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RESUMO
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A contracdo muscular € um processo vital, complexo e multimediado. As duas
principais proteinas que atuam neste processo sdo a actina e a miosina. Os
mecanismos moleculares envolvidos na fisiologia da contracdo muscular ainda nao
estao totalmente esclarecidos. A galectina-1 (Gal-1) é uma proteina multifuncional que
se liga a B-galactosideos por meio de seu dominio de reconhecimento de carboidrato
(CRD). Esta proteina esta envolvida em varios eventos associados ao tecido muscular
como a fusdo de miotubos, desenvolvimento e reparo deste tecido.
Interessantemente, foi demonstrando que a expressao de Gal-1 na musculatura,
esquelética e cardiaca, apresenta um padrao estriado caracterizado por sua co-
localizagdo com a actina sarcomérica, 0 que sugere uma interacdo direta entre estas
moléculas. Este trabalho teve com objetivos a confirmagdo da ocorréncia e a
caracterizacao da interacdo entre Gal-1 e actina sarcomérica. Neste estudo foram
utilizadas as formas recombinantes humana de Gal-1 e de Gal-3 (galectina controle)
e preparagdes das formas monomérica (Actina-G) e filamentosa (Actina-F) de actina
purificada de musculo de coelho. A andlise experimental da potencial interacao entre
estas moléculas, em solugéo, foi monitorada por analises eletroforéticas em condigdes
nativas; dissociantes e redutoras na presenca ou auséncia de agente de ligagéao
cruzada. A investigacdo da interacdo entre Gal-1 e estas duas formas de actina
sarcomérica, em fase sélida, foi feita por ELISA. Além disso, foram realizados ensaios
de viscosimetria a partir de solu¢des contendo Gal-1 e Actina-G ou Actina-F. Apés a
constatacao de ligacao entre Gal-1 e actina sarcomérica, foram construidos modelos
de interacdo com o uso de estratégias in silico de modelagem e ancoragem
moleculares. As analises eletroforéticas indicaram que Gal-1 e Gal-3 ndo se ligaram
a Actina-G, porém, com o uso do teste de ELISA foi demonstrado que Gal-1 interage
apenas com Actina-F. A adicao de Gal-1 em solugdes destas duas formas de actina,
provocou aumento de viscosidade apenas na solucdo de Actina-F. A propriedade de
Gal-1 reconhecer carboidratos nao participa do mecanismo molecular de sua
interacdo com Actina-F, uma vez que a lactose nao inibiu a ligacdo entre estas
proteinas. As andlises de bioinformatica indicaram que Gal-1 pode se ligar na
extremidade “barbed end” de Actina-F e, de forma termodinamicamente mais
favoravel, na interface entre subunidades adjacentes desta proteina flamentosa. Em
conclusao, Gal-1 pode se ligar nas extremidades e interfaces das subunidades de
Actina-F e promover a formacao de reticulos e/ou o favorecimento da polimerizacao
desta proteina muscular em solucdo. Este conjunto de resultados sugere que a Gal-1
pode participar do mecanismo de contragdo muscular por meio de uma interagao
direta com a Actina-F de modo independente de sua atividade lectinica.

Palavras-chave: Galectina-1; Actina Sarcomérica; Musculo Esquelético
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ABSTRACT

Kubata, F.R. Study of the interaction between galectin-1 and sarcomeric actin..
2021. 64f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Muscle contraction is a vital, complex and multi-mediated process. The two main
proteins that act in this process are actin and myosin. The molecular mechanisms
involved in the physiology of muscle contraction are not yet fully understood. Galectin-
1 (Gal-1) is a multifunctional protein that binds to B-galactosides through its
carbohydrate recognition domain (CRD). This protein is involved in several events
associated with muscle tissue such as the fusion of myotubes and the development
and repair of this tissue. Interestingly, it was demonstrated that the expression of Gal-
1 in muscle, skeletal and cardiac, presents a striated pattern characterized by its co-
location with sarcomeric actin, which suggests a direct interaction between these
proteins. This study aimed to confirm the occurrence and characterize the interaction
between Gal-1 and sarcomeric actin. In this study, human recombinant forms of Gal-1
and Gal-3 (control galectin) and preparations of the monomeric (G-Actin) and
filamentous (F-Actin) forms of purified rabbit muscle actin were used. The experimental
analysis of the potential interaction between these molecules, in solution, was
monitored by electrophoretic analysis under native conditions; dissociating and
reducing agents in the presence or absence of a cross-linking agent. The investigation
of the interaction between Gal-1 and these two forms of sarcomeric actin, in solid
phase, was carried out by ELISA. In addition, viscosimetry assays were performed
using solutions containing Gal-1 and G-Actin or F-Actin. After finding a link between
Gal-1 and sarcomeric actin, interaction models were built using molecular modeling
and docking strategies. Electrophoretic analyzes indicated that Gal-1 and Gal-3 did not
bind to Actin-G, however, using the ELISA test it was shown that Gal-1 interacts only
with F-Actin. The addition of Gal-1 in solutions of these two forms of actin, caused an
increase in viscosity only in the solution of F-Actin. The property of Gal-1 to recognize
carbohydrates does not participate in the molecular mechanism of its interaction with
F-Actin, since lactose did not inhibit the binding between these proteins. Bioinformatics
analyzes indicated that Gal-1 can bind to the "barbed end" end of F-Actin and,
thermodynamically more favorably, to the interface between adjacent subunits of this
filamentous protein. In conclusion, Gal-1 can bind to the ends and interfaces of the F-
Actin subunits and promote the formation of reticles and / or favor the polymerization
of this muscle protein in solution. This set of results suggests that Gal-1 can participate
in the muscle contraction mechanism through a direct interaction with F-Actin
independently of its lectin activity.

Keywords: Sarcomeric Actin; Galectin-1; Skeletal Muscle
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1. INTRODUCAO
1.1 Estrutura e funcao do musculo esquelético

Dentre os trés tipos de musculatura (esquelética, cardiaca e lisa), os musculos
esqueléticos sdo responsaveis pela locomogdo, postura ereta, sustentacdo dos
orgaos internos e compde 40-45% da massa corporea humana (KRAEMER,;
SPIERING, 2006; PORTO, 2005). Os musculos sdo formados por um conjunto de
células alongadas conhecidas como fibras musculares, as quais estao envolvidas em
um tecido conjuntivo- o endomisio e limitadas pelo mesmo tecido com estrutura mais
densa- o perimisio, constituindo um fasciculo. Finalmente, véarios fasciculos sao
envolvidos por uma camada do mesmo tecido conjuntivo, o epimisio- formando o
musculo esquelético (Fig 1) (KRAEMER; SPIERING, 2006; MENSE, 2010; PORTO,
2005). Em um contexto funcional, o controle da contracdo muscular sera ditado por
neurénios motores, que se originam na medula espinhal e interconectam-se ao
sistema muscular por meio das jungées neuromusculares (Fig 2). Algumas patologias
afetam a composicdo e/ou fungcdo deste tecido sdo atreladas inexoravelmente a
dificuldades ou perda de movimentos (LEWIS; HALLER, 1989); como exemplo pode-
se citar a Distrofia Muscular de Duchenne- a qual é caracterizada por degeneracéo
progressiva da musculatura esquelética e gravidade variavel e € altamente
incapacitante (BLAKE et al., 2002; EMERY, 2002), afetando 1 em cada 3.600-6.000

meninos nascidos vivos (BUSHBY et al., 2010).



TRABECULAS
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Figura 1. Estrutura do musculo esquelético com seus principais componentes- Em (A)-
Disposicao dos elementos constituintes do musculo esquelético (fibras musculares, tecido conjuntivo e
vasos) em corte transversal (extraido de Porto, 2005). Em (B), esquematizagao tridimensional de um
musculo esquelético- Os fasciculos musculares sao recobertos por uma matriz extracelular (epimisio)
e compostos por feixes de miofibras, cada qual separada pelo perimisio e bem irrigada por vasos/
artérias. As miofibras individuais sao recobertas pelo endomisio e compostas de multiplos miondcleos,
mitocondrias e miofibrilas (de centenas a milhares/ fibra) que contém os elementos contrateis (actina e
miosina). As células-satélite residem na regido subsarcolemal- entre a lamina basal (endomisio) e o
sarcolema das fibras (figura extraida e traduzida de Otto et al., 2009). Em (C)- Detalhamento de um
grupo de miofibras com os principais componentes intra e extrafibrilares (extraido e ligeiramente
modificado de Zouragq et al., 2013).
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Figura 2. Visdao esquematica das juncoes neuromusculares (Esquerda) e Microscopia eletronica
de varredura de um musculo esquelético de sapo (Direita)- As fibras musculares tem a contragdo
coordenada pelo sistema nervoso, através dos neurdnios motores, por fendas subneurais denominadas
juncdes neuromusculares (figura da esquerda extraida e traduzida de
http://faculty.etsu.edu/forsman/Histology %200f%20musclefor%20web_files/image015.jpg e figura da
direita extraida de Alberts et al., 2015)

1.2 A fibra muscular esquelética

A fibra muscular é a unidade morfofuncional do musculo. E uma célula
cilindrica, alongada e multinucleada, com os nucleos dispostos em sua periferia. O
reticulo sarcoplasmatico é o equivalente ao reticulo endoplasmatico liso das demais
células. Além dos componentes celulares usuais, as fibras contém grandes
quantidades de fibrilas delgadas, dispostas ao longo de seu eixo maior, conferindo-
lhe uma leve estriacdo longitudinal (as miofibrilas). Tais estruturas sdo compostas de
filamentos espessos de miosina e filamentos finos de actina- os quais permitem a
contracédo e o relaxamento do musculo (para revisdo molecular da interacao entre
actina e miosina muscular, vide Alberts et al. 2015). Outra caracteristica da fibra € que
0 sarcolema possui invagina¢cdes de membrana que atravessam perpendicularmente
a fibra, formando os tubulos T, responsaveis pela transmissdao do potencial de
membrana que leva a contracdo coordenada dos feixes musculares- conforme sera
explicado a seguir (KRAEMER; SPIERING, 2006; PORTO, 2005).

1.3 Processo de contracao muscular

A figura 3 mostra os principios basicos que levam a contracdo muscular. A
contracdo muscular inicia-se logo apos a sinalizacéo pelos neurénios motores. A onda
de despolarizagdo atravessa os axdnios motores e libera nas fendas subneurais o
neurotransmissor acetilcolina (ACh). A ACh, por sua vez, interage com seus
receptores (canais ibnicos de Nat*). O influxo de Na* provoca uma onda de
despolarizacao no sarcolema, que através da porcao do reticulo sarcoplasmatico mais
préxima aos tubulos T (cisterna terminal) detecta o potencial de acao gerado pelo
sistema nervoso e libera o Ca?*, o qual permite a interagcdo do filamento espesso de
miosina com os filamentos de actina, culminando com o processo de contragao
muscular dependente de ATP. Quando o Ca?* é recapturado para o reticulo



sarcoplasmatico (transporte ativo com troca por Mg?+), as fibras relaxam (KRAEMER,;
SPIERING, 2006; PORTO, 2005).

Aliberagéo de acetilcolina na jungao
Neurdnio motor neuromuscular causa um impulso elétrico
Acetilcolina gerado no sarcolema-

Impulso
elétrico

0 impulso elétrico (=ARS )
é transportado para o
interior da fibra pelos
tdbulos T.

Oimpulso elétric&dispara
aliberagédo de Ca™ do
reticulo sarcoplasmatico

Tabulos T

Reticulo -
sarcoplasmatico S

Sarcolema

Linha Z

Figura 3. Como a ativacéo nervosa leva a liberagéo de ions calcio no interior da fibra muscular
(extraido e traduzido de Johnson, 2012)

1.4 Principais efetores moleculares da contragcao muscular

Embora o mecanismo de contragdo muscular seja complexo e envolva
varias proteinas, as proteinas protagonistas deste evento sdo miosina e actina,
presentes em feixes denominados de miofibrilas como demonstrado na figura 3,
porcao inferior (ALBERTS, 2017). O modelo do filamento deslizante foi descrito
inicialmente por Huxley em 1953, na Universidade de Cambridge, pelo mecanismo de
ponte cruzada entre actina e miosina muscular. Estas ultimas pertencem a uma
superfamilia de proteinas com atividade motora; entretanto, das 17 classes apenas as
denominadas Miosinas |l (ou convencionais) participam da contragdo muscular
(ALBERTS, 2017). A Miosina Il possui 2 cadeias pesadas idénticas, de
aproximadamente 200 kDa cada, e quatro cadeias leves de aproximadamente 20 kDa
cada. Seu peso molecular € em torno de 480 kDa, proteina esta que € codificada pelo
gene MYH2 (CHEN; THOMPSON; SNOW, 2017; HARTMAN; JAMES, 2011; JIN et
al., 2018).

J& a actina apresenta massa molecular de aproximadamente 42 kDa, e
possui varias isoformas que variam de acordo com o tipo de célula e tecido em que

estao presentes (ALBERTS, 2017). No tecido muscular ela pode ser encontrada nos
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sarcoOmeros, e sua isoforma predominante é a actina-a1 ou actina-a esquelética,
codificada pelo gene ACTA1 (CHEN; THOMPSON; SNOW, 2017; PERRIN; ERVASTI,
2010). Em miofibrilas maduras, o feixe de actina é considerado um componente
estrutural muito estavel (Ono, 2010), com meia-vida na ordem de dias (ZAK et al.,
1977) com ordem de troca de monémeros de G-actina de horas (MARTONOSI;
GOUVEA; GERGELY, 1960).

O mecanismo molecular simplificado da contracdo muscular, a actina-F é
deslocada internamente sobre os filamentos de miosina, fazendo com que suas
extremidades se sobreponham e a actina filamentosa traciona os discos Z para as
extremidades dos filamentos de miosina, como demonstrado na Figura 4 (SWEENEY;
HAMMERS, 2018). Para a ocorréncia da contracdo muscular, os ions de célcio
liberados irdo criar uma forca atrativa entre a molécula de actina e a molécula de
miosina, e também é necessaria uma fonte energética, proveniente da molécula de
ATP (Adenosina Trifosfato), a qual € degradada em ADP (Adenosina Difosfato) para
gerar a energia necessaria para a contracao muscular. A quebra da molécula de ATP
€ realizada pela cabegca da molécula de miosina, que possui funcao de
ATPase.(GUYTON; HALL, 2006; SWEENEY; HAMMERS, 2018).

I A |
———— A
Z Z

Relaxado

| A |
/'V'_—'A'—%
bs Z

Contraido

Figura 4. Mecanismo molecular da contragao muscular, do ponto de vista de um Unico
sarcoOmero (adaptado de Guyton et al. 2006).

1.5 Galectinas-1 (Gal-1) e o tecido muscular

Proteinas que reconhecem carboidratos de modo especifico e reversivel, e
nao pertencem as classes de anticorpos e enzimas, sdo conhecidas como lectinas (do
Latim /egere, escolher)(BOYD; SHAPLEIGH, 1954; LIS; SHARON, 1998). As lectinas
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interagem com carboidrato por meio de seus dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRD- Carbohydrate Recognition Domain- (LIS; SHARON, 1998).
Galectinas sao lectinas multifuncionais de origem animal que se ligam a carboidratos
compostos por B-galactosideos que contém preferencialmente sequéncias de N-
acetillactosaminas. Além disso, os residuos terminais -galactose e o tamanho da
cadeia de polilactosamina sédo elementos criticos para a interagcdo entre galectina e
carboidrato (BARONDES et al., 1994; CUMMINGS; LIU, 20 08; STOWELL et al.,
2004).

Atualmente, 15 membros da familia das galectinas foram identificados em
vertebrados, e eles compartiiham similaridades significativas na sequéncia de
aminoacidos que compdem sua estrutura, fato que caracteriza um baixo grau de
seletividade de anticorpos capazes de reconhecer estas proteinas, facilitando a
reagdo cruzada destes com diferentes tipos de galectinas (COOPER, 2002). Estes
membros podem ser encontrados tanto em ambientes extracelulares quanto
intracelular, e apresentam uma diversidade na especificidade de seus ligantes
(ANDREWS et al., 2020; HONG et al., 2019; QUEROL CANO et al., 2019). Entretanto,
as galectinas apresentam diferencas estruturais entre seus CRDs e estrutura
quaternaria, o que permite a classificagcdo dessas proteinas em trés grupos distintos,
ilustrados na Figura 5 (HIRABAYASHI; KASAI, 1993). As galectinas podem ser
classificadas em:

1) Prototipicas: estas proteinas apresentam um unico CRD,
podendo existir tanto na forma de mondémeros quanto na forma de homodimeros
formados por ligagbes ndo-covalentes. Neste grupo estdo as galectinas-1, -2, -5, -7, -
10, -11, -13 e -14).

2) Quimera: sao caracterizadas pela presenca de um CRD e
uma regiao N- terminal (dominio n&o lectinico). O Unico representante deste grupo é
a galectina-3.

Repeticdes em tandem: sao caracterizadas pela presenca de dois CRDs
(sendo um N-terminal e o outro C-terminal), conectados por um peptideo ligador
(peptideo linker) rico em prolina. Neste grupo encontram-se as galectinas-4, -8, -9 e -
12 (ARTHUR et al., 2015).



Prototipicas Quiméricas Repeticao em Tandem

Um Gnico DRC ligado a Dois DRCs distintos conectados

Um tnico DRC ; 2
uma extensdo N-terminal por um peptideo ligador

Homodimero
Dimero

Oligbmero

Figura 5. Classificagcdo das galectinas segundo a disposicao dos dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRD) (adaptado de ARTHUR et al., 2015).

As duas galectinas mais estudas séo a Gal-1 e Gal-3 e do ponto vista biolégico
estas lectinas podem apresentar redundancia e/ou antagonismo funcional (MENDEZ-
HUERGO et al., 2019; STOWELL et al., 2014). Nesse sentido, Gal-1 diferentemente
de Gal-3 favorece a formacgéo de miofibroblastos que expressam actina muscular em
carcinomas (VALACH et al., 2012).

A galectina-3 (Gal-3) humana é uma proteina com peso molecular de
aproximadamente 30 Kda, codificada pelo gene LGALS3 no cromossomo 22 regiao
g21-g22 com aproximadamente 17.000 pares de base (ODA et al., 1991; RAZ et al.,
1991). Esta galectina possui 250 aminodcidos, onde cerca de 130 aminoacidos sao
referentes ao dominio de reconhecimento de carboidrato C-terminal, e o restante
constituem uma cadeia nao lectinica N-terminal (BARONDES et al., 1994b; DUMIC;
DABELIC; FLOGEL, 2006).

A Gal-3 é descrita como uma lectina expressa em diversos tecidos como baco,
estdbmago, colon, utero e pancreas, sendo altamente expressa principalmente por
monaocitos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos e fibroblastos (KIM et al.,
2007). Esta proteina também apresenta um papel chave durante o reparo do tecido
muscular ap6s miolesdes agudas (CERRI et al., 2020; KIM et al., 2007; RANCOURT
et al., 2018), apresentando expressao transiente apenas durante a fase de
proliferacdo dos mioblastos e formagdo dos miotubos iniciais, localizando-se no
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nucleo, membrana plasméatica e sarcoplasma destas células/ tecido (CERRI et al.,
2020).

A galectina-1 (Gal-1) humana é uma proteina com peso molecular de
aproximadamente 14 kDa, constituida por 135 aminoacidos, codificada pelo gene
LGALS1 de 4397 pares de bases, 0 qual esta inserido na regiao cromossomo 22
regidao q12 (CAMBY et al., 2006; CHIARIOTTI et al., 2002). A Gal-1 é expressa por
diversos tecidos, tanto em condicdes fisioldgicas como patoldgicas, e participa de
varios processos bioldgicos, como controle da adeséo celular, sinalizagdo celular,
proliferacao e ciclos celulares, apoptose, génese de tumores, fagocitose, processos
alérgicos, interacdes patdgeno-hospedeiro, regulacdo imunoldgica, diferenciacao
hematopoiética, embriogénese e ciclo menstrual (BACIGALUPO; CARABIAS;
TRONCOSO, 2017; BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018; JIANG et al., 2019;
MENDEZ-HUERGO et al., 2019; SHIH et al., 2019; TSAl et al., 2018; VERGETAKI et
al., 2014; WANG et al., 2020; YANG et al., 2018). Essa proteina também esta
intrinsecamente relacionada a funcbes de neutréfilos, tais como a regulagcédo
quimiotdxica destas células para o sitio inflamatério, exposicdo reversivel de
fosfatidilserina em neutrofilos ativados, e reconhecimento fagocitico sem inducéo de
apoptose (DIAS-BARUFFI et al., 2003; RODRIGUES et al., 2019; STOWELL et al.,
2014).

A Gal-1 participa de diferentes processos associados a fisiologia do tecido
muscular como sua diferenciacao e desenvolvimento do musculo; ao processo de
fusdo do miotubo e ao evento da transdiferenciagcdo de fibroblasto para mioblasto
(AHMED; DU; VASTA, 2009; CERRI et al., 2008; DIAS-BARUFFI et al., 2010; WATT;
JONES; GOLDRING, 2002). Além disso, Gal-1 esta envolvida com a regeneragéo do
tecido muscular por induzir diferenciacado de mioblastos in vitro e regular o processo
inflamat6rio em musculos lesionados e também na modulacado (BENATAR et al., 2015;
CERRI et al., 2008). Tem sido descrito que a Gal-1 pode participar do processo de
regeneracao muscular por induzir a diferenciagédo de células primitivas mesenquimais,
mediar a fusdo de mioblastos e modular a interagédo de alfa7/beta 1 integrina com
fibronectina e laminina durante a diferenciagdo muscular (CHAN et al.,, 2006;
GEORGIADIS et al., 2007; GU et al., 1994).

De modo interessante, foi reportado que Gal-1 € constitutivamente



expressa em musculo esquelético e lesbes musculares em camundongos mdx ou
induzidas por cloreto de bario em camundongos selvagens, promovem um elevado
aumento dos niveis de Gal-1 no musculo (CERRI et al., 2008). Além disso, apés a
resolucao total ou parcial das lesées musculares desses camundongos as taxas de
expressao de Gal-1 retornam aos niveis basais. Segundo estes autores, a Gal-1 pode
auxiliar no processo da regeneracdo muscular pela inducao de diferenciagédo de
mioblastos, ou por meio de sua atividade anti-inflamatéria. Nessa linha, foi
demonstrado que o tratamento de camundongos mdx com Gal-1 recombinante pode
prevenir ou melhorar o quadro de lesdo muscular destes animais (VAN RY et al.,,
2015).

Vale a pena ressaltar que a literatura tem demonstrado a interacdao de
varias proteinas com as miofibrilas. Nessa linha, nosso grupo de pesquisas se
deparou com um dado surpreendente: A co-localizagdo de galectina-1 (Gal-1) com
actina sarcomérica em musculo esquelético suino (Figura 6) (DIAS-BARUFFI et al.,
2010). Esta proteina é expressa em diferentes tecidos e abundantemente expressa
em tecido muscular esquelético (DIAS-BARUFFI et al., 2010; KAMI; SENBA, 2005).
Em outras publicacdes também foi relatado que lectinas provenientes do cérebro se
ligavam em actina proveniente de musculo, e que Gal-1 humana de plaquetas se
ligavam com actina com alta afinidade e inclusive colocalizavam nas plaquetas
(JOUBERT; AVELLANA-ADALID; MORNET, 1992; WOLFENSTEIN-TODEL, 2012).
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Miosina Gal-1 Miosina + Gal-1 + DAPI

Actina Gal-1 Actina + Gal-1 + DAPI

Figura 6. Colocalizacao entre Gal-1 e Actina Sarcomérica, por imunohistoquimica (adaptado de DIAS-
BARUFFI et al., 2010).

A hipotese de DIAS-BARUFFI 2010 e colaboradores € que na estrutura do
sarcémero, a galectina-1 esteja no espaco das bandas |, entre a linha Z e a banda A.

Estando assim, colocalizada apenas com actina, € ndo miosina (Figura 7).

Sarcomero

|
Linha Z Banda | Banda A Banda | Linha Z
=11

g

!

M

)
LLM

Actina Sarcomérica Miosina Gal-1

Figura 7. Estrutura do sarcomero, de acordo com a co-localizacdo entre galectina-1 e actina
(adaptado de DIAS-BARUFFI et al., 2010).

Porém, os dados de co-localizacdo entre Gal-1 e actina sarcomérica
sugerem que esta galectina pode além de promover a regeneragdo muscular e a
modulacao da inflamacao deste tecido, ela pode participar do mecanismo molecular
da contratagdo muscular.



Objetivo
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2 OBJETIVO

Os principais objetivos deste trabalho foram (i) estudar a potencial interacao entre Gal-
1 e actina sarcomérica (Actina-G e Actina-F); e (ii) Se confirmada esta interacao,
propor um modelo para o complexo molecular composto por Gal-1 e actina

sarcomeérica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Producao de Gal-1 e Gal-3 recombinantes humanas

As galectinas recombinantes Gal-1 e Gal-3 humanas foram produzidas
com base em procedimentos previamente descritos (CHO; CUMMINGS, 1995, 1996;
STOWELL et al., 2014) e com modificagdes. Basicamente, foram utilizadas bactérias
Escherichia coli M15 transformadas com o gene de Gal-1 (LGALST7) ou Gal-3
(LGALS3) completos e ndo mutados. Os procedimentos descritos a seguir foram
utilizados para obtencdo de ambas galectinas. Inicialmente, foi feito um pré-inéculo
em um tubo cénico de 15 mL com 10 mL de meio LB (Luria-Bertani) e Ampicilina (100
ug/ml), em condi¢des estéreis. Este pré-inéculo foi incubado em um agitador com
rotacéo de 180 rpm, a 37°C por 18 horas. Apds este periodo, foi realizado outro pré-
indculo, utilizando 100 pL do primeiro pré-inéculo, 10 mL de meio LB e Ampicilina (100
ug/mL). Quando a densidade oOptica (600 nm) do segundo pré-indculo atingiu valores
entre 0,4 e 0,5, o mesmo foi transferido para um erlenmeyer de capacidade de 2 L
contendo 1 L de meio LB e Ampicilina 100 pg/mL e incubado a 37°C em um agitador
com rotacdo de 180 rotagdes por minuto. Quando a densidade Optica (600 nm) desta
cultura bacteriana atingiu a faixa entre 0,4 a 0,5, foi iniciada a indugao da expressao
proteica, pela adicdo de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida - 0,36 g/L), sendo
incubado novamente a 37°C em um agitador com rotacéo de 180 rpm durante 4 horas.
Apés periodo, todo o conteudo do erlenmeyer foi centrifugado a 5.000 x g por 15
minutos a 4°C, onde o sobrenadante foi descartado e os pellets transferidos para um

unico tubo e o material foi armazenado a -80 °C até o momento da purificagéo.

3.2 Purificacao das proteinas recombinantes Gal-1 e Gal-3 por cromatografia de
afinidade

A purificagdo de Gal-1 e Gal-3 foi baseada em metodologia descrita por
Dias-Baruffi e colaboradores (2003). Inicialmente, o “pellet” bacteriano previamente
produzido foi descongelado em gelo e ao mesmo foi adicionado 8 mL do tampéao de
lise (7 mL de tampao PBS, 14mM de B-mercaptoetanol, 1 tablete de inibidor de

protease, 1 ml de lisosima (1mg/mL), 10 yL de RNAse 10 mg/mL e 10 uL de DNAse
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10 mg/mL, pH 7.4). Em seguida, a suspenséao bacteriana foi incubada em gelo por 30
minutos e posteriormente submetida a lise mecéanica com o uso de um sonicador entre
5 e 8 vezes, utilizando a programacao de 30 segundos ativos / 30 segundos inativo
com amplitude de 40%. Ao término da sonicagéo, o lisado bacteriano foi transferido
para um tubo cénico de 50 mL e centrifugado a 10.000 x g por 50 minutos a 4°C. O
pellet foi descartado e o0 sobrenadante submetido a etapa de cromatografia de
afinidade em colunas contendo a resina de lactosil-agarose (Sigma Aldrich), em
camara fria. A coluna foi previamente equilibrada em tampao de lavagem composto
por uma solugdo de salina tamponada com fosfato (PBS) adicionada de pB-
mercaptoetanol (14 mM). Em seguida, o sobrenadante das culturas de bactérias foi
aplicado na coluna e o flow through foi coletado e aplicado novamente na coluna
visando aumentar a eficiéncia do processo de purificacao por afinidade. Apds a coleta
do flow through, o material ndo-retido na resina de lactosil-agarose foi removido com
0 uso do tampéo de lavagem. O material retido foi removido com tampao de eluicao
composto do tampao de lavagem acrescido de 100 mM de lactose e foram coletadas
fracoes de 500 puL. O procedimento cromatografico foi monitorado pela leitura de
absorbancia (280 nm) e por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condigbes
dissociantes e redutoras para analise do grau de homogeneidade das preparacoes de
galectinas purificadas. A determinacdo das concentragées proteicas destas
preparagoes foi realizada com o auxilio dos coeficientes de extingdo molar de cada
galectina ou pelo uso do sistema BCA (Biorad). Apdés a determinacdo das
concentragdes proteicas das preparagdes de galectinas purificadas, as mesmas foram
estocadas a -80°C na presenga de tampao de eluigdo, uma vez que a lactose e o (3-
mercaptoetanol desfavorecem a oxidacdo destas proteinas e preservam as suas
propriedades lectinica (capacidade de reconhecer carboidratos) e de dimerizacao
(ARTHUR et al., 2015). Imediatamente antes do uso, as prepara¢des de galectinas
foram submetidas ao procedimento de remogao da lactose e o 3-mercaptoetanol por
cromatografia de exclusdo molecular em colunas PD-10 (GE Healthcare).

3.3 Purificacao de Actina-G a partir de musculo esquelético de Coelho

A purificagcdo da Actina-G (monomérica) foi realizada a partir de

preparacao liofilizada de musculo esquelético de coelho em base de acetona (Muscle
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Acetone Powder from Rabbit) (Sigma-Aldrich) (PARDEE; ASPUDICH, 1982). Este
liofilizado foi ressuspendido em um tampéao A (Tris 2mM, pH 8,0; ATP 0,5 mM; CaCl2
0,2 mM; DTT 0,5 mM; NaNs 0,02%) e a actina foi isolada pela indugdo da
polimerizacao com adigdo de 50 mM de KCI. Foi adicionado posteriormente 800 mM
de KCI para separar a Actina-F (flamentosa) da tropomosina, e entéo
ultracentrifugado a 100.000 x g por 1 hora (Ultracentrifuga Beckman Coulter). Apos
isto, a proteina foi quantificada por métodos espectrofotométricos (GeneQuant Pro,
GE Healthcare).

3.4 Determinacdao da atividade lectinica das proteinas recombinantes
purificadas Gal-1 e Gal-3, por ensaio de hemaglutinacao

Para verificar a integridade funcional do CRD das galectinas, foi realizado
um ensaio de hemaglutinacdo. Inicialmente, adicionou-se Gal-1 e Gal-3 aos pog¢os de
uma placa de titulagdo com fundo em U, de modo a garantir uma faixa de
concentracao final entre 0,62 a 10 uM. Em seguida, foram adicionados em alguns
pocos da placa uma solucao do carboidrato hapteno inibidor de galectinas (lactose,
20 mM) e a sacarose (20 mM) foi utilizada como carboidrarto hapteno controle. Com
a finalidade de favorecer a ligacao entre as galectinas e a lactose, a placa foi incubada
por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a todos os po¢os
da placa uma suspensao de sangue heparinizado de camundongos C57BL/6 diluido
em PBS (concentragéo final de 2%). Ap6s 1h de incubacao a temperatura ambiente,
a positividade da reacao de hemaglutinacéao foi feita por inspec¢éo visual da ocorréncia
da formacdo de malha de hemacias. A reagcdo negativa foi identificada pela

sedimentagao da suspensao eritrocitaria na forma de um “botao” no fundo dos pocos.
O PBS foi utilizado como controle negativo. O resultado foi expresso considerando a

menor concentracao das galectinas que provocou a formacao da malha eritrocitaria.

Planejamento do uso de camundongos para coleta de sangue utilizada para
hemaglutinacao

O numero amostral de camundongos utilizados neste trabalho obedeceu

aos valores previstos no processo da Comissdo de Etica no uso de Animais de
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Experimentacdo da FCFRP-USP (Processo n® 19.1.608.60.2), com base no método
estatistico descrito por ARMITAGE, P.; BERRY, G. A base de dados utilizada sera:
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/qua 1 _media est.html.O tamanho

amostral previsto e utilizado foi de 10 animais por grupo, assim representado na tabela
1.

Experimento Camundongo Ne de Quantidade de
Experimentos camundongos x N°®

de experimentos

Retirada de C57BL/6 10 C57BL/6
sangue para n=1 n=10

hemaglutinacéo

Tabela 1. Planejamento do uso de animais em experimentagao.

3.5 Analise viscosimétrica de preparacoes contendo Gal-1 e Actina
sarcomeérica

Para a analise viscosimétrica, a Actina-G diluida em Tampao G (Tris 5 mM
pH8; CaCl2 0,2 mM; ATP 0,2 mM; DTT 0,5 mM) foi adicionada em microtubos de 1,5
mL contendo Gal-1 (0,625 a 40 uM) na presenca ou auséncia de acgucar hapteno
especifico (lactose, 20 mM) ou ndo especifico para galectinas (sacarose, 20 mM).
Para inducao da polimerizacédo da Actina-G foi utilizado o tampao KMET (KCI 500 mM
; MgCl2 20 mM; EGTA 10 mM; Tris 100 mM pH 8) que sera responsavel por induzir a
polimerizacao da Actina-G, como descrito por Kang e colaboradores (KANG et al.,
2013). Apés a adicao de KMET, as solugdes foram transferidas para capilares (Pyrex
100 pL, Corning) incubadas por 1 h a 22°C em banho seco. As variacdes de
viscosidade das preparacdes proteicas foram determinadas pelas medidas de tempo
de queda de uma esfera de ago inoxidavel, em um segmento de 4 cm demarcados no
capilar angulado contendo as solucbes de Actina e Gal-1. Este tempo de queda é
proporcional a viscosidade das solugdes testadas.
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3.6 Analise de formacao de complexos moleculares entre galectinas e Actina-
G, por eletroforese em condicoes nativas

Solucgao de Actina-G (5 uM) foi incubada por 2 horas com preparacdes de
Gal-1 ou Gal-3 na concentracdo de 20 uM em tampado G contendo glicerol
(concentragéo final de 15%), a temperatura ambiente. As preparagdes proteicas foram
analisadas por eletroforese gel de poliacrilamida nativo [Tris (150 mM), pH 8,8; MgCl2
(0,2 mM); ATP (0,2 mM); DTT (0,5 mM)] com tampéo de corrida Tris/glicina [Tris (25
mM); glicina (192 mM), MgClz2 (0,2 mM); ATP (0,2 mM); DTT (0,5 mM)] a 150 V no
sistema GE Healthcare Life Sciences. O gel foi corado por Brilliant Coomassie G-250,

e também com prata.

3.7 Analise de formacao de complexos moleculares entre galectinas e Actina-
G tratadas com agente indutor de ligac6es cruzadas, por eletroforese em

condicoes desnaturantes e redutoras

Solugdes de Gal-1(10 uM) e Gal-3 (10 p) foram incubadas por 30 minutos
com Actina-G (10 uM), a temperatura ambiente, em 70 uL de tampao de interacao
[HEPES (50 mM), pH 8,2; NaCl (150 mM); EDTA (0,1 mM); ATP (0.2 mM)]. No inicio
da incubacgéo das solugdes proteicas e apds 15 minutos, foi adicionada a esta mistura
uma solucao (concentracao final de 4%) de um agente indutor de ligacbes cruzadas
[EDC: 1-etil-3-(3-cloridrato) dimetilaminopropil carbodiimida)]. Ao final dos 30 minutos
de incubacao, as amostras foram submetidas a andlise eletroforética por SDS-PAGE
em condi¢coes desnaturandes e redutoras. Os géis foram corados com Brilliant
Comassie Blue G-250.

3.8 Analise de ligacao entre Gal-1 e Actina-F, por ensaio
imunoenzimatico (ELISA)

Pocos de microplacas de ELISA foram sensibilizados com solugdes (5 ug
- 50 pL por poco) de Actina-F, em tampéao de inducao de polimerizacao de actina (50
mM KClI, 2 mM MgClI2, 0,1 mM ATP), ou de Actina-G em tampao G (5 mM Tris pH 8.0,

0.2 mM CaCl2, 0.2 mM ATP, 0.5 mM DTT). Apés um periodo 24 horas de
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sensibilizacdo, a 4°C, as microplacas foram lavadas gentilmente com PBS-Tween 20
0,05 % (v/v), por trés vezes. Em seguida, os pogos foram submetidos a etapa de
bloqueio com 200 pyL de uma solucdo gelatina a 3% (p/v) (Amresco ® Pork Skin
Gelatin), por 2h a 37 °C. Apéds o final desta etapa, as microplacas foram lavadas
novamente, e em seguida foi distribuida uma solugéo de Gal-1 (10 uM - 50 pL por
pPOCo) na presenga ou auséncia de lactose (10 mM) ou sacarose (10 mM). Apds 1 hora
de incubacéao a 37°C, as microplacas foram submetidas a outra etapa de lavagem e
incubadas com soro policlonal de coelho anti-Gal-1 (1:5000), por 1h a 37 °C.
Posteriormente, foi realizada outra etapa de lavagem e as microplacas foram
incubadas com anticorpo secundario de cabra anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidasse (HRP - Invitrogen ®) na diluicdo de 1:15000, por 1h a 37 °C. Apds outra
etapa de lavagem, os pogos foram incubados com uma solugdo de TMB (3,5,5'-
tetrametilbenzidina) em DMSO (1%), e a reacéo foi interrompida ap6s 2 minutos com
HCI (0,1 N). A leitura da densidade 6tica das imunorreagdes foi realizada a 450 nm
com auxilio de um espectrofotbmetro de microplacas (SpectraMax-350, Molecular
Device).

3.9 Obtencao de modelos moleculares de Gal-1 e Actina-F utilizados nos
estudos in silico

As estruturas utilizadas nos estudos computacionais foram obtidas a partir
do repositorio Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Foi escolhida a forma
homodimérica da Gal-1 humana depositada com codigo PDB 2KM2 (NESMELOVA et
al., 2010) e a forma hexamérica da Actina-F de coelho com cddigo 2Y83 (NARITA;
ODA; MAEDA, 2011). As sequéncias observadas em estruturas cristalograficas foram
comparadas com as utilizadas neste trabalho a partir do alinhamento de sequéncias
de Gal-1 humana (gene LGALS1 com cédigo Uniprot P09382) e de Actina hexamérica
de coelho (gene ACTA1 com cédigo Uniprot P68135) com o programa MUSCLE
(EDGAR, 2004). A validagao das estruturas modeladas foi realizada a partir da andlise
do grafico de Ramachandran construido com o programa PROCHECK (LASKOWSKI
et al., 1993) onde a disposicao da maioria dos residuos (> 98%) em regides favoraveis
e permitidas indicam um enovelamento adequado e dentro do esperado para

estruturas protéicas investigadas.

20



3.10 Construcao de modelos para o complexo molecular composto de Gal-1 e
Actina-F, por ancoragem molecular

A busca por possiveis complexos entre Gal-1 e Actina-F foi realizada por
ancoragem molecular empregando o servidor ClusPro 2.0 (KOZAKQV et al., 2017).
As ancoragens foram realizadas utilizando as formas modeladas de Actina-F
hexamérica, como estrutura de referéncia, e o homodimero de Gal-1, como ligante. O
algoritmico empregado neste programa gera um conjunto de possiveis estruturas para
o complexo molecular em questado, as quais sao avaliadas com o uso de critérios
energéticos em quatro categorias (KOZAKOV et al., 2017): (1) Balanced, (2)
Electrostatic-favored, (3) Hydrophobic-favored e (4) VdW+Elec. Complexos com
estruturas semelhantes s&o entdo agrupados em conjuntos (clusters) que sao
elencados como base no nimero de complexos presentes em cada conjunto, onde
sao também indicadas as energias da estrutura do centro de cada conjunto e do
complexo com energia mais negativa para cada uma das categorias. Como critério
para escolha do melhor modelo, por categoria, foi escolhido o conjunto com energia
mais atrativa (maior valor negativo) para os maiores conjuntos. Os modelos escolhidos
foram submetidos a predicao da energia livre de ligacdo com o programa PRODIGY
(XUE et al., 2016). Complexos da Actina-F com outras proteinas depositadas no PDB
foram também submetidas a predicao das suas energias livre de ligacdo com esta
mesma metodologia e as predigdes foram comparadas as identificadas para os
modelos dos complexos de Actina-F e Gal-1 obtidos por ancoragem molecular.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise eletroforética e determinacao da atividade hemaglutinante de
preparacoes de Gal-1 e Gal-3 recombinantes humanas purificadas

As preparacdes purificadas de Gal-1 e Gal-3 foram obtidas a partir de
procedimento cromatografico composto por duas etapas. A primeira foi baseada na
cromatografia de afinidade em resinas de agarose-lactose, seguida de uma etapa de
cromatografia de exclusdo molecular para remocéao de conservantes (2-ME e lactose)
destas preparacbes proteicas. A figura 8 ilustra as anadlises eletroforéticas das
preparacées de Gal-1 (Figura 8A) e Gal-3 (Figura 8B) obtidas na primeira etapa
cromatografica e mostra o elevado grau de homogeneidade das preparagdes de
galectinas utilizadas neste trabalho. As anadlises eletroforéticas das preparagdes
obtidas da etapa de exclusdo molecular apresentaram padrdo de homogeneidade
similar ao indicado na figura 8 (dados nao mostrados).
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Figura 8. SDS-PAGE das preparacoes de galectinas humanas recombinantes purificadas. Perfil
eletroforético de aliquotas (1,0 pg/pista) da preparagéo de Gal-1 (A) ou de Gal-3 (B), as cabecas de
setas indicam os pesos moleculares aparentes de Gal-1 (~15 kDa) ou de Gal-3 (~30 kDa). As analises
de SDS-PAGE (12%) foram feitas em condigbes dissociantes e redutoras. As aliquotas analisadas

foram obtidas de “pool” de fragbes da cromatografia de afinidade em agarose-lactose, conforme
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descrito no item 3.2. Os géis foram corados por Comassie Blue G-250. MM: mistura de marcadores de
peso molecular (10 a 250 kDa).

Com o objetivo avaliar o impacto dos procedimentos de purificagdo na
atividade lectinica (capacidade de reconhecer carboidratos) das preparagbes de
galectinas purificadas, amostras de tais preparacdes foram submetidas a testes de
hemaglutinacdo na presenca ou auséncia de carboidratos haptenos [especifico
(lactose, Lac) ou inespecifico (sacarose, Sac)]. Para a Gal-1 o titulo foi de 1,25 uM
(Figura 9A) e para Gal-3 foi de 0,62 uM (Figura 9B). Este conjunto de resultados
mostram que as preparagdes de galectinas além de puras estavam ativas.
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Figura 9. Avaliacao da atividade lectinica das preparacoes de Gal-1 e de Gal-3 purificadas, por
hemaglutinacao. Aliquotas de suspensado de hemacias de camundongos (2%, concentracdo final)
foram distribuidas em microplacas, e em seguida misturadas com solucoes de Gal-1 (A) ou de Gal-3
(B) nas concentragdes finais de 0,31 a 5,0 uM. Apds, 1 hora a temperatura ambiente, foram realizadas
as inspecgdes visuais quanto a formagao de malhas (hemaglutinagao positiva) ou formagao de botao
(hemaglutinacao negativa).

4.2 Purificacao e teste funcional da Actina sarcomérica de musculo de Coelho

O procedimento de purificagdo de Actina sarcomérica de extrato de
musculo de coelho foi eficiente e possibilitou a obtengéo de preparacdes com elevada
homogeneidade. Como ilustrado na Figura 10, por meio SDS-PAGE, foi possivel
detectar apenas uma banda proteica nestas preparagdes na faixa de peso molecular
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aparente da Actina-G (~42 KDa). Além disso, as preparagdes purificadas de actina
sarcomeérica estavam ativas, conforme indicado pelos testes de viscosidade (Figura
10).
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Figura 10. SDS-PAGE da preparacao de Actina sarcomérica de musculo de coelho purificada.
Perfil eletroforético de aliquota da preparacédo de actina sarcomérica purificada de extrato de musculo
de coelho (2,0 ug/pista). A cabeca de seta indica o peso molecular aparente de Actina-G (~42 kDa). A
andlise de SDS-PAGE (12%) foi feita em condigdes dissociantes e redutoras. O gel foi corado por
Comassie Blue G-250. MM: mistura de marcadores de peso molecular (10 a 250 kDa).

4.3 Analise de ligacao entre Gal-1 ou Gal-3 com Actina-G por eletroforese em
gel de poliacrilamida em condi¢c6es nativas

Nos ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes
nativas e com uso do corante Brilliant Comassie Blue G-205 (Figura 11 A) nao foi
possivel detectar banda representativa do complexo molecular Gal-1 monomérica
com Actina-G ou do complexo Gal-3 monomérica com Actina-G). Além disso, com o
uso de um método mais sensivel de coloragdo de proteinas, o procedimento com
prata, foram detectadas apenas bandas correspondentes as galectinas ou actina-G
isoladas nas solu¢des contendo a mistura de Gal-1 e actina-G ou Gal-3 e Actina-G
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(Figura 11 B). Estes dados sugerem que a Actina-G parece nao formar complexos
moleculares com Gal-1 ou Gal-3 em solugédo, suficientemente estaveis, para serem
detectados por PAGE em condigbes nativas.
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Figura 11. Analise do perfil eletroforético de preparacoes compostas por Gal-1 e Actina-G ou
Ga-3 e Actina-G. Amostras de solugdes contendo Gal-1 (3,0 ug/pista); Gal-3 (6,0 ug/pista); Actina-G
(2,1 pg/pista); Gal-1 (3,0 pg/pista) + Actina-G (2,1 pg/pista); e Gal-3 (6,0 pg) + Actina-G (2,1 pg/pista)
foram submetidas a eletroforese de poliacrilamida (12%) em condi¢des nativas. Os géis foram corados
por Brilliant Comassie Blue G-250 (A) ou por prata (B). Os resultados sao representativos de 2

experimentos independentes.

4.4 Anadlise eletroforética de solucoes de Gal-1 ou Gal-3
adicionadas de Actina-G, na presenca de EDC

Como o objetivo de dar continuidade a investigacdo da ocorréncia de uma
possivel interacao entre galectinas e Actina-G e considerando que ligacdes proteina-
proteina podem ser transientes, foram realizados experimentos com solugdes de Gal-
1 ou Gal-3 adicionadas de Actina-G na presenca de um agente indutor de ligacdes
cruzadas (EDC) (BARONI et al., 2018). Como ilustrado na figura 12, mesmo na
presenca de EDC, ndo foi possivel detectar a formacdo de complexos entre as
galectinas e Actina-G. Foram detectadas apenas as bandas proteicas com pesos
moleculares aparentes correspondentes a Gal-1 monomérica (~15 kDa), Gal-3
monomérica (~30 kDa) e actiba-G (~42 kDa). Entretanto, uma banda ténue de
aproximadamente 30 kDa, correspondente ao peso molecular aparente do dimero de
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Gal-1, foi observada apenas na pista que continha esta galectina.
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Figura 12. SDS-PAGE de solucées de Gal-1 ou Gal-3 contendo Actina-G e EDC. Amostras de
solugées contendo Gal-1 (3,0 ug), Actina-G (2,1 ug) e EDC; ou Gal-3 (1,5 ug), Actina-G (2,1 pug) e EDC
foram submetidas a eletroforese de poliacrilamida (12%) em dissociantes e redutoras. O gel foi corado
por Brilliant Comassie Blue G-250. As bandas com pesos moleculares aparentes de 15,30 e 42 kDa
correspondem a Gal-1 monomérica, Gal-3 monomérica e Actina-G, respectivamente. MM = mistura de
marcadores de peso molecular conhecidos (14 a 93 kDa).

4.5 Analise da potencial ligacao entre Gal-1 e as formas monomérica e
filamentosa de Actina sarcomérica, por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Com o uso da técnica de ELISA foram confirmados os achados obtidos
anteriormente, referentes a ndo deteccao da interacao entre Gal-1 e Actina-G (Figura
11; Figura 12). Entretanto, o ensaio imunoenzimatico analisando a interagdo entre
Gal-1 e Actina-F demonstrou uma ligacao entre Gal-1 e Actina-F, tanto na auséncia
de Lactose e Sacarose quanto na presenca destes agucares (Fig 13).
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Figura 13. Analise de interacao entre Gal-1 e Actina-F, por ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Pogos de microplacas foram sensibilizados com solugdes de Actina-G (5 pg/po¢o/50 L) ou Actina-F
(5 png/poco/50uL). Solucao de gelatina (3%) foi utilizada na etapa de blogueio e a concentracdo de Gal-
1 foi de 10 uM (50 uL/pogo). Lactose (10mM) foi usada com agucar inibidor da atividade lectinica de
Gal-1 e a sacarose (10 mM) foi usada com acgucar controle. Soro policlonal de coelho anti-Gal-1 foi
usado como anticorpo primario (1:5000) e IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado a peroxidasse
como secundario (1:15000). A leitura da densidade 6tica das imunorreagdes foi medida a 450 nm com
auxilio de um espectrofotdmetro de microplacas (SpectraMax-350, Molecular Device). Os resultados
foram estatisticamente significantes pelo método ANOVA one-way, (p< 0,05) para os resultados em
relagdo ao controle sem Gal-1 e sem o Soro policlonal anti-Gal-1, e sdo representativos de 2
experimentos independentes.

4.6 Analise funcional da interacao Gal-1 e Actina-F com o uso do ensaio de
viscosimetria

AplGs a deteccdo da interagéo direta entre Gal-1 dimérica e Actina-F por
ELISA (Figura 13) foram realizados ensaios de viscosimentria como o objetivo de
analisar a habilidade de Gal-1 em promover a polimerizacdo e/ou formacao de
reticulos de actina sarcomérica. Como esperado, a Gal-1 ndo alterou a viscosidade
de solugdes de actina-G na presencga de tampéao G (Figura 14 A), uma vez o tempo
de queda da esfera de aco foi similar em todas as condi¢des testadas (0,56 + 0,09
segundos). Na presenca do tampao KMET, a solugdo de actina sarcomérica
apresentou um aumento de sua viscosidade (tempo de queda de 1,48 =
0,05segundos) e este efeito foi incrementado em 2,9 vezes na presenga de Gal-1
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dimérica na concentracao de 0,625 uM (tempo de queda de 4,25 + 0,07 segundos).
Interessantemente, este feito potencializador da Gal-1 foi modo insensivel a presenca
de carboidratos (lactose ou sacarose). Além disso, em concentracbes superiores a
0,625 uM, a Gal-1 promoveu aumentos menos robustos na viscosidade da solucéo de
Actina-F, mas 5uM desta galectina causou um ganho de aproximadamente 30% na
taxa viscosidade. Salienta-se que em nenhuma concentragao testada da Gal-1, a taxa
de viscosidade da actina-F nao foi reduzida.
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Figura 14. Analise viscosimétrica de solugcées contendo Actina-F ou Actina-G adicionadas de
Gal-1 e na presenca ou auséncia de carboidratos. A) Tempo de queda da esfera de ago em solugdes
de actina sarcomérica (20 pM) na presenca de tampao G e de diferentes concentragdes de Gal-1 (0,625
a 40 puM). B) Tempo de queda da esfera de ago em solugdes de actina sarcomérica (20 uM) na presenca
de tampao KMET adicionadas de diferentes concentracdes de Gal-1 (0,625 a 40 uM) e na presenga ou
auséncia de Lactose ou Sacarose (10mM). Os resultados foram expressos em tempo de queda
(segundos). Os resultados foram estatisticamente significantes pelo método ANOVA one-way, (p< 0,05)
para os resultados em relagdo ao controle sem Gal-1, e sdo representativos de 3 experimentos
independentes.
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4.7 Construcao do modelo do complexo molecular entre Gal-1 e Actina-F

Apoés a demonstragdo da interagao direta entre Gal-1 dimérica e Actina-F

e seu impacto em propriedades fisicas da solucado de actina-F, foram realizados
estudos in silico para investigar o mecanismo molecular da formag¢ao de complexo.

As estruturas dimérica de Gal-1 humana e hexamérica de Actina-F de coelho

obtidas a partir do PDB encontram-se ilustradas na Figura 15a e 15b,

respectivamente.
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Figura 15. Estruturas de Gal-1 e Actina-F utilizadas nos estudos in silico. (a) Estrutura do dimero
de Gal-1 obtida a partir do PDB com c6digo 2KM2 (NESMELOVA et al., 2010). A cadeia A (verde) é
mostrada na parte superior, a cadeia B (ciano) na parte inferior e a regido do CRD encontra-se na face
exposta no plano da imagem. (b) Estrutura do hexamero de Actina-F obtida do PDB com cédigo 2Y83
(NARITA; ODA; MAEDA, 2011) onde podemos observar as cadeias O (amarelo), P (rosa), Q (laranja),
R (verde oliva), S (azul) e T (salmdo) orientadas da direita para esquerda, apresentagcdo que
corresponde as extremidades desfiada e pontiaguda (do inglés ‘barbed end e ‘pointed end’) (NARITA;
ODA; MAEDA, 2011).

As comparagbes das respectivas sequéncias das estruturas experimentais
com as sequéncias nativas obtidas no Uniprot para estas duas proteinas resultaram
em alinhamentos com 100% de identidade (dados ndo mostrados). Salienta-se que
nao foi inserido no modelo de Gal-1 dimérica o residuo de metionina na posi¢édo N-
terminal. Os mondmeros presentes na estrutura da Actina-F ndo apresentaram a
cobertura de dois residuos N-terminais (metionina e cisteina) presentes na sequéncia
nativa. Como os experimentos foram realizados com Actina-F extraida de coelhos,

entdo os residuos ausentes foram inseridos no modelo desta proteina motora. A
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estrutura do dimero de Gal-1 e do hexamero de Actina-F modelados e reparados com
o programa Modeller resultaram em modelos com distribuicdo majoritaria dos residuos
em regides favoraveis e permitidas do grafico de Ramachandran, de forma que as
estruturas foram otimizadas em relacdo aos dados cristalograficos e se mostraram
adequadas para os estudos subsequentes estudos de ancoragem molecular proteina-
proteina (Tabela 2).

. - Gal-1 Actina-F
Regiao do grafico de

Ramachandran (%)

Experimental Modeller Experimental Modeller

Permitida 79,8 86,4 77,6 86,8
Adicionalmente permitida 17,5 11,4 19,1 1,5
Generosamente permitida 2,6 2,2 2,3 1,0

Nao permitida 0,0 0,0 1,1 0,8

Tabela 2. Avaliacao da viabilidade estrutural dos modelos moleculares de Gal-1 e Actina-F cujas
estruturas foram reparadas utilizando modelagem molecular. Distribuicdo dos residuos das
estruturas de referéncia e modeladas com o programa Modeller sobre as regides do grafico de
Ramachandran calculados para o dimero de Gal-1 e hexamero de Actina-F.

4.7.1 Construcao do modelo do complexo molecular Gal-1 dimérica e Actina-F,
por ancoragem molecular

A predicao das interacdes e formacao de complexos entre 0 hexamedro de
Actina-F (receptor) e o dimero da Gal-1 (ligante) foi feita por ancoragem molecular.
Os complexos foram entdo agrupados em conjuntos de estruturas semelhantes com
conformacgdes de baixa energia, conforme descrito nos Modelos e Métodos e literatura
(KOZAKOV et al., 2017) (Balanced, Electrostatic-favored, Hydrophobic-favored e
VdW+Elec). As andlises indicaram um numero elevado de conjuntos para todas as
funcbes de energia, variando de 23 (Hydrophobic-favored e VdW+Elec) até 30
(Balanced e Electrostatic-favored) (Figura 16). Estes achados sugerem que ha
favorecimento de multiplas formas de interacdo dentro dos limites dos modelos

empregados. Cada conjunto, por sua vez, contém um numero variavel de estruturas
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Potencial de interagéao (kca\.mol_w)

Potencial de interagao (kcal.mo\_1)

semelhantes que foram usadas para elencar os modelos gerados para cada categoria
de energia. Outra medida importante foi a energia da estrutura que corresponde ao
centro de cada conjunto de configuracbes estruturais porque fornece parametro de
caracterizacao da ligacao proteina-proteina. A energia de cada centréide e o nimero
de estruturas dos conjuntos para as quatro categorias de energias encontram-se nas
Figuras 16 A-D. Com base nesta cole¢ao de dados foi possivel distinguir e selecionar
os modelos moleculares mais adequados e robustos para a melhor compreensao dos
resultados experimentais. Em linha gerais, foram identificadas energias de interacao
atrativas para todos os conjuntos de modelos do complexo molecular entre Gal-1 e
Actina-F gerados. As energias de interacdo destes modelos estdo dentro de limites
observados em outros estudos baseados na ferramenta Cluspro (PANDEY; BHATT;
PRAJAPATI, 2018), onde sabidamente ocorria a formacdo do complexo. Estes
resultados sugerem que os modelos dos complexos entre a Gal-1 e Actina-F obtidos
devem condizer com interagdes funcionais observadas a partir dos resultados

experimentais.
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Figura 16. Agrupamento das estruturas dos complexos obtidos das analises de ancoragem
molecular entre a Gal-1 dimérica e Actina-F. Energia de interagdo dos conjuntos de estruturas
obtidos a partir das simulagbes de ancoragem molecular para cada uma das fungdes de energia (a)
Balanced, (b) Electrostatic-favored, (¢) Hydrophobic-favored e (d) VdW+Elec. Estao representados os
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nameros de estruturas que compde cada conjunto (pontos e linhas em azul) e as intensidades das
energias de interagédo proteina-proteina do centréide de cada conjunto de estruturas (pontos e linhas
em vermelho) organizados em ordem decrescente. Os circulos vermelhos abertos indicam os modelos

dos complexos moleculares selecionados.

Os modelos moleculares de interagdo Gal-1/Actina-F foram selecionados
para cada categoria de energia obedecendo os critérios de maior nimero de
estruturas em um conjunto com menor energia. Os modelos dos complexos
selecionados encontram-se nas Figuras 17 A-D. Em dois complexos a Gal-1 encontra-
se na regiao de interface entre monémeros da Actina-F (Figuras 17A e 17A) enquanto
nos outros dois modelos ela esta situada na extremidade desfiada (barbed end) da
Actina-F, interagindo com apenas um mondémero da Actina-F (Figuras 17B e 17C). Em
todos estes modelos, o CRD da Gal-1 ndo participa diretamente na formagao dos
complexos, ou seja, nao sao observados contatos proteina-proteina do CRD com a
Actina-F. Curiosamente, os dois modelos onde a Gal-1 interage com a extremidade
desfiada do hexametro de Actina-F apresentam as energias de interagcdo mais
atrativas (-941,8 e -1274,5 kcal.mol-1), enquanto que a interacdo da Gal-1 com as
interfaces de monémeros de Actina-F apresentaram energias menos atrativas (-932,5
e -200,6 kcal.mol-1) (Figuras 17 A-D). Ressalta-se porém que estas variacoes de
energia podem ser tanto decorrentes das diferentes formas de ligagcdo como também
devido as diferencas das categorias de energia (DESTA et al., 2020).
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Potencial de interagao = -932,5 kcal.mol™! Potencial de interagdo = -941,8 kcal.mol’

o

Tamanho do cluster = 25 Tamanho do cluster = 34

Potencial de interagéo = -1274,5 kcal.mol” d Potencial de interagéo = -200,6 kcal.mol!
Tamanho do cluster = 60 Tamanho do cluster = 15

Figura 17. Modelos dos complexos entre Gal-1 e Actina-F obtidos no estudo de ancoragem
molecular. As estruturas correspondem as categorias de energia (a) Balanced, (b) Electrostatic-
favored, (¢) Hydrophobic-favored e (d) VdW+Elec. As cadeias A e B da Gal-1 sé@o representadas pela
cor verde e ciano, respectivamente. As cadeias do hexadmero de Actina-F esta indicadas pelas cores
amarela (O), rosa (P), laranja (Q), verde oliva (R), azul (S) e salmao (T).

As predicdes das energias livres de ligagao (AG) para cada um dos modelos
moleculares selecionados encontram-se na Tabela 3 juntamente com a predicao de
AG de estruturas depositadas no PDB. Observa-se que os modelos nos quais a Gal-
1 encontra-se nas regides de interface de monémeros da Actina-F (Figuras 17A e
17D) apresentam as maiores afinidades quando comparados com os modelos cuja
Gal-1 encontra-se na extremidade desfiada interagindo com um mondmero (Figuras
19B e 19C). Alguns complexos moleculares contendo Actina-F e depositados no PDB
apresentam valores de AG de mesma ordem ou inferiores aos modelos nos quais a
Gal-1 estd complexada a extremidade desfiada (Tabela 3). Este conjunto de
resultados in silico suportam os achados experimentais sobre a ocorréncia de uma
interacao direta e a consequente formacao de complexos macromoleculares entre Ga-

1 dimérica e Actina-F.
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Modelo/complexo AG Ka (M) a | Descricao

%(cal.mol' 25°C (cadeias actina / cadeia ligante)
Balanced -16,2 1,3E-12 | Figura 17 A
Electrostatic-favored |-10,4 2,2E-08 | Figura17 B
Hydrophobic-favored |-12,7 5,0E-10 |Figura17 C
VdW+Elec -16,4 8,9E-13 | Figura17 D
3BYH -11,5 3,8E-09

Modelo de interagao Actina-G com
fimbrina ABD2 (monémero de
actina)

(A/B)

3J0S -14,8 1,4E-11
Modelo de interac&o entre Actina-F
e cofilina

(A,B,C/N)

3LUE -15,1 8,2E-12
Modelo de interacao Alfa-actinina
com Actina-F

(AB,C/K)

6VAO -141 4,7E-11
Modelo de interagéo entre cofilina-1
com Actina-F

(AD,E /1)

6WVT -15,1 8,4E-12
Modelo de interagdo entre alphaE-
catenina com Actina-F

(actina-F)

(B,D,I/ N)

Tabela 3. Anadlise preditiva das energias de afinidade (AG) e as constantes de dissociacao (Kp)
dos modelos moleculares. Foram estimadas as energias livres, com o uso do programa PRODIGY
dos modelos selecionados para os possiveis complexos entre Gal-1 dimérica e Actina-F construidos
por ancoragem molecular e de complexos entre outras proteinas e Actina-F a partir de estruturas

depositadas no PDB.
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5 DISCUSSAO

A Gal-1 é uma molécula multifuncional que participa de varios aspectos da
fisiologia muscular, incluindo a regeneracdo, reparo, diferenciacdo celular e
modulacao de processos inflamatérios associados ao musculo (AHMED; DU; VASTA,
2009; BENATAR et al., 2015; CERRI et al., 2008b; DIAS-BARUFFI et al., 2010b;
WATT; JONES; GOLDRING, 2002)

Dados da literatura sugerem que a Gal-1 pode exercer um novo papel na
biologia do musculo, associado ao processo de contragdo da musculatura esquelética
ou cardiaca (SEROPIAN et al., 2013). Entretanto, ainda ndao se conhece os aspectos
biolégicos, biofisicos e moleculares desta nova proposta funcional para Gal-1. O
presente trabalho demonstrou que esta galectina enddgena, interage diretamente com
Actina-F, promovendo o favorecimento da polimerizacao e/ou formacao de reticulos
desta proteina muscular.

Actina sarcomérica e Gal-1 sdo duas das proteinas mais abundantes das
células eucaridticas, e participam de varios processos celulares dependentes de
interacdes proteina-proteina e proteina-carboidrato, respectivamente (DIAS-BARUFFI
et al., 2010b; DOMINGUEZ; HOLMES, 2011; STOWELL et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a participacdo da Gal-1 em
varios processos fisioldgicos e patolégicos, incluindo os relacionados ao tecido
muscular (CERRI et al., 2020, 2008b; DIAS-BARUFFI et al., 2010b). Curiosamente,
um desses estudos descreveu a possibilidade de um contato direto entre Gal-1 e
actina sarcomérica, demonstrado por ensaios de co-localizagdo de Gal-1 com actina
sarcomérica nas bandas | e linha Z do sarcdmero, nao interagindo com a proteina
motora miosina. Estes achados sugerem que esta lectina enddgena pode
desempenhar funcdes importantes na contratilidade de midécitos (DIAS-BARUFFI et
al., 2010).

A estratégia de investigacdo da potencial interacdo entre a Gal-1 e actina
sarcomérica foi multifacetada e composta pelas seguintes abordagens: (i) Estudo
experimental envolvendo a detecgdo da ligacao entre Gal-1 e actina sarcomérica
(formas F e G) por anadlise eletroforética, ELISA, teste de viscosidade (ii) ensaios in
silico de ancorage m e modelagem moleculares, para se determinar as regides de
interacdo entre estas proteinas e o modelo molecular do complexo. Salienta-se que

as preparagdes de Gal-1, Gal-3 e actina sarcomérica purificadas apresentaram
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elevado grau de homogeneidade e se apresentaram funcionais, como descrito por
(BARONI et al., 2018; DIAS-BARUFFI et al., 2003; STOWELL et al., 2010). Estes
resultados nos permitiram prosseguir nas analises subsequentes. Neste sentido, por
meio de analises eletroforéticas em condi¢des nativas; dissociantes e redutoras na
presenca ou auséncia do agente de reagao cruzada (EDC), foi demonstrado que Gal-
1 néo interage com a Actina-G. Diferentemente da Gal- 1 recombinante humana,
lectinas de tecido cerebral foram capazes de se ligar a Actina-G, proveniente de
musculo. Além disso, preparacdes de Gal-1 de plaquetas foram co-purificadas com
Actina-G do citoesqueleto plaquetario, indicando a ligagao entre estas duas entidades
moleculares (JOUBERT; AVELLANA-ADALID; MORNET, 1992; WOLFENSTEIN-
TODEL, 2012). Estes dados, aparentemente contraditorios, podem ser explicados
pelas diferentes fontes de Gal-1 e Actina-G, apesar de existir uma alta identidade
estrutural entre as actinas citoplasmaticas de diferentes tipos celulares.

Um estudo recente mostrou o papel terapéutico de Gal-1 recombinante
humana, relacionado ao reestabelecimento da forca muscular e da estabilidade do
sarcolema e aumento da micro-vascularizacdo em mausculos distréficos de
camundongos da linha mdx. (WUEBBLES et al., 2019).

Por outro lado, por meio de ensaio imunoenzimatico, foi possivel
demonstrar que Gal-1 interage com Actina-F imobilizada e em condi¢cdes nativas.
Além disso, a presenca de lactose ou sacarose nao interferiu na interacao entre esta
galectina endbgena e a Actina-F. Este resultado sugere que possivelmente a ligacao
entre estas moléculas ocorra por meio de uma interagdo do tipo proteina-proteina,
independente da capacidade da Gal-1 de reconhecer carboidratos. Uma possivel
explicacdo para o reconhecimento seletivo da Gal-1 recombinante para Actina-F, é
que embora intimamente relacionadas, as estruturas da G-actina e da subunidade da
actina na F-actina séo de fato diferentes (DOMINGUEZ; HOLMES, 2011).

Com o objetivo de fazer uma andlise funcional da interagédo entre Gal-1 e
Actina-F, foi realizado o teste de viscosimetria. Neste teste, foi observado que a Gal-
1 na concentracdo de 0.625 uM é capaz de aumentar a viscosidade aparente da
solucdo de Gal-1 + Actina-F. Este resultado pode indicar que ou a Gal-1 aumenta a
polimerizacdo da Actina-F, ou entdo, a Gal-1 pode estar se ligando em diversos
filamentos de Actina-F de forma bivalente, formando reticulos (BARONI et al., 2018).

Estes achados relacionados a interagdo da Gal-1 com Actina-F sao
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coerentes com descricoes da literatura (STOWELL et al., 2010; WUEBBLES et al.,
2019).

Conforme observado nos resultados dos nossos experimentos, a Gal-1
promove o0 aumento de polimerizacdo e/ou formacado de reticulos de Actina-F
indicando um potencial papel acessério como observado para ions, pequenas
moléculas e um grande grupo de proteinas denominadas como proteinas ligadoras
de actina (ABP do inglés ‘actin-binding proteins’) cujos papeis e efeitos tem sido
relacionados a modulacao das conformacgdes funcionais seja pelos efeitos regulatérios
originados por estas proteinas como também como por efeitos alostéricos
relacionados a ligagéao a actina (DOMINGUEZ; HOLMES, 2011; HARRIS et al., 2020).
Estes efeitos alostéricos das APBs se dao pelas ligacdes em diversas porcdes da
actina como também em porgcdes comuns por diferentes proteinas (tem figuras no
holmes e diversos trabalhos que mostram as estruturas). Interessantemente, tem sido
proposto que mudancgas conformacionais nos filamentos de actina induzidos por
exaustido mecanica podem modificar a ligacdo e a acdo regulatéria de ABPs (JEGOU;
ROMET-LEMONNE, 2021).

Em conformidade com os resultados experimentais descritos neste trabalho
buscamos por modelos de interacao da Gal-1 com a Actina-F de forma a aumentar a
resolucéo sobre o conhecimento e modelo previamente proposto no trabalho do grupo
(STOWELL et al., 2010) e também como forma a refinar os modelos previamente
propostos (DIAS-BARUFFI et al., 2010).

Os modelos dos complexos entre a Gal-1 e Actina-F construidos in silico
empregando a abordagem de ancoragem molecular dao suporte as nossas premissas
e achados experimentais presentes. Neles observamos potenciais ligacoes estaveis
de Gal-1 em regides de interface entre mondmeros da Actina-F em porcbes que se
ligam diversas APBs, com afinidade da ordem de outras proteinas que interagem
nestas porcoes, (vide Tabela 3). Como exemplo mais recente foi mostrado a partir da
determinacao estrutural que a pequena proteina Lifeact interage com a Actina-F em
um sitio hidrofébico que estende por duas subunidades de actina adjacentes,
estabilizando o D-loop (do inglés ‘DNase I-binding loop’) da actina em uma
conformacdo fechada (BELYY et al.,, 2020). Observamos também interagbes na
porcao monomérica da extremidade desfiada da Actina-F com uma menor afinidade,
mas que também é uma regiao de ligacéo de outras APBs. Estes resultados sugerem
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a ligacao da Gal-1 num potencial complexo com Actina-F na regido adjacente entre
subunidades, o que corrobora nossos achados experimentais.
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Conclusao
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6 CONCLUSAO

A Gal-1 liga-se, de modo independente de sua atividade lectinica, a
extremidades e interfaces das subunidades de Actina-F purificada de musculos de
coelhos, favorecendo a formagédo de reticulos e/ou a polimerizagdo da actina

sarcomeérica.

A Gal-1 pode participar do mecanismo de contracdo muscular por meio

de uma interacéo direta com a Actina-F.
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