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Resumen

Las glicoproteinas presentes en la superficie celular, como asi también las que componen la
matriz extracelular, contienen informacion vital codificada en glicanos. Estos glicanos son
ensamblados y modificados post-traduccionalmente por distintas enzimas llamadas
glicosiltransferasas y glicosidasas presentes en el lumen del Reticulo Endoplasmico (RE) y
en el Aparato de Golgi. Dado que la biosintesis de los mismos se efectla sin ningun tipo de
molde, existe una enorme diversidad de estructuras sacaridicas presentes en proteinas y
lipidos. Esto determina que el estudio de la informacion contenida en los distintos glicanos
sea un verdadero desafio para los glicobiélogos en general, y para los glicoinmunélogos en
particular. Sin embargo, en las Gltimas décadas se produjo un avance significativo en la
comprensioén de los “glico-cédigos” presentes en la superficie celular y en proteinas que se
encargan de interpretar y decodificar esta informacion, denominadas lectinas. En esta
revision nos concentraremos en las galectinas, una familia de lectinas solubles secretadas al
medio extracelular por una via no clasica, definidas por su capacidad de reconocer residuos
- galactosidos, presentes en glicoconjugados expresados en una gran variedad de tipos
celulares. Dada la capacidad de algunas galectinas de comportarse como ligandos
multivalentes (en condiciones particulares de concentracion, pH y estado de oxidacion),
estas proteinas pueden entrecruzar o segregar receptores de membrana glicosilados
modulando asi vias de transduccién de sefiales gatilladas por factores presentes en el
microambiente celular. A su vez, estas lectinas pueden comportarse como ligandos no
canoénicos de una variedad de receptores de importancia en programas inmunolégicos y
vasculares. Esta regulacion de vias de sefializacién conlleva a varios tipos de respuestas

biologicas asociadas a la activacion, la adhesion, la migracién, la proliferacion y la muerte
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celular. En particular, focalizaremos nuestra atencion en galectina-1 (Gal-1), un miembro
prototipico de esta familia, como regulador homeostatico de la respuesta inmunolégica 'y
como factor pro-angiogénico, y su implicancia en el desarrollo y resolucion de
enfermedades autoinmunes y neoplasicas, enfatizando en aportes realizados por nuestro
grupo de investigacion.
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Regulatory circuits mediated by lectin-glycan interactions in immune and
vascular signaling programs: Implications in the design of novel

therapeutic strategies in autoimmune diseases and cancer

Abstract

Glycoproteins present at the cell surface or within the extracellular matrix are composed of a
myriad of glycans assembled through a post-translational modification process called
glycosylation. These molecules store critical biological information that controls cellular
activation, differentiation and survival, and their synthesis is controlled by the sequential
action of a limited number of glycosyltranferases and glycosidases located in the
endoplasmic reticulum (ER) and Golgi apparatus. Since the glycosylation process is not
template-driven, there are almost infinite possibilities of saccharide linkages and structures
which hindered the progress of functional glycobiology for many decades. However,
identification of glycan-binding proteins or lectins responsible of deciphering the cellular
‘glyco-codes’, has illuminated new insights into our understanding of the functions of glycans
in a broad range of cellular processes in health and disease. In this review we will focus on
galectins, a particular family of soluble lectins which are secreted to the extracellular medium
through a non-conventional ER-Golgi-independent route. Galectins are defined based on
their ability to bind p-galactosidase residues in glycoproteins and glycolipids. Given the
ability of some members of the galectin family to form multivalent structures (depending on
their concentration, redox and pH status), they are able to control clustering, reorganization
and trafficking of relevant glycosylated receptors. These multivalent complexes can in turn
regulate receptor signaling, endocytosis and activation within immune and vascular
compartments. Galectin-mediated regulation of receptor signaling results in modulation of a
myriad of cellular processes including cell adhesion, migration, proliferation and apoptosis.
Our results during the past decade demonstrated that galectin-1 (Gal-1) controls immune
and/or vascular homeostasis through multiple regulatory mechanisms. Here we will discuss
pioneer and recent studies highlighting the role of Gal-1 as a novel targetin cancer,

inflammation and autoimmunity.
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Glicanos y Lectinas

Todas las células, desde las bacterias hasta las neuronas o linfocitos, poseen estructuras
sacaridicas (glicanos) unidas a proteinas y/o a lipidos presentes en la superficie celular.
Estos glico-conjugados se ensamblan de manera secuencial, sin un molde pre-establecido,
mediante la accion concertada de glicosiltransferasas y glicosidasas. Los glicanos poseen
roles cruciales en varios procesos bioldgicos en organismos superiores: migracién celular,
diferenciacién, comunicacion celular, inmunidad y vascularizacion [1-4]. En el sistema
inmunoldgico, particularmente, regulan la activacion, diferenciacion y homeostasis de células
encargadas de defendernos de posibles agentes agresores [5].

Las dos principales formas de glicosilacion en proteinas (N- y O-glicosilacién, Figura 1) lejos de
ser fendbmenos estaticos, consisten en procesos dinamicos que dependen del tipo de célula y
su estado fisiolégico de activacién/diferenciacién, como asi también de sefiales del
microambiente en el cual se encuentran, de la expresidn y/o control epigenético de diversas
glicosiltransferasas y glicosidasas, de la distribucién subcelular de componentes de la
maquinaria de glicosilacién, del estado nutricional de las células, de la disponibilidad de
azUcares nucleétidos, de los niveles de oxigeno del medio y de factores de crecimiento, y
citoquinas. Procesos patoldgicos como inflamacion cronica y cancer también generan cambios
en los perfiles de glicosilacion celular en los tejidos involucrados [6—10]. Dada la variedad de
posibles estructuras de glicanos que pueden generarse, los mismos no representan simples
“‘ornamentos” de la superficie celular (como durante mucho tiempo se especuld) sino que
proveen informacién valiosa que determina el desarrollo de procesos fisiolégicos y
patoldgicos.

N-glicanos
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Figura 1. Vias de glicosilacion involucradas en la sintesis de ligandos de galectinas. El esquema
muestra simplificados los dos tipos de glicosilacion principales sobre proteinas, la N- y la O-
glicosilacién. La N- glicosilacién consiste en la adicién de glicanos en un residuo de asparagina de una
proteina alrededor de una regién consenso —N-X-S/T (X no puede ser prolina), mientras que la O-
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glicosilacion ocurre mas tardiamente en el Golgi, sobre los aminoacidos serina y treonina. El proceso
de N- glicosilacién comprende la modificacidon secuencial de un glicano inicial basico rico en manosas
por parte de distintas glicosidasas y glicosiltransferasas. Durante el proceso de formacion de N
glicanos complejos, es critica la actividad secuencial de las enzimas N-acetilglucosaminiltransferasas
(Mgatl; 2, 4y 5), las cuales generan las ramificaciones de GlcNac que constituyen los ligando
preferidos por las galectinas. Por otro lado, otra de las enzimas importantes es la 02,6 sialiltransferasa
1 (ST6Gall), la cual incorpora acido sidlico en posicion a2,6 inhibiendo la unién de ciertas galectinas
sobre N-glicanos complejos. Con respecto a la O-glicosilacion las enzimas mas relevantes son la T-
sintasa esencial para la biosintesis de core-1-O-glicanos y la 02,3 sialiltransferasa (ST3Gal1),
encargada de agregar acido sialico en core-10- glicano

Las moléculas encargadas de decodificar la informacién bioldgica encriptada en estos
glicanos, son las lectinas, proteinas enddgenas capaces de reconocer estructuras
glicosidicas complejas presentes en glicoproteinas y glicolipidos, las cuales al formar
complejos especificos gatillan respuesta celulares que depende de la naturaleza de estas
lectinas y de los glicanos con los cuales interactiian [11, 12]. Diversos estudios, utilizando
modelado molecular han demostrado que las interacciones lectinas-glicanos conducirian a la
formacién de estructuras tridimensionales complejas denominadas “entramados” (lattices, en
inglés) [12], capaces de organizar dominios supramoleculares en la membrana plasmatica,
que pueden segregar glicoproteinas y modificar el umbral de sefalizacién, activacion y
endocitosis de receptores relevantes [13, 14]. En muchos casos estos complejos pueden
sustituir a ligandos candnicos y activar receptores desencadenando respuestas biolégicas

criticas como activacion, diferenciaciéon y muerte celular [13, 14].

Se han caracterizado tres familias importantes de lectinas involucradas en procesos de
reconocimiento y sefalizacion en el sistema inmune, como asi también en programas
vasculares: a) Receptores lectina de tipo C (C-type lectin receptors, CLRS); b) Lectinas de

unién a acido sialico (siglecs); y c) galectinas [8-10]. Los CLRs comprenden una familia

heterogénea de lectinas dependientes del cation Ca?+. Estas a su vez, se subdividen en
dos categorias en base a la presencia de un motivo aminoacidico involucrado en el
reconocimiento de glicanos y de la coordinacion del Ca?*. La mayoria de estas lectinas
poseen uno 0 mas dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRCs), y son expresadas
en la superficie de un amplio espectro de células del sistema inmunolégico, como
macroéfagos y células dendriticas (DCs). Los CLRs que contienen el motivo aminoacidico
EPN (Glu-Pro-Asn), incluidos DC-SIGN, el receptor de manosa (MR) y tangerina, presentan
afinidad por glicanos conteniendo manosa o fucosa. Por otro lado, CLRs conteniendo el
motivo QPD (GIn-Pro-Asp) interactiian especificamente con N-acetilgalactosamina presente
en posicion terminal en glicanos. El receptor MGL (lectina de galactosa de macréfagos),
presente en macrofagos y DCs, es un ejemplo de este grupo de lectinas [15]. Existen
también CLRs que no poseen el requerimiento de Ca?* para interactuar con glicanos, como
el receptor Dectin-1 que reconoce especificamente B-glucanos de levaduras [16]. La
interaccion entre CLRs y glicanos especificos conduce a la internalizacion de los mismos por
endocitosis. La sefializacion intracelular generada por endocitosis de CLRs promueve a su
vez sefiales gatilladas por otros receptores importantes para el reconocimiento de peligro

como los receptores de patrones asociados a patégenos de tipo Toll [17].
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Las siglecs por su parte, poseen especificidad por glicanos que contienen acido sidlico.
Algunas siglecs presentan un patrén de expresién restringido, mientras que otras se encuentran
expresadas en varias células de linaje hematopoyético, tales como linfocitos B, macréfagos y
eosinodfilos. El reconocimiento de acido sialico por parte de siglecs promueve el reclutamiento
de fosfatasas de la familia SHP, las cuales atenlan vias de sefializacién que involucran
fosforilacién de residuos de tirosina [18]. Mientras que los CLRs y las siglecs actlan
principalmente como proteinas transmembrana presentes en la superficie de células del
sistema inmune, las galectinas son proteinas solubles secretadas al medio extracelular por
una via no canodnica (sin intervencion del sistema RE-Golgi). A nivel extracelular, las
galectinas interactian con una gran diversidad de receptores glicosilados por medio de
interacciones proteina-glicanos y proteina-proteina, en un amplio espectro de tipos celulares
[9, 10]. También se ha descripto que las galectinas pueden de manera intracelular, modular
vias de sefalizacion, regular la supervivencia de linfocitos y su actividad, e incluso interactuar
con la maquinaria de splicing (corte y ensamblado) del acido ribonucleico (ARN)[10, 19-23].

A la fecha se conocen 15 miembros de la familia de galectinas en mamiferos, aunque
también se han encontrado proteinas de tipo galectinas en insectos, hongos y plantas [21, 24].
Las galectinas se subdividen en tres grupos en base a sus caracteristicas estructurales,
aunque todas presentan al menos un DRC de aproximadamente 130 aminoacidos
conservado estructuralmente: las galectinas “prototipo” (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -
14 y -15) poseen un uUnico DRC y pueden encontrarse como mondémeros o como dimeros. Las
galectinas de tipo “tandem” (galectina- 4, -6, -8, -9 y -12) contienen dos DRCs homdlogos en
tdndem en una misma cadena polipeptidica, unidos por una regién separadora (linker) de
hasta 70 aminoacidos. Galectina-3 es la unica referente del grupo “quimera”, la cual posee
un unico DRC con una region N-terminal de tipo no lectina, necesaria para su oligomerizacion
(llegando a formar inclusive pentameros) (Figura 2) [10, 20, 21, 23]. Inicialmente las galectinas
fueron definidas por su habilidad de reconocer el disacarido N-acetil-lactosamina (GalB(1-
4)GIcNAc; LacNAc) presente en N- y O-glicanos en glicoproteinas de superficie [25]. Sin
embargo estudios recientes revelaron que estas lectinas presentan diferencias sustanciales
en las preferencias de glicanos, particularmente en el reconocimiento de estructuras
sialiladas, sulfatadas o fucosiladas, como asi también en la capacidad de reconocer LacNAc
en posicién terminal o en repeticiones internas en la estructura de los glicanos (Figura 2).
Esta selectividad relativa podria representar, al menos en parte, la base molecular
subyacente a las diferencias funcionales existentes entre miembros individuales de la familia
[25-28].

La actividad biolégica de las galectinas se encuentra influenciada por su estado de
oligomerizacion, su estabilidad en microambientes reductores u oxidantes y la exposicion de
N- y O-glicanos en células blanco sobre las cuales ejercen su actividad [10]. Sumando
complejidad al sistema, las galectinas también pueden reconocer glicanos presentes en
microorganismos, lo cual sugiere un origen temprano para estas moléculas como proteinas
solubles capaces de reconocer patrones glicosidicos asociados a patdgenos [11, 29, 30].
8
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Algunas galectinas presentan en mamiferos un patrén de expresion ubicuo mientras que
otras exhiben una localizacién especifica de tejidos. En el sistema inmunolégico las
galectinas se encuentran expresadas en practicamente todas las células ya sea de manera
constitutiva o inducible [10, 11, 20, 21, 23].
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Figura 2. Clasificacion de galectinas: estructura, funcidn y especificidad sacaridica. En la figura se
muestran la estructura y clasificacion de las galectinas mas estudiadas. Se observan representantes de
los tres grupos de galectinas: galectinas "proto-tipo” con un Gnico DRC el cual puede homodimerizar
(Gal-1, 2, 7, 10, 14); galectinas con repeticiones “en tandem” conteniendo dos DRCs diferentes unidos
por una region de 70 aminoacidos (Gal-4, 8, 9, 12); y galectinas de tipo “quimera” con un DRC unido a
una regioén no lectina que le permite oligomerizar, siendo Gal-3 su Unica representante. A su vez se
muestran los ligandos preferidos de cada galectina y sus condiciones particulares de unién al mismo.
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En esta revisiébn nos concentraremos en el papel de galectina-1 (Gal-1) como un regulador
crucial de la homeostasis y tolerancia inmunoldgica, y un favor clave en el desarrollo de
programas de vascularizacion. A su vez discutiremos las implicancias terapéuticas asociadas
a procesos patologicos como inflamacion crénica, autoinmunidad y cancer, con especial
énfasis en los aportes de nuestro equipo de investigacion a la comprensidn de estos procesos

desde una perspectiva glicobioldgica.

Gal-1: un nuevo mecanismo de escape tumoral y blanco terapéutico en cancer

Nuestro sistema inmunoldgico cuenta con diversos tipos celulares (linfocitos NK, linfocitos
CD8* citotoéxicos, linfocitos colaboradores o helper CD4* Tul y Tyl7, macréfagos, etc.) que
poseen la capacidad potencial de reconocer células tumorales y eliminarlas con un alto grado
de eficiencia. Sin embargo en la mayoria de los casos, ya sea por un estado generalizado de
inmunosupresién o por el desarrollo de mecanismos especificos de inhibicién a nivel local, el
sistema inmunoldgico falla en la correcta eliminacién de un tumor. Algunos tumores usurpan
mecanismos de inmuno- privilegio o de resolucién de la respuesta inmunolédgica desarrollando
lo que comunmente se denomina “mecanismo de escape tumoral’. Estos mecanismos se
basan en moléculas inhibitorias capaces de suprimir la respuesta inmunolégica, como son las
vias gatilladas por PD-L1/PD-1 (del inglés Programmed cell death protein-1) y CTLA-4 (del
inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). Durante la resolucibn normal de un proceso
inflamatorio (el montado para erradicar un microorganismo patégeno, para citar un ejemplo),
estas moléculas se expresan en distintas células del sistema inmunoldgico, como por ejemplo
los linfocitos T regulatorios (Tregs), 10 cual permite el silenciamiento de la respuesta inmune,
evitando asi el dafio a los tejidos cercanos causado por un exceso de inflamacién. Los tumores
por su parte, adquieren alguno de estos mecanismos, denominados puntos de control
inmunoloégicos (o checkpoints), y los utilizan para su beneficio al inducir la muerte o paralisis de

linfocitos que podrian eliminarlos.

De la comprension de los mecanismos a través de los cuales los tumores escapan a la
vigilancia inmunoldgica, surgieron en los UGltimos afios distintas terapias que apuntan al bloqueo
de estas vias de escape, mediante la administracién de anticuerpos monoclonales bloqueantes
de las moléculas inhibitorias CTLA-4 6 PD-1/PD-L1 [31-34]. Estos tratamientos apuntan a
contrarrestar la inhibicibn que tumores ejercen sobre la respuesta inmunoldgica,
permitiendo asi que nuestro propio organismo logre erradicar al tumor. Estas terapias
forman parte de un conjunto aun mayor denominado Inmunoterapia que involucra no sélo
anticuerpos bloqueantes contra mecanismos de escape tumoral o moléculas co-inhibitorias,
sino también anticuerpos agonistas de moléculas co- estimulatorias, vacunas de células

tumorales o DCs o receptores quiméricos (CARs del inglés chimericantigenreceptors).

En un gran namero de casos se han observado beneficios clinicos extraordinarios,
incluyendo la reduccién del tamafio tumoral y una mayor supervivencia de pacientes libres

enfermedad en una gran variedad de tumores. Sin embargo, existen pacientes que son
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refractarios a estas terapias, e incluso hay algunos que responden inicialmente, pero luego de
un tiempo sus tumores desarrollan mecanismos compensatorios, creciendo y diseminandose
en diversos tejidos distantes (proceso conocido como metastasis). Estos mecanismos
compensatorios incluyen, entre otros, a las moléculas inhibitorias llamadas LAG-3 y TIM-3,
cuyas funciones auténomas pueden controlar diversos aspectos de la respuesta

inmunoldgica antitumoral, promoviendo vias de escape alternativas [32—34].

Nuestro laboratorio ha estudiado durante varios afios los mecanismos a través de los cuales
Gal-1 es capaz de descifrar informacion relevante codificada por glicanos en receptores
celulares del microambiente tumoral. En una primera aproximacion, observamos que en
muestras de pacientes con melanoma esta lectina se encontraba elevada en aquéllas
lesiones con mayor potencial metastasico. Cuando la expresion de Gal-1 se silenciaba, en el
modelo de melanoma B16 en ratones, el tumor era rechazado por su hospedador, siempre y
cuando tuviera los repertorios de linfocitos T CD4 y CD8 intactos [35] (Figura 3).
Descubrimos ademéas que Gal-1 poseia la capacidad diferencial de inducir apoptosis de
linfocitos T CD8*, Tul y Tul7 (encargados en parte de la eliminacion de tumores) a través de
la interaccién y segregacion de los receptores CD45, CD43 y CD7 [36, 37], mientras que esto
no ocurria con linfocitos T2 o linfocitos T virgenes [35,36] (Figura 3). Esta susceptibilidad
diferencial se fundamenté en el hecho de que linfocitos T activados (CD8*), CD4 Twl y TH17
exhibian un “glicofenotipo” permisivo para la union de Gal-1 (alta frecuencia de core-2-O-
glicanos no sialilados), mientras que los linfocitos no susceptibles (Th2) poseian un escudo
de acido sialico en posicion 02,6 que impedia la unién de Gal-1 a residuos de N-
acetillactosamina terminales [10, 36]. De esta forma, los tumores expresan y secretan Gal-1
al medio extracelular, promoviendo el desarrollo de un microambiente anti-inflamatorio, el cual
inhibe la respuesta inmunolégica, ya sea a través de la eliminacion de linfocitos anti-
tumorales como también promoviendo circuitos tolerogénicos encargados de silenciar la
respuesta inmune, como la expansion de linfocitos T regulatorios (Tregs) €n el microambiente
tumoral [38], entre otros (Figura 3). Tal es la importancia de Gal-1 en la evasién tumoral y
posterior metastasis, que la expresion de esta lectina en ciertos tipos de tumores se
acrecienta conforme el mismo se vuelve mas maligno, de manera que la determinacion de

Gal-1 constituye un factor prondstico clave en la progresién neoplasica [39].

En este contexto, en escenarios fisioldgicos, Gal-1 participa en fenémenos de
inmunosupresion claves que confieren privilegio inmunoldgico durante el embarazo. Hemos
demostrado que la placenta produce altos tenores de Gal-1 en respuesta a la hormona
progesterona generando una cascada jerarquica de inmunosupresion que permite el correcto

desarrollo fetal durante el periodo de gestacion[40-42].

Los resultados obtenidos por nuestro equipo, fueron reproducidos, en diversos modelos
experimentales por distintos grupos de investigaciéon, y nos condujeron a preguntarnos si
Gal-1 podria resultar, al igual que PD-1 o CTLA-4, un punto de control inmunolégico y un

blanco de inmunoterapia. Comprobamos en diferentes modelos, incluidos el melanoma,
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cancer de pulmén, cancer de mama y sarcoma de Kaposi, que el bloqueo la accién de Gal-1
(ya sea por medio del silenciamiento génico o por la administracion de un anticuerpo
monoclonal neutralizante), disminuia el crecimiento tumoral, aumentaba la supervivencia de
ratones tratados, disminuian su potencialidad metastatico y conferia sensibilidad a terapias
anti-angiogénicas convencionales [38, 43]. Particularmente, comprobamos que Gal-1
constituia una via de escape tumoral alternativa en tumores resistentes a la terapia anti—
angiogénica bloqueante del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), a través de su
capacidad de promover el desarrollo de vasos sanguineos (angiogénesis) mediante su
interaccién directa con N-glicanos complejos presentes en el receptor tipo 2 de VEGF
(VEGFR2). Este mecanismo se gatilla en respuesta a la ausencia de oxigeno (hipoxia),
fendbmeno caracteristico de ciertas regiones centrales del microambiente tumoral [43, 44]
(Figura 3). De este modo, el tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-Gal-1 revirti6 la
resistencia de tumores refractarios a la terapia con anticuerpos bloqueantes anti-VEGF [43].
El tratamiento combinado con anticuerpos anti-VEGF/anti-Gal-1 logré a su vez normalizar la
vasculatura permitiendo la correcta afluencia de linfocitos T CD8 capaces de reconocer y
erradicar dichos tumores [43]. A su vez, recientemente observamos que la microbiota
intestinal es capaz de promover tumorigénesis a distancia por medio de sefiales inflamatorias
mediadas por interleuquina-6 (IL-6) y linfocitos Ty®, y células mieloides supresoras
productoras de Gal-1 [45]. Estas evidencias nos permitieron proponer a Gal-1 como un nuevo
punto de chequeo inmunoldgico y un atractivo blanco terapéutico en diversos tipos de cancer
incluidos el cancer de piel (melanoma), linfoma Hodgkin, leucemia linfatica crénica (LLC),
sarcoma de Kaposi, carcinoma de pulmén, mama, pancreas y préstata, glioblastoma y

neuroblastoma [34, 46].

Gal-1: un potencial agente terapéutico para enfermedades autoinmunes e inflamatorias
cronicas

Las propiedades inmunosupresoras y terapéuticas de Gal-1 se han evaluado en varios
modelos de inflamacién crénica y autoinmunidad, incluyendo encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE), artritis inducida por colageno (AIC), colitis inducida por acido 2,4,6-
trinitrobenceno sulfénico (TNBS), uveitis autoinmune experimental, hepatitis inducida por

concanavalina A y diabetes autoinmune experimental [47-53].

Inicialmente, estudiamos el papel que cumple Gal-1 en el desarrollo de artritis en modelos
murinos. El modelo de artritis inducido por colageno se logra por la inmunizacién con una
agente que contiene colageno tipo-Il a los fines de generar una respuesta inmune, mediada
por linfocitos T y linfocitos B [54]. La artritis reumatoidea (AR) se caracteriza por inflamacion
cronica en las articulaciones sinoviales, lo cual conduce a una hiperplasia en fibroblastos
residentes y un aumento en el ingreso de linfocitos, macréfagos y células plasmaticas, las
cuales presentan un perfil activado [55]. Estas células proliferan anormalmente, invadiendo
tanto el cartilago como el hueso, produciendo un elevado numero de citoquinas pro-

inflamatorias, metaloproteasas y promoviendo la activacion de osteoclastos [56]. Algunas
12
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consecuencias fisiopatologicas de la enfermedad pueden explicarse debido a una
inadecuada apoptosis, la cual promueve la supervivencia de células T auto-reactivas y
macréfagos. Empleando este modelo hemos podido demostrar el rol anti-inflamatorio de Gal-
1 como supresor de las manifestaciones clinicas e histopatoldgicas de esta enfermedad. La
administracioén diaria de Gal-1 recombinante humana en ratones con AIC o la administracion
de fibroblastos modificados genéticamente a los fines de expresar altos niveles de esta
lectina, fueron capaces de suprimir las manifestaciones clinicas de la enfermedad, reducir los
niveles de inmunoglobulinas (Ig)G anti-colageno en suero de ratones tratados, y desviar la
produccion de citoquinas hacia un perfil tipo T2, con disminucion en los niveles de interferén-
Yy (IFN-y) y aumento de IL-5 [49] (Figura 3).

Sumado a su efecto supresor sobre la respuesta inmune adaptativa, Gal-1 también demostré
capacidad de regular la activacién de células de la inmunidad innata. Los tratamientos con
Gal-1 redujeron la infiltracion de neutréfilos, la degranulacion de mastocitos y la expresion en
macréfagos de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) [57, 58]. Sin embargo, cabe
preguntarnos ¢ Cual es el panorama en pacientes con artritis? En pacientes pediéatricos que
padecian artritis idiopética juvenil (AlJ) se ha observado una disminucidn en la expresién de
esta lectina en tejido sinovial [59]. Aunque los niveles plasmaticos de Gal-1 son comparables
entre los pacientes adultos con AR y los controles sanos, la concentracién de esta galectina
en el liquido sinovial se encuentra significativamente disminuida [60]. Estos resultados cobran
particular interés al proponer el disefio de farmacos similares a Gal-1 como posibles drogas

en el tratamiento de la artritis reumatoidea y otras enfermedades autoinmunes.

Por otra parte Gal-1 demostr6 actividad inmunomodulatoria sobre la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), modelo animal que recapitula las manifestaciones clinicas,
histopatolégicas e inmunoldgicas de la esclerosis multiple (EM). El protocolo de induccién de
EAE también involucra el concepto de inmunizacién pero esta vez con extractos de proteinas
provenientes de la materia blanca del sistema nervioso central (SNC), o antigenos peptidicos
especificos [61]. Usualmente se utilizan: proteina basica de mielina (PBM), proteina
proteolipidica (PLP) o glicoproteina oligodendrocitaria de mielina (MOG) [62]. La patologia
generada puede variar desde episodios de paralisis muscular aguda hasta procesos
neuroldgicos recurrentes cronicos y discapacidad motora general [63]. Se conoce que las
subpoblaciones de linfocitos Thl y Thl7 son las responsables de la severidad y persistencia
del proceso autoinmune en la EM y la EAE [64, 65]. En funcién de la capacidad de Gal-1 de
inhibir la proliferacion y expansion de linfocitos T activados, mediante mecanismos que
involucran blogueo de la activacion [66], arresto del ciclo celular [67] e induccion de apoptosis
[68], estudiamos el impacto de esta lectina en la EAE. La induccion de enfermedad en
animales deficientes en el gen de Gal-1 (Lgals1”) revelé un incremento en la severidad de la
patologia autoinmune desmielinizante. Estos ratones demostraron un extenso infiltrado
inflamatorio y mayores areas de desmielinizacion en secciones de médula espinal, un aumento
en la frecuencia de linfocitos Tl y Twl7 en bazo, asi como una mayor respuesta proliferativa

antigeno-especifica. Estos resultados demostraron que Gal-1 endégena controla el desarrollo
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de procesos inflamatorios en el SNC, inhibiendo la severidad de procesos autoinmunes.
Conforme a estos hallazgos, cuando ratones incluidos en un protocolo de EAE fueron
tratados con Gal-1 recombinante, los mismos evidenciaron una disminucion de la severidad
clinica de la enfermedad y menor frecuencia y nimero absoluto de células Thl7 y Trl [36]
(Figura 3).

Por otro lado, independientemente de su capacidad directa de modular la fisiologia de células T,
demostramos que Gal-1 es capaz de generar DCs con un perfil tolerogénico. DCs expuestas a la
accion de Gal-1 fueron capaces de promover tolerancia de linfocitos T y resolver la inflamacion
autoinmune del SNC a través de un mecanismo dependiente de la secrecién de IL-27 e IL-10.
También observamos un incremento considerable de la expresion de Gal-1 durante el pico y la
fase de resolucion de la EAE, tal como se evidencio para otras sefiales inhibitorias como PD-L1 y
su receptor PD-1 [69] (Figura 3). Por Ultimo demostramos en este modelo, que Gal-1 ademas de
eliminar selectivamente linfocitos T patogénicos y promover circuitos tolerogénicos mediados por
DCs, actla directamente sobre la microglia del SNC, cambiando su patrén funcional de un perfil
pro-inflamatorio M1 hacia un perfil anti-inflamatorio de tipo M2 [70] (Figura 3).
Finalmente, estudios recientes de nuestro laboratorio revelaron un papel clave de Gal-1 en la
resolucién de patologias alérgicas y asma a través del control de la capacidad migratoria y
funcional de eosindfilos [71], ampliando las posibilidades inmunomodulatorias de esta molécula y
sus ligandos. Estos hallazgos, en su conjunto, posicionan a Gal-1 como un potencial agente
terapéutico en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y alérgicas con activacion

“exacerbada” del sistema inmunoldgico.

Microambi

Figura 3. Gal-1 en autoinmunidad y cancer: En este esquema se muestran de forma resumida las
funciones de Gal-1 que fueron descriptas a lo largo de esta revision. A la izquierda se observan todos
los efectos deletéreos que ejerce Gal-1 sobre el sistema inmunolégico en el microambiente
tumoral, incluyendo la induccion de apoptosis de linfocitos T CD8*, la expansion de linfocitos Trec
inmunosupresores y la induccién de angiogénesis aberrante, fenbmenos que favorecen la progresion
tumoral. Por otro lado, a la derecha se esquematizan las funciones beneficiosas subyacentes a la
administracion de Gal-1 en enfermedades autoinmunes incluyendo la muerte celular de linfocitos Tul
y Tul7, la diferenciacion de células dendriticas (DCs) productoras de IL-27, las cuales perfilan la
respuesta T a un fenotipo Trl productor de IL-10 y la polarizacién de macréfagos pro-inflamatorios M1
hacia un perfil anti-inflamatorio de tipo M2. De este modo, la administracion de Gal-1 exdégena
favorecerialaresolucion de procesos inflamatorios y autoinmunes.
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Conclusiones y Perspectivas

Gal-1, un miembro prototipico de la familia de galectinas con afinidad por N-
acetillactosamina, ejerce un sinniimero de funciones biolégicas que impactan en diversos
procesos fisiolégicos y patoldgicos. En esta revision hemos focalizado, a partir de los
aportes realizados por nuestro equipo de investigacion, en el papel crucial que desempefia
Gal-1 en la homeostasis del sistema inmunolégico en cancer y enfermedades
autoinmunes, y su protagonismo como factor pro- angiogénico no candnico en fenédmenos
de resistencia a terapias anti-angiogénicas convencionales.

En un contexto fisioldgico, la eliminacién de linfocitos T patogénicos y la activacion de
circuitos tolerogénicos mediado por Gal-1, resultaria indispensable para la correcta
resolucién de procesos inflamatorios y la generacién de tolerancia inmunoldgica (Figura 3).
Cuando los niveles de Gal-1 o su funcionalidad (ya sea por falta de actividad de la
molécula per se, o por ausencia o0 enmascaramiento de los glicanos reconocidos por la
misma) se encuentran alterados, estos pueden desencadenar distintas patologias:

e Por un lado, Gal-1 promueve escape tumoral favoreciendo la evasion del sistema
inmunolégico a través de la induccién de apoptosis de linfocitos T efectores, la
expansion de células Tregs Y la diferenciaciéon de DCs hacia un perfil tolerogénico.
Ademas, promueve la formaciéon de nuevos vasos sanguineos actuando en células
endoteliales adyacentes al tumor, permitiendo el influjo de oxigeno y nutrientes. De

este modo, en un contexto tumoral, Gal-1 se comportaria como un "villano" (Figura

3). Desde una perspectiva terapéutica, el bloqueo de Gal-1 (mediante un anticuerpo
bloqueante por ejemplo) permitiria la supresion del crecimiento tumoral y la
erradicacién de metéstasis a través de la potenciacion de la respuesta inmune y la
interrupcion de circuitos angiogénicos.

e Por otro lado, en procesos inflamatorios descontrolados, al igual que en desérdenes
autoinmunes como la AR, EM, uveitis, diabetes y enfermedad de Crohn, Gal-1
ejerceria un efecto inmunosupresor selectivo sobre linfocitos T patogénicos TH1 y
TH17 y promoveria la activacion de circuitos tolerogénicos, comportandose de este

modo como una "heroina" (Figura 3). Desde una perspectiva terapéutica, administrar

Gal-1 en procesos inflamatorios ayudaria a la resolucién de dichos procesos,
evitando o disminuyendo (dependiendo del grado de severidad de la patologia) el

posible dafio a tejidos no involucrados.
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