,2%) e mandibula (6,2%). Por fim,
o grupo de cicatrizes hipertréficas (n=4) foi composto
por 3 mulheres e 1 homem, com idade entre 21 e 61 anos
(média 34,25 anos). E essas cicatrizes foram coletadas
em cada area umbilical, pré-auricular, face e ombro.
O tempo médio das cicatrizes tipicas foi de 65 meses,
enquanto os queloides tiveram em média 83 meses e
as cicatrizes hipertréficas foram em média 30 meses.

Amostras coradas

As amostras coradas com HE de todas as
cicatrizes revelaram pequena quantidade de células
na derme reticular demonstrando maior deposigio de
matriz extracelular. Além disso, queloides e cicatrizes
hipertréficas apresentavam epiderme mais retilinea
e com menos papilas dérmicas em comparacio as
cicatrizes normais (Figura 1A, B e C).

Ao microscépio de polarizacio, foi possivel
observar que todas as amostras apresentavam fibras
espessas e avermelhadas, demonstrando grande
deposicdo de coldgeno na derme reticular. As fibras
colagenas da cicatriz normal tendem a ser fragmentadas
e entrelagadas. J4 os queloides e cicatrizes hipertréficas
apresentam fibras mais longas e espessas, depositadas
paralelamente a superficie, proporcionando deposicéao
fibrosa mais exacerbada, irregular e estratificada
(Figura 1D, E e F).

Expressao de a-SMA em amostras de cicatrizes
excessivas

Amostras de tecido de cicatrizes normais,
queloides e cicatrizes hipertréficas apresentaram

Tabela 1. Dados clinicos sociodemogréaficos da populagéo envolvida no estudo.

Cicatriz normal

(WELIL))
Anos 37,33+x12,76
Sexo 09 (100%) F
00 (0%) M

Cor da pele *

Branco 07
Marrom 02
Preto 00

SD 00

Queloide Cicatriz Hipertrofica
(N=16) (N=04)
28,37+15,31 34,25+18,46
10 (62,5%) F 03 (75%) F
06 (37,5%) M 01 (25%) M
01 01
11 01
02 01
02 01

Legenda: N — nameros das amostras. F — Feminino; M — Masculino; SD — Sem dados. Os valores séo apresentados como média + desvio padrao. *Cor da pele

declarada pelos pacientes.

Rev. Bras. Cir. Pldst. 2024,39(3):e0936



Ferreira VFS et al.

www.rbcp.org.br

Figura 1. Fotomicrografias de cortes cicatriciais normais e excessivos. Imagens representativas das laminas analisadas (CN - cicatriz
normal, CH - cicatriz hipertréfica e Q - queloide), capturadas de cortes corados com hematoxilina e eosina (A, B e C), Picrosirius Red (D,
E e F), e marcacgéo contra a-SMA (G, H e I). A) Asteriscos destacando a concentracio de fibras na derme reticular em comparagiao com
a derme papilar. As cicatrizes normais também apresentavam mais papilas dérmicas. B) Asteriscos indicando papilas pouco acentuadas
e distribuidas, com grande deposi¢cdo de matriz extracelular na derme reticular. C) Asteriscos demonstrando derme papilar mais
retilinea e com poucas células na derme devido & grande deposigdo de matriz e fibras. D) Asteriscos demonstrando fibras mais unidas e
fragmentadas. E) Asteriscos destacando deposi¢ao exacerbada de fibras espessas e aleatérias. F) Asteriscos indicando fibras dispostas de
forma exagerada, com pouca fragmentacao. G) Setas mostrando regiées com vasos na derme reticular. H) Setas mostrando regioes de alta
vascularizagdo e até mesmo infiltrados que podem sugerir inflamagao. I) Setas mostrando regiées com muitos capilares, intensamente
vascularizadas e com asteriscos mostrando regiées com coloracio positiva para miofibroblastos. Barra: 100 um.

coloracido positiva consideravel para a-SMA nas
paredes dos vasos sanguineos; entretanto, as cicatrizes
normais apresentaram menor vascularizagio em todo
o corte, comparadas aos queloides e as cicatrizes
hipertréficas, principalmente na regido da derme
reticular (Figura 1G,He I).

Expressao de galectina-3 em amostras de cicatrizes
excessivas

Em geral, a expressédo de gal-3 foi observada
na epiderme e em toda a derme papilar e areas da
derme reticular. Sua marcacio foi mais intensa nas
células dos vasos sanguineos e glindulas anexas,
porém a gal-3 nédo estava presente em regides com

deposicao de fibras colagenas. Nas cicatrizes normais
foi observada coloracao positiva para gal-3 em todo
o tecido, principalmente na derme papilar, enquanto
na derme reticular nio foi possivel detectar coloracéo
relevante nas regides de deposicao de fibras, apenas
positividade ao redor dos vasos sanguineos e glandulas
sudoriparas (Figura 2A, B e C).

Nos queloides, foi observada marcagéo positiva em
todo o epitélio e na derme papilar, principalmente nos
vasos sanguineos da derme papilar e reticular, além disso,
o grupo queloide apresentou a maior marcacao de células
gal-3-positivas, porém, nenhuma marcacio positiva foi
observada em locais com deposicio excessiva de matriz
extracelular (Figura 2D, E e F). Nas cicatrizes hipertroéficas
também foi observada coloragio positiva para gal-3 nos
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Figura 2. Fotomicrografias da expressio da galectina-3. Na primeira coluna (A, B e C) as imagens demonstram amostras de cicatrizes
normais (CN) marcadas para gal-3 e sdo representativas de cicatrizes normais de 9 pacientes. Na segunda coluna (D, E e F) as imagens
demonstram amostras de queloide (Q) marcadas para gal-3, de 16 pacientes. Na terceira coluna (G, H e I) as imagens demonstram amostras
de cicatrizes hipertréficas (CH) marcadas para gal-3 e sdo representativas de cicatrizes hipertréficas de 4 pacientes. Os quadrados
indicam regides ampliadas e positivas para gal-3. Imunoperoxidase anti-galectina-3 com contracoloragéo de hematoxilina. Barra: 100 um.

vasos sanguineos da derme papilar e reticular, porém néo
foi observada marcagéo positiva na regido de deposigao
de matriz extracelular. Em geral, o grupo com cicatriz
hipertréfica apresentou padriao semelhante ao grupo
queloide, mas com menor nimero de células positivas
para gal-3 (Figura 2G, He I).

Como o padrio de distribuicdo da gal-3 foi
semelhante entre os grupos estudados, as células
positivas para gal-3 foram quantificadas em seguida por
estereologia. Ao determinar e comparar a expressao de gal-
3 em células distribuidas pela derme, foi possivel observar
diferenca significativa na densidade de volume de células
positivas para gal-3 em queloides em comparacio com
cicatrizes normais (p=0,0075) (Figura 3). No entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre a
densidade de volume de células positivas para gal-3 entre
cicatrizes hipertréficas e normais, nem entre queloides e
cicatrizes hipertréficas. As amostras do grupo queloide
apresentaram 28% de células positivas para gal-3,

Figura 3. Grafico de densidade de volume de células positivas para galectina-3.
O eixo Y do gréafico representa o volume percentual de gal-3, avaliado por
estereologia, em ldminas de imuno-histoquimica marcadas com anti-gal-3. O
eixo X apresenta as formas das cicatrizes avaliadas neste estudo (CN - cicatriz
normal, CH - cicatriz hipertréfica e Q — queloide). p=0,0075.
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enquanto o grupo com cicatriz normal apresentou 18% e
o grupo com cicatriz hipertréfica 22% (Figura 3).

DISCUSSAO

A galectina-3 foi descrita como tendo um papel
em processos inflamatérios e angiogénicos!®? e,
portanto, estd implicada em processos de cicatrizacao
de feridas, mas seu papel ainda néo foi especificamente
definido. Também néo se sabe ainda como surgem
os queloides e as cicatrizes hipertréficas; o presente
estudo teve como objetivo caracterizar a expressio da
gal-3 nas cicatrizes normais e nas cicatrizes excessivas
de humanos.

A cicatrizacido é um tipo de mecanismo de
reparo que ¢ ativado quando ocorre dano tecidual. Em
algumas ocasides, o processo de cicatriza¢io de feridas
cutidneas nao acontece de forma normal, levando a
formacgéo de cicatrizes excessivas, como queloides e
cicatrizes hipertréficas. Essa cicatrizacdo excessiva
é caracterizada por inflamagéo persistente, com
recrutamento e remodelamento celular desequilibrados,
o que leva a deposicio excessiva de componentes da
matriz, resultando em fibrose’. A fibrose tecidual é
dependente de mediadores-chave e vias moleculares
especificas, portanto, a fibrose pode ocorrer em 6rgaos
completamente diferentes, apenas pela presenca desses
mediadores e vias moleculares®.

Galectinas sdo proteinas conhecidas por terem
um dominio reconhecedor de ligacao a carboidratos
(CRD). A galectina tipo 3 é a mais diferente das 17
galectinas conhecidas e mais conhecida por possuir
dominios de interacdo com proteinas e carboidratos,
além da capacidade de pentamerizar, permitindo
diferentes interagdes com moléculas e tecidos!l.
Segundo Peiré et al.%, a gal-3 esta relacionada a
via da fibrogénese, inclusive na fibrose cutinea,
corroborando os dados encontrados em nosso estudo,
no qual quantificamos mais gal-3 em tecido fibrético,
como queloides. Além disso, segundo a literatura, a
gal-3 também esté relacionada a angiogénese e ao
recrutamento de macréfagos!®?1?3, Portanto, entende-se
que esta proteina esta diretamente ligada ao processo
de cicatrizacdo. Também, outras galectinas ja foram
estudadas quanto ao seu papel no reparo tecidual,
como a galectina-1, que tem sido sugerida como tendo
potencial terapéutico, pois sua aplicagido subcutinea
em locais de feridas acelerava a cicatrizacao®.

Arciniegas et al.? demonstraram a expressio
de gal-3 na ldmina basal e na interface dérmica/
epidérmica, bem como em algumas células imunes,
microvasos, feixes de coldgeno e fibroblastos em tecidos
queloides, o que concorda com nossos dados, mas néo

compara a expressio de gal-3 com amostras de tecido
de cicatrizes normais e cicatrizes hipertroficas.

Os dados apresentados por Amadeu et al.” e
concordados por Tan et al.® destacaram a diferencga
entre a vascularizagido das cicatrizes normais e as
cicatrizes anormais, as cicatrizes hipertréficas e os
queloides, em que o tecido das cicatrizes excessivas
se mostrou mais vascularizado. Essa diferenga na
vascularizacdo corroborou os dados encontrados
em nosso estudo para a expressio do marcador de
miusculo liso a—-SMA e gal-3 em cicatrizes normais e
excessivas. Nosso trabalho também constatou que os
vasos sanguineos estavam mais presentes nas cicatrizes
excessivas e que havia maior expressio de gal-3 nos
vasos sanguineos das cicatrizes excessivas, além de
maior expressao de gal-3 nos queloides em geral.

Os achados de Mostacada et al.?®sugeriram que
a gal-3 é vital para o recrutamento de macréfagos,
influenciando sua ac¢éo eliminatéria contra células
apoptéticas e microrganismos. Uma diminui¢io na gal-
3 leva, portanto, a uma resposta inflamatéria menos
pronunciada, devido a um menor recrutamento de
células pré-inflamatérias. Além disso, Sciacchitano et
al.!demonstraram a capacidade da gal-3 de mediar a
ativacio de macroéfagos induzidos por IL-4, conhecidos
como macréfagos ativados alternativamente, para
estimular a fibrose e a producido de matriz. Esses
dados poderiam explicar a maior expressio de
gal-3 em queloides em comparagido com cicatrizes
normais, mas sdo necessarios mais estudos para
compreender completamente a maior expressao de
gal-3 em queloides em comparagido com cicatrizes
hipertroéficas.

Ainda nao foi possivel induzir cicatrizes
excessivas em modelos animais, portanto, os estudos
devem basear-se em amostras humanas. O presente
estudo foi limitado devido ao nimero escasso de
amostras, principalmente das cicatrizes hipertréficas,
o que provavelmente impactou a anélise estatistica na
comparacgio da expressio da gal-3 entre os grupos.
Além disso, devido a este pequeno nimero de amostras,
apenas a andlise tecidual foi realizada e nenhuma
investigacéo da gal-3 na via da fibrogénese pdde ser
realizada. Além disso, os cortes ja apresentavam
estrutura de cicatrizacdo completa, portanto, o periodo
de modulagéo celular durante a cicatrizagdo ndo pode
ser avaliado. A auséncia de amostras de pele normal foi
nossa escolha porque este estudo pretende comparar
dois tipos de cicatrizes excessivas na pele humana
(cicatrizes hipertréficas e queloides) com o processo
normal de cicatrizacio de feridas (cicatrizes normais).
Apesar das limitagdes deste estudo, os resultados
obtidos séo valiosos para um estudo piloto.
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CONCLUSAO

Neste estudo, a expressao da proteina gal-3 foi
detectada em cicatrizes normais e anormais, sugerindo
seu envolvimento em processos tipicos e atipicos de
cicatrizagdo de feridas cuténeas, particularmente
na angiogénese e na reepitelizagdo. Apesar da
heterogeneidade das amostras de cicatrizes normais e
anormais utilizadas neste estudo, gal-3 foi identificada
e sua expressido apresentou diferencgas significativas.
Além disso, a sua expressio foi notavelmente maior na
derme dos queloides em comparagido com cicatrizes
tipicas, indicando um papel fundamental da gal-3
na formacao de queloides. Consequentemente, sio
necessarias mais investigacoes para avaliar a deposicio
e fungdo da gal-3 ao longo da cascata de cicatrizagio
e em condigdes cronicas como diabetes e lesdes
isquémicas. Tais estudos podem revelar o potencial da
gal-3 como biomarcador para formacao de queloides
ou como alvo para intervengbes terapéuticas no
tratamento de feridas.
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