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RESUMO

MESTRINER, L. Participagcdo da galectina-1 na homeostase de neutroéfilos.
2022. 65f. Dissertacao. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A remocéo fagocitica de neutréfilos nos tecidos inflamados € um evento critico da
homeostase leucocitéria e sua falha esta relacionada a varias doencgas associadas
ao descontrole da resposta inflamatéria. A galectina-1 (Gal-1) € uma proteina
multifuncional ligadora de glicanas, com propriedades anti-inflamatérias, capaz de
induzir a exposicao de fosfatidilserina (FS) na superficie dos neutroéfilos, favorecendo
seu reconhecimento fagocitico por macréfagos in vitro. Essa proteina também esta
associada na mudanca de fendtipo de macrofagos durante a resolucdo da
inflamacdo. No entanto, o processo de homeostase de neutrofilos ainda nédo esta
totalmente esclarecido e mais estudos sédo necessarios para a melhor compreensao
do papel da Gal-1 neste processo. Neste trabalho foi avaliado o impacto da Gal-1 de
camundongo (enddgena e exdgena) na mediacdo da fagocitose de neutréfilos por
macréfagos in vitro e in vivo. Além disso, foi investigada a potencial correlacdo do
gene da Gal-1 (Lgasl1l) com genes das vias biolégicas do processo de fagocitose por
macréfagos. O hemograma e mielograma de camundongos C57BL/6 selvagens
(Lgals1**) e deficientes do gene Gal-1 (Lgalsl”-) foram realizados na auséncia de
inflamacdo, e foi detectado um aumento de neutréfilos no sangue e uma reducéo no
nimero de neutréfilos maduros na medula éssea de camundongos Lgalsl’.
Tioglicolato (3%) foi injetado no peritdneio de camundongos Lgals1** e Lgalsl” e o
lavado do sitio inflamatorio foi realizado com 4, 18 e 90 horas ap06s o estimulo, com
o0 intlito de analisar a cinética do acumulo de neutréfilos no periténio. Camundongos
Lgals1’ apresentam um maior nimero de neutrdfilos nos periodos de 4 e 18 horas,
indicando uma maior migracdo dessas células para o sitio inflamatério e uma
possivel queda na taxa de remocéo destes leucécitos por macrofagos residentes.
Células do timo Lgals1** foram tratadas com Gal-1 de camundonfo recombinante
(Gal-1c) e incubadas com macrofagos Lgalsl** ou Lgalsl’ e analisadas por
citometria de fluxo. Os resultados indicaram uma maior eficiéncia fagocitica
macréfagos Lgals1**. A analise de dados publicos de transcriptoma indicou que o
gene Lgasll € diferencialmente expresso em macréfagos co-cultivados com
linfocitos apoptoticos em comparacao a macréfagos controle. Além disso, 0 aumento
da expressdo de Lgasll nestes macrofagos mostrou uma robusta correlacdo com
genes diferencialmente expressos e envolvidos em diferentes vias do processo de
fagocitose por macréfagos. Com base nesses achados, entende-se que a Gal-1 esta
intimamente envolvida na regulacéo dos processo de migracao e remocao fagocitica
de neutréfilos por macrofagos de modo a favorecer a ocorréncia de uma resposta
inflamatoéria homeostatica.

Palavras-chave: Galectina-1, preaparesis, homeostase neutrofilica, remocéo
fagocitica



ABSTRACT

MESTRINER, L. The role of galectin-1 on neutrophilic homeostasis. 2022. 65f.
Dissertation. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Phagocytic removal of neutrophils in inflamed tissues is a critical event of leukocyte
homeostasis, and its failure is related to several diseases associated with the
uncontrolled inflammatory response. Galectin-1 (Gal-1) is a multifunctional glycan-
binding protein with anti-inflammatory properties, capable of inducing
phosphatidylserine (PS) exposure on the surface of neutrophils, favoring its
phagocytic recognition by macrophages in vitro. This protein is also associated with a
shift in macrophage phenotype during the resolution of inflammation. However, the
process of neutrophilic homeostasis is still not fully understood, and more studies are
needed to better understand the role of Gal-1 in this process. In this study, the impact
of mouse Gal-1 (endogenous and exogenous) on the induction of neutrophil removal
by macrophages in vitro and in vivo was evaluated. Furthermore, we investigated the
potential correlation of the Gal-1 gene (Lgasll) with genes related with macrophage
phagocytosis pathways. Blood count and myelogram of wild-type C57BL/6 mice
(Lgals1**) and Gal-1-deficient mice (Lgalsl”) were performed in the absence of
inflammation, and an increase in neutrophils’ numbers in the blood and a reduction of
mature-neutrophils’ numbers in bone marrow of Lgalsl’” mice were observed.
Thioglycolate (3%) was injected into the peritoneum of Lgals1** and Lgalsl’ mice,
and the inflammatory site was washed at 4, 18 and 90 hours after stimulation to
analyze the kinetics of neutrophil accumulation in the peritoneum. Lgalsl” mice
present a greater number of neutrophils at 4 and 18 hours, indicating a higher
migration rate to the inflammatory site by these cells and a possible lower rate of
phagocytic removal of these leukocytes by resident macrophages. Lgals1**-thymus
cells were treated with recombinant mouse Gal-1 (Gal-1c) and incubated with
Lgals1** or Lgalsl’ macrophages and analyzed by flow cytometry. The results
indicated a higher phagocytic rate of Lgals1** macrophages. Analysis of public
transcriptome data indicated that the Lgasll gene is differentially expressed in
macrophages co-cultured with apoptotic lymphocytes compared to control
macrophages. Furthermore, the increased expression of Lgasll in these
macrophages showed a robust correlation with genes differentially expressed and
involved in different pathways of macrophages’ phagocytosis. Based on these
findings, it is understood that Gal-1 is closely involved in the regulating neutrophils’
migration and phagocytic removal of these leukocytes by macrophages, favoring a
homeostatic inflammatory response.

Keywords: Galectin-1, preaparesis, neutrofilic homeostasis, phagocitic removal.
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1.1. Aspectos gerais da resposta inflamatoria e de sua regulacdo pela fagocitose de

neutrofilos por macrofagos.

A inflamacdo (do Latim, flamma, chama, area em chamas e do Grego,
phlogosis, fogo) (ROCHA E SILVA; GARCIA-LEMA, 2006) é uma resposta complexa
e coordenada entre mediadores sollvies e células para a manutencdo da
homeostase tecidual em resposta a lesdo ou infeccdo (MEDZHITOV, 2008;
SUGIMOTO et al., 2019; MALENGIER-DEVLIES et al., 2021). Este importante
evento da resposta imunoldgica € caraterizado como uma reagcdo imediata do
organismo a danos teciduais e celulares causados por patdgenos; estimulos téxicos,
como produtos quimicos, ou por lesdo fisica como a irradiacdo. Em linhas gerais, a
resposta inflamatéria aguda envolve o acumulo de componentes sanguineos
(plasma, mediadores bioativos e leucécitos), de modo coordenado, para o local da
infeccdo ou lesdo. Em condi¢des fisioldgicas, a sua resolugdo ocorre de modo
eficiente e temporalmente adequado culminado na eliminacdo do agente nocivo e na
restauracdo da homeostase tecidual (MEDZHITOV, 2008; SUGIMOTO et al., 2019;
ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020).

No entanto, falhas no controle da respsota a estes estimulos ou na resolugéo
da inflamacdao inicial pode provocar respostas imunoldgicas e teciduais excessivas,
amplificando a producdo de mediadores proé-inflamatérios, como citocinas,
mediadores lipidicos e de padrbes moleculares associados a danos (DAMPS - do
Inglés, Damage-Associated Molecular Patterns) (TEIJARO et al., 2013; ANDERTON,;
WICKS; SILKE, 2020). Essa inflamagcdo prolongada pode provocar a
comprometimento do processo de reparo tecidual, causar fibrose e desfuncdo de
orgaos (UEHA; SHAND; MATSUSHIMA, 2012; GIESECK; WILSON; WYNN, 2018;
LOYER et al.,, 2022). Assim, a resposta inflamatéria nao-homeostéatica pode estar
associada a varios processos fisipatoldégicos, como artrite reumatdide, cancer, asma,
esclerose multipla, obesidade, aterosclerose, doencgas cardiovasculares, entre outras
(Figura 1) (MEDZHITOV, 2008; NATHAN; DING, 2010; SPITE; CLARIA; SERHAN,
2014).
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Figura 1 - Inflamacdo aguda versus crbnica. Retirado e adaptado de ANDERTON;
WICKS; SILKE, 2020.

A resolucao da inflamacdo aguda local esta associada com a eliminacdo de
neutréfilos no sitio inflamatério por macréfagos e o consequente retorno do nimero
de leucocitos a homeostase. Portanto, a desrregulacdo da inflamacdo esta
intimamente associada a uma ineficiente remocéo fagocitica de neutrofilos no sitio
inflamatério (ARIEL; TIMOR, 2013; GREENLEE-WACKER, 2016; DALLI; SERHAN,
2017).

Os neutrdfilos sédo leucécitos polimorfonucleares (PMN) que participam da
resposta inflamatéria e sdo produzidos na medula 6ssea a partir de células-tronco
hematopoéticas que originam o progenitor de granulocito-macréfago, o qual se
diferencia em neutréfilos maduros. Em relacéo a capacidade proliferativa, as células
da medula 6ssea associadas a producéo de neutrdfilo, podem ser divididas em trés
grupos: i) células que proliferaram (progenitor de granoldcito-macréfago); ii) “pool
mitético” (promieldcito e mieldcitos) e i) “pool pds-mitdtico” (metamieldcitos,
bastonetes e segmentados). Ainda, os diferentes estagios do desenvolvimento de

neutréfilos na medula oOssea também sdo caracterizados por uma formagéo
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sequential de granulos e vesiculas, conforme a evolugdo do processo de maturacao,
iniciando com o surgimento de granulos primarios ou azurofilicos (arginase-1, CD63,
defensinas, lisozima, mieloperoxidase e outros componentes), secundarios ou
especificos (CD15, CD66b, CD11b/CD18, lisozima, lactoferrina, metaloproteinase 8
flavocitocromo b558 e outros componentes), terciarios ou gelatinase (arginase-1,
gelatinase B, CD11b/CD18, flavocitocromo b558 e e outros componentes) e
vesiculas secretérias (fosfatase alcalina, CD10, CD35, flavocitocromo b558 e outros
componentes) (MALENGIER-DEVLIES et al, 2021). O processo de
desenvolvimento de neutréfilos ocorre em resposta a acdes combinadas e
integradas de citocinas, quimiocionas, fatores de transcri¢cao e pelo fator estimulador
de colbnias de granulécitos (G-CSF - do Inglés, Granulocyte Colony-Stimulating
Factor) (ROILIDES et al.,, 1991; MANZ; BOETTCHER, 2014). Em condicbes
homeostaticas, os neutrofilos maduros podem ser estocados na medula éssea,
antes de serem liberados para a circulacdo, e ainda podem ser armazenados em
outros 6rgaos, como figado, bago e rins (“pool marginal”’). Durante o processo
inflamatorio, os neutréfilos circulantes migram e se acumulam em diferentes tecidos
(“pool dos tecidos”) (MALENGIER-DEVLIES et al., 2021).

Os neutrdfilos sdo os leucocitos mais abundantes na circulagdo nos mamiferos
e caracterizados por apresentarem uma meia-vida curta na circulacdo sanguinea de
camundongos e humanos, por volta de 12 horas e 6-8 horas, respectivamente
(ATHENS et al., 1961; BASU et al., 2002; SUMMERS et al., 2010). Em condi¢cdes
homeostaticas e na auséncia de inflamacdo ocorre a eliminacdo diaria de um
grande numero de neutréfilos da ordem de 107 células/dia em camundongos e
10! células/dia em humanos, e este fato pode estar associado a remocéo
fagocitica, por macréfagos do estroma da medula 6ssea, de neutroéfilos senescentes
da circulacdo que migraram de volta para a medula éssea (SUMMERS et al., 2010)
ou sdo eliminados por macréfagos residentes de tecidos periféricos (CASANOVA-
ACEBES et al., 2013; MALENGIER-DEVLIES et al., 2021).

Os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos a serem recrutados para o sitio de
inflamacgéo, provocada tanto por eventos infecciosos quanto por processos estéreis
(ROCK et al., 2010). A migracdo neutrofilica € composta por varias etapas
consecutivas obedecendo a uma coordenacgéo temporal e espacial (WORTHYLAKE;
BURRIDGE, 2001). O recrutamento e o acumulo de neutrdéfilos no sitio inflamatério

séo disparados por lesdo tecidual e/ou infeccdo, seguido da liberacdo de agentes
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guimioatraentes (quimiocinas, componentes do sistema complemento, mediadores
lipidicos e produtos microbianos, como peptideos N-formilados), adesédo neutréfilo-
endotélio, mediada por selectinas e integrinas, migracdo transendotelial e acéo
efetora dos leucécitos no sitio inflamatorio, como ilustrado na Figura 2 (KOBAYASHI
et al., 2005; NICOLAS-AVILA; ADROVER; HIDALGO, 2017).

lntegrina
Inativa

Contra receptor
da Selectina
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Expressao
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Endotelial PECAM-1 l
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Resolugio da ~ Quimiotaxia
Inflamagio , o

Sitio Inflamatério

Figura 2 - Representacdo das etapas do recrutamento leucocitario em respostas
inflamatoérias. Retirado e adaptado de ETZIONI, 2000.

Uma das principais funcdes efetoras de neutrofilos é a fagocitose de
microorganismos, fato que desencadeia os eventos microbicidas dependentes da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS - do Inglés, Reactive Oxygen
Species) e seus derivados (superoxidos, peréxido de hidrogénio, acido hipocloroso,
radical hidroxila e cloraminas) ou ndo dependentes da geracdo de ROS, como
degranulacdo, formacdo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETs - do
Inglés Neutrophil Extracellular Traps) (MALENGIER-DEVLIES et al., 2021). Tais

mencanismos efetores ndo sdo especificos para agentes nocivos e podem causar
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danos tecidual (PIZZA et al., 2005). Por outro lado, neutréfilos podem regular a
producdo de mediadores pré-inflamatérios (GRESNIGT et al., 2012) e contribuir
para a resolucdo de inflamacdo aguda e manutencdo da homeotase tecidual
(JEROME et al., 2022).

Apés a etapa de eliminacdo dos agentes nocisos do sitio de inflamagéo aguda,
a eliminacdo dos neutrdfilos é essencial para a regeneracao tecidual, resolucao do
processo inflamatério e lesdes, levando consequentemente a restauracdo da
homeostase tecidual (JACOBSON; WEIL; RAFF, 1997; NICOLAS-AVILA;
ADROVER; HIDALGO, 2017; ARIENTI et al., 2019). Essa remocéao dos neutrofilos é
realizada via fagocitose, um fenbmeno complexo ndo-inflamatério e que envolve o
reconhecimento, a ingestdo e a degradacdo de elementos celulares descartaveis,
por fagocitos e células parenquimatosas (PARK; KIM, 2017; ARIENTI et al., 2019).
Portanto, a desrregulacdo da inflamacdo estd intimamente associada a uma
ineficiente remocdo fagocitica de neutréfilos do sitio inflamatério e ao
comprometimento da homeostase tecidual (ARIEL; TIMOR, 2013; GREENLEE-
WACKER, 2016; DALLI; SERHAN, 2017).

Esse processo de remocao esta geralmente associado ao processo de morte
celular programada conhecido por apoptose, do grego apoptosis “queda das folhas
das arvores”. Este evento é caracterizado pelo arredondamento celular, retracdo do
citoplasma, condensacdo da cromatina e fragmentacdo de DNA e de células em
corpos apoptéticos menores com membranas plasmaticas preservadas expressando
fosfatidilserina (FS). Estas alteragcdes morfoldgicas das células apoptoéticas ocorrem
por meio de um processo bioquimico complexo e multimediado composto por duas
vias principais de sinalizacédo: i) extrinseca, mediada pela interacdo entre receptores
celulares de morte e seus ligantes extracelulares com os membros da familia do
TNF; ii) intrinseca ou mitocondrial, mediada por estimulos nocivos como irradiacao
ultravioleta, inanicdo e quimioterapicos (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972;
MAJTNEROVA:; ROUSAR, 2018). A ativacédo de um grupo de enzimas conhecidas
por caspases (cisteinas especificas para acido aspartico) € comum para as duas
vias de sinalizagdo do processo apoptoético. Basicamente, a ativacdo das caspases
iniciadoras (8, 9 e 10) leva a ativacdo, dependente da clivagem, das caspases
efetoras (3, 6 e 7) promotoras de clivagem generalizada de proteinas celulares

(nucleares e citoesqueléticas) culminando na degradacdo de proteinas, DNA
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cromossémico, fragmentacdo nuclear e exposicdo de FS em superficies celulares
(STRASSER; CONNOR; DIXIT, 2000; ELMORE, 2007).

O processo de fagocitose de células apoptéticas é designado eferocitose, do
latim effero, que significa “transportar para o tumulo” (DECATHELINEAU; HENSON,
2003), e previne a progressao para apoptose tardia e necrose pés-apoptoética. A
necrose pos-apoptética é caracterizada pela ruptura da membrana plasmatica e
liberacdo descontrolada de DAMPs e citocinas inflamatérias no ambiente
extracelular, perpetuando um ciclo de inflamacdo e morte celular, como
esquematizado na Figura 3 (ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020).

—— R —
inflamatorio
Citocinas anti- Citocinas pré-
inflamatorias inflamatorias
Apoptose Sobrevivéncia
.. ] -] .I' o <
Eferocitose % o e bi._ o
9| *— . —_— "
[ . . o el | le
- ® @
e - s e
—
Fagocito
Necrose
Pos-apoptotica
20
Perda da integridade celular, morfologia

necrética, liberacdo de citocinas pro- —~

inflamatdrias, quimiocinas e DAMPs
e o
Y

Figura 3 - A morte celular é tanto causa quanto consequéncia da inflamacgao. Retirado
e adaptado de ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020.

Recentemente foi descrito que, individuos saudaveis perdem por volta 200
bilhdes de células por dia, principalmente, por meio do processo apoptotico e sao
rapidamente  eliminadas por  eferocitose (MORIOKA,; MAUERODER;
RAVICHANDRAN, 2019). A eferocitose ocorre pelo desencadeamento de trés
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etapas consecutivas, a primeira, € conhecida por “find me” (“encontre-me”) e
mediada por agentes quimiotdticos que induzem a migracdo de fagdcitos
profissionais em direcdo a célula que esta morrendo. A segunda etapa esta
associada a sinais designados “eat me” (“coma-me”) que sao expostos na superficie
da célula apoptética e mediam o reconhecimento desta célula em processo de
morte por fagdcitos. Por fim, células e corpos apoptéticos séo internalizados e
degradados no compartimento fagolisossémico por proteases, DNAses e lipases
(PARK; KIM, 2017). Geralmente, a geracdo dos sinais “find me” e “eat me” esta
associada ao processo apoptatico. Alguns dos sinais “find me” mais estudados séo
0os nucleotideos ATP e UTP (ELLIOTT et al, 2009), a quimiocina CX3CL1
(TRUMAN et al., 2008) e a ICAM3 (TORR et al., 2012). Os sinais “eat me” mais bem
caracterizados expressos nas superficies de células apoptéticas sdo a FS
(KRAHLING et al., 1999) e a calreticulina (PANARETAKIS et al., 2009).

Apesar da crucial importancia da associacao entre apoptose e eferocitose na
eliminacdo de residuos celulares, varios dados da literatura reportam que estes
eventos ndo sdo 0s Unicos envolvidos na manutencdo da homeostase tecidual.
Nessa linha, foi demonstrado que camundongos deficientes nas caspases
iniciadoras 2 e 9 (BERGERON et al., 1998; KUIDA et al., 1998) e caspases efetoras
3, 6 e 7 (KUIDA et al.,, 1996; ZANDY et al., 2005; LAKHANI et al., 2006) se
desenvolvem e sobrevivem normalmente. Além disso, foi descrito que camundongos
deficientes de Fas ou FasL ndo apresentam alteracées na quantidade de neutréfilos
circulantes (FECHO; BENTLEY; COHEN, 1998; FECHO; COHEN, 1998), indicando
gue os neutrofilos apresentam um mecanismo homeostatico independente de
apoptose.

Uma das moléculas envolvidas no reconhecimento fagocitico de leucotios por
macrégafos é a fosfatidilserina (FS), um fosfolipidio localizado preferencialmente na
lAmina interna da bicamada lipidica em células viaveis e é geralmente externalizada
na superficie celular em resposta a estimulos apoptéticos (KRAHLING et al., 1999).
A enzima translocase aminofosfolipideo, a custo energético, transporta FS para a
parte citosolica da célula, mantendo essa assimetria (SEIGNEURET; DEVAUXT,
1984; TANG et al.,, 1996). Uma vez que a célula entra em apoptose, a enzima
translocase € inativada enquanto a enzima scramblase, responsavel pelo transporte

randémico de fosfolipideos pela bicamada da membrana plasmatica, é ativada
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(BRATTON et al., 1997; WILLIAMSON; SCHLEGEL, 2002). Entretanto, em
determinadas situacfes a exposi¢cdo da FS na superficie celular ndo depende da
enzima scramblase (BRATTON et al., 1997). Esses dois eventos requerem o
aumento de Ca?* citosélico e evidenciam a exposi¢do da FS na superficie celular
(KARMAKARA; CUMMINGS; MCEVER, 2005). A remocéo fagocitica dessas células
se déa principalmente pelo reconhecimento de FS por macréfagos (ALLEN et al.,
1991; WILLIAMSON; SCHLEGEL, 2002).

Ha evidéncias de que a exposicdo de FS pode estar associada a fagocitose
de células apoptoticas e necréticas por macrofagos (BROUCKAERT et al., 2004). A
FS exposta nas superficies celulares € reconhecida por varios receptores expressos
nos fagocitos, incluindo TIM-1, TIM-3, TIM-4, BAI1, MerTK, estabilinas e CD36
(RIGOTTI; ACTON; KRIEGER, 1995; BERGERON et al., 1998; KOBAYASHI et al.,
2007; NAKAYAMA et al.,, 2009; PARK et al.,, 2009). Curiosamente, ja foram
descritos eventos celulares onde a expressdo de FS ndo esta associada a
apoptose, como a formagcdo de miotubos (VAN DEN EIJNDE et al.,, 2001) e
desgranulacdo de mastocitos (MARTIN et al., 2000). Além disso, outros dados
mostraram que 0 reconhecimento fagocitico e engolfamento de células que
expressam FS, por fagocitos, pode ser independente do processo apoptotico
(ZHUANG et al., 1998).

Durante o processo de eferocitose, os macréfagos sofrem uma mudanca de
fenétipo, necessaria para a eficiente remocdo de células PMNs apoptéticas e
posterior resolugcdo da inflamagdo como ilustrado na Figura 4. Inicialmente
monacitos infiltram o tecido inflamado, se diferenciam para macrofagos e adotam
um fendtipo semelhante a M1 previamente ao encontro com células PMNs
apoptoticas. Esse perfil é caracterizado pela baixa taxa de eferocitose, alta
producdo de citocinas e enzimas pré-inflamatérias (IL-12, IL-6, TNF-a, iNOS) e
baixa producgéo de citocinas e enzimas anti-inflamatérias (IL-10 e arginase). Uma
vez que esses macréfagos encontram células PMNs e déo inicio ao engolfamento
das mesmas (eferocitose inicial), ocorre uma mudanca do fenotipo desses
macrofagos para um perfil semelhante a M2, caracterizado pela alta taxa de
eferocitose, perfil anti-inflamatério (reducdo de IL-12, IL-6, TNF-a, iNOS e aumento
de IL-10 e arginase) e envolvimento na reparacgao tecidual e retorno da homeostase.

A medida que a fagocitose de células PMNs apoptéticas continua, o macréfago sofre
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uma mudanga de M2 para macrofagos “saciados” (promotores da resolugéo - Mres),
caracterizados pela reducdo da taxa de fagocitose, aumento da expressdo de
arginase e de 12/15-lipoxigenase (12/15-LO), os produtos dessa enzima estao
associados com a propriedade anti-inflamatoria e proé-resolucdo desses macréfagos.

Mres podem atuar no tecido inflamado ou migrar para 6orgdos linfaticos, onde

fornecem sinais homeostaticos para células apresentadoras de antigenos e linfécitos
(SCHIF-ZUCK et al., 2011; ARIEL; SERHAN, 2012).

- Vaso sanguineo
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Figura 4 - Conversdes de fen6tipos de macréfagos induzidas por eferocitose. Retirado
e adaptado de (ARIEL; SERHAN, 2012).

1.2. Galectina na homeostase neutrofilica

As galectinas (Gal) sdo moléculas multifuncionais do hospedeiro que
participam de varios processos fisiologicos como embriogénese; diferenciagéo,
migragdo e ativacdo celular; homeostase leucocitaria e regulacdo das respostas

imunolégicas inata e adaptativa (ARTHUR et al., 2015a). Essas proteinas também
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sdo relacionadas com doencas como céancer, fibrose, distirbios cardiacos e
doencas inflamatérias (JOHANNES; JACOB; LEFFLER, 2018).

Estas moléculas séo classificadas como proteinas soluveis ligadoras de
carboidratos (lectinas) contendo B-galactosideos, e sdo reunidas em trés grupos
conforme seus aspectos estruturais (Figura 5): prototipicas (Gal -1, -2, -5, -7, -10, -
11, -13, e -14), quimérica (Gal-3) e “Tanden Repeats” (Gal-4, -8, -9 e -12). As duas
primeiras apresentam somente um Dominio de Reconhecimento de Carboidrato
(CRD), podendo existir na forma de monémeros ou homodimeros. A Gal-3 é a Unica
representante da forma quimérica, apresentando apenas um dominio CRD e uma
extensdo N-terminal sem atividade lectinica. JA& as galectinas do tipo Tanden
Repeats possuem dois CRDs: um localizado na regidao C-terminal e outro na N-

terminal, com afinidades distintas a carboidratos e conectados por um oligopeptideo.

Prototipica Quimera Repeticao em tandem
Um CRD Um CRD e uma extensao Dois CRDs distintos
N-terminal

S
DG
(P S
> *
Homodimero ;
Oligdmero Dimero

Figura 5 - Representacdo grafica dos membros da familia das Galectinas e de seus
Dominios de Reconhecimento de Carboidratos (CRD). Adaptado de ARTHUR et al., 2015

A Gal-1 de origem humana (Gal-1h) e de camundongo (Gal-1c) sao proteinas
acidas de 135 aminoacidos codificadas pelo gene LGALS1, localizado no
cromossomo 22912 e pelo gene Lgalsl no cromossomo 15 respectivamente. As
formas monoméricas destas galectinas apresentam massa molecular aproximada de
15 kDa que se associam em dimeros por meio de interacdes nao-covalentes. O
dimero de Gal-1 em seu estado reduzido é o principal agente desencadeador das

fungbes biologicas descritas para Gal-1 humana e murina (CAMBY et al., 2006;
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LOHR et al., 2007).

Essa proteina multifuncional participa de diversos processos, desde os mais
simples, até participacdo em vias de sinalizacdo complexas e elaboradas. A Gal-1
pode participar de eventos antagdnicos em diferentes tipos celulares, como
iniciadora de apoptose, inibindo o crescimento de células do sistema imune, ou
como mitdgeno, estimulador da proliferacdo, para células do baco, linfécitos e
células endoteliais. A interagdo da Gal-1 com os seus ligantes pode promover,
ainda, atividades intra e extracelulares, como regulagao de influxo de calcio, “RNA
splicing”, autofagia, fungdes mitocondriais, entre outras (Figura 6) (LIPSICK et al.,
1980; DIAS-BARUFFI et al., 1995; PERILLO et al., 1995; RABINOVICH et al., 1998;
TOSCANO et al., 2007; ANGINOT et al., 2013).

Gal-1 Gal-1
1 Fendtipo Tolerogénico \ 4 “Preaparesis”
J, Expressdo de MHC Classe Il 4 Quimiotaxia
\ Expressdo de fCVRl 1 Explosdo Respiratoria
J, Liberacdo de Oxido Nitrico ! 4 Extravasamento
J, Acido Araquiddnico
Monécito/ Neutrofilo
Macréfago
Gal-1 Gal-1
1 Localizacdo de Ras na Membrana 1 RNA “Splicing”
Citoplasma
Nicleo

Figura 6 - Funcdes da Gal-1 em mondcitos/macrofagos, neutrofilos, citoplasma e
nucleo celular. Adaptado de ARTHUR et al., 2015.

A remocéo fagocitica dos neutrofilos do tecido inflamado é mediada por dois
principais agentes, neutréfilos ativados e efetores, e macréfagos, como agentes
fagociticos. A Gal-1 estéd associada com a regulacdo de ambas as céluas, exercendo
influéncia, positiva ou negativa, na migracdo e exposicdo de FS nos neutrdéfilos e
mudancas no fendtipo dos macréfagos como sera apresentado nos topicos

seguintes.
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1.2.1. Gal-1 na migracao de neutréfilos

A Gal-1 pode exercer papéis antagbnicos no processo de recrutamento de
neutréfilos. A interacdo da Gal-1 com uma glicana da superficie de neutréfilos
(sialoglicoproteina - CD43) resulta na migracao destes leucdcitos, in vitro e in vivo,
em condi¢cdes nao-inflamatérias (AUVYNET et al., 2013). Por outro lado, a Gal-1
pode inibir a migracdo de neutréfilos para o foco inflamatério, diminuindo os
processos de quimiotaxia, rolamento, adesdo e transmigracdo de neutréfilos pela
monocamada endotelial (LA et al., 2003; COOPER; NORLING; PERRETTI, 2008).

ApoOs ativado por estimulos inflamatérios, o endotélio expressa selectinas,
gue se ligam a receptores presentes nos neutrofilos, dando o inicio ao processo de
rolamento e adesdo fraca desses leucécitos as células endoteliais do vaso
sanguineo. Com a continuidade do processo de rolamento, as intregrinas presentes
na membrana celular dos neutrofilos se tornam ativas e se ligam a moléculas de
adesdo endoteliais, permitindo uma adeséo firme e estacionaria dessas células ao
vaso (ETZIONI, 2000). Em modelo de peritonite aguda foi demonstrado que o
tratamento com Gal-1h exdgena é capaz de diminuir a expressao de e 32-integrina
em neutrofilos, reduzindo o indice de adesdo dessas células ao endotélio (GIL;
GULLO; OLIANI, 2011).

1.2.2. Gal-1 naremocdo fagocitica de neutréfilos

Como dito anteriormente, existem relatos de que os neutrofilos podem ser
removidos do sitio inflamatério por mecanismos independentes do processo
apoptotico. Essa hipotese foi comprovada com estudos que demonstraram que a
Gal-1h é capaz de induzir a exposi¢do de FS na membrana de neutrofilos e células
HL-60 (linhagem promielocitica humana), assim como a consequente inducdo da
fagocitose dessas células por macrofagos. Apesar da FS poder ser um marcador de
apoptose, este efeito da Gal-1h ocorre na auséncia deste processo de morte celular,
fato que preserva as funcdes efetoras de neutréfilos, fendbmeno conhecido como
preaparesis (neutrofilo preparado para ser fagocitado), representado na Figura 7
(DIAS-BARUFFI et al., 2003). As Gal-2, -3, -4 e -9 também induzem a exposi¢ao de

FS na superficie de neutréfilos, mas somente a Gal-2 e Gal-4 sdo capazes de
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induzir FS na auséncia de apoptose, como a Gal-1 (STOWELL et al., 2008, 2009).

O processo de preaparesis induzido por Gal-1h é reversivel e ja foi observado
em outros leucdcitos. Além disso, depende do reconhecimento de glicanas na
superficie celular, da oligomerizacéo dessa proteina e da mobilizacao intracelular de
célcio (KARMAKARA; CUMMINGS; MCEVER, 2005; STOWELL et al., 2007, 2008,
2009).

Neutrofilo
Ligacdo da . Mudanca da
Galectina-1 p. Membrada Ca?*-
Dimérica % dependente
- —
Gal-1h
Fagocitose pelo
Macréfago Ativado
®

i

“ Jé‘“

Macrofago

Figura 7 - Representacdo da preaparesis.

Os neutrdfilos, ao infiltrarem o tecido danificado, desempenham suas funcdes
sem que o processo de preaparesis seja iniciado, uma vez que entram em contato
somente com Gal-1 extracelular, que é oxidada e inativa. Entretanto, quando os
neutrofilos comecam a danificar tecido integro, a Gal-1 intracelular, reduzida e ativa,
€ liberada desencadeando o processo de preaparesis com exposicdo de FS em
suas superficieis, para posterior remocao fagocitica por macrofagos sem a perda de
viabilidade da membrana celular dos neutréfilos (Figura 8) (ARTHUR et al., 2015b).
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Figura 8 - Esquema da participacdo da Gal-1 reduzida e oxidada na preaparesis de
neutrofilos. Adaptado de (ARTHUR et al., 2015b).

1.2.3. Gal-1 na mudanca do fenétipo de macrofagos

A Gal-1 tem a capacidade de inibir a via classica de ativacdo macrofagica
(perfil M1), diminuindo a expressdo de iINOS e consequente reducdo na producédo de
NO, moléculas pré-inflamatoérias; concomitantemente, essa proteina favorece a via
alternativa de ativacao (perfil M2), na qual ocorre o aumento da atividade da enzima
arginase, um mediador anti-inflamatério (CORREA et al., 2003). Como apresentado
anteriormente, os macréfagos com perfil M2 apresentam um maior indice de
fagcitose, podendo ser inferido que a Gal-1 esta indiretamente associada a um
aumento do indice fagocitico de macroéfagos.

A Gal-1 também favorece o aumento da expressao da enzima 12/15-LO, que
€ responsavel pela producdo de mediadores lipidicos associados a resolucado da
inflamacéo, caracteristica de macrofagos Mres (YASEEN et al., 2020). Dessa forma
€ possivel dizer que a Gal-1 esté intimamente associada a mudanga no fenétipo de
macréfagos e consequente resolugéo da inflamacao.

Mesmo com todos esses estudos, existem lacunas quando a participacao da

Gal-1 endogena na restauracdo da homeostase celular.



16

2. CONCLUSAO



17

e As preparacdes das proteinas recombinantes Gal-1h, Gal-1c, AnxV-FITC e
AnxV-°"Tc obtidas estavam homogéneas e ativas.

¢ A producao de células THP-1 knockdown para o gene da Gal-1 foi eficiente.

e Camundongos C57BL/6 Lgalsl’” apresentam uma menor quantidade de
neutréfilos maduros na medula 6ssea e uma maior quantidade desses leucdcitos no
sangue.

e Camundongos C57BL/6 Lgalsl’ apresentam um maior acimulo de
neutroéfilos no sitio inflamataério, e este fenébmeno pode estar associado a uma maior
migracao e menor remocao fagocitica desses leucocitos.

e Macréfagos provenientes de camundongos C57BL/6 Lgalsl** apresentam
um maior poder fagocitico do que macréfagos Lgalsl™.

¢ Ensaios in silico foram capazes de mostrar que macréfagos co-cultivados com
células apoptéticas apresentaram uma maior expressdo de mRNA da Gal-1 e este
evento mostrou uma significante correlacdo com DEGs de diferentes vias do

processo fagocitico de macréfagos.

Entende-se que a Gal-1 pode apresentar um papel relevante na regulacao da
homeostase de neutrofilos, in vitro e in vivo, por meio de uma acdo combinada
envolvendo a modulacdo da migracao desses leucdcitos para o sitio inflamatorio, e
de seu potencial envolvimento em vias biol6égicas relacionadas ao processo de

fagocitose de macrofagos.
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