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Prospeccdo da interface de interacdo no processo de
polimerizacdo da enzima glutaminase C.

ABREU, Flavia Mayumi Odahara de; AMBROSIO, Andre; TANIMOTO, Camila; DIAS, Sandra M. G.

flavia.abreu®@usp.br

As vias glicolitica e glutaminolitica se apresentam alteradas no cancer a fim de atender as demandas
energéticas e biossintéticas crescentes. A glutamina é um dos nutrientes essenciais para o metabolismo
tumoral, sendo convertida em glutamato pelas enzimas glutaminases, codificadas em mamiferos por
dois genes distintos, GLS e GLS2. Dentre as isoformas existentes, a glutaminase C (GAC) é crucial,
encontrando-se em abundancia em diferentes linhagens tumorais. (1) Organizando-se em diferentes
estruturas, pode apresentar variacdes quanto a sua eficiéncia, sendo o tipo mais ativo caracterizado
pela formacdo de filamentos helicoidais, através do empilhamento lateral dos tetrdmeros da proteina,
na presen¢a de fosfato inorganico (fGAC).(2) No entanto, o mecanismo molecular pelo qual ocorrem a
oligomerizagdo e o aumento de atividade da GAC ainda é elusivo; diante desse cenério, este trabalho visa
confirmar o modelo proposto previamente por nosso grupo através de estudos estruturais e bioquimicos
da proteina selvagem ou modificada em pontos importantes para a polimerizacdo. Para isso, foram
planejadas mutacdes sitio-dirigidas em residuos localizados nas regides de interface e do loop de ativaco.
A GAC selvagem e seus mutantes foram expressos em larga escala de forma heteréloga, em fracéo solivel e
purificada em trés etapas — por cromatografia de afinidade a cobalto, troca iénica (IEC) e cromatografia de
exclusdo molecular (SEC) —, com confirmagdo por SDS-PAGE. Por meio de analises de espalhamento de
luz dindmico (DLS), foi possivel observar uma mudanca da forma tetramérica para oligomérica da proteina
selvagem de acordo com a presenca de fosfato inorganico (Pi), enquanto os mutantes mantiveram-se no
estado inicial sob as mesmas condicbes. A eficiéncia enzimatica foi confirmada por ensaios de cinética
indiretos baseados em uma reacdo acoplada, medindo, pela absorcdo de luz de comprimento de onda 340
nm, a presenca de NADH formado durante a conversdo do glutamato em a-cetoglutarato pela enzima
glutamato desidrogenase (GDH). A analise mostrou que os mutantes também apresentam eficiéncia
reduzida em contraste com a proteina selvagem mesmo na presenca de fosfato, com atividade similar a
que ocorre na sua auséncia. Assim, os dados sugerem que as mutacbes que impedem a filamentacdo
também s3o responsaveis por inativar a proteina, confirmando que os residuos substituidos sdo criticos
para a formac3o, estabilizacdo e funcdo da fGAC. A compreens3o sobre esse mecanismo pode estabelecer
a enzima Glutaminase C como um alvo molecular promissor para o desenvolvimento de novas terapias
antitumorais.
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