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PG209
Prospecção da interface de interação no processo de polime-
rização da enzima glutaminase C
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As vias glicolítica e glutaminolítica se apresentam alteradas no câncer a fim de atender às 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 mamíferos por
dois genes distintos, GLS e GLS2. Dentre as isoformas existentes, a glutaminase C (GAC) é crucial,
encontrando-se em abundância em diferentes linhagens tumorais. (1) Organizando-se em diferentes
estruturas, pode apresentar variações quanto à sua eficiência, sendo o tipo mais ativo caracterizado pela
formação de filamentos helicoidais na presença de fosfato inorgânico. (2) De acordo com estudos prévios
de nosso grupo, a oligomerização se daria pelo empilhamento lateral dos tetrâmeros da proteína. No
entanto, ainda é necessário confirmar o modelo proposto para a polimerização e ativação da proteína
na célula. Assim, planejamos mutações sítio-dirigidas dos filamentos e realizamos expressão heteróloga
em E. coli em larga escala. A proteína selvagem e as mutantes passaram por três etapas de purificação
(cromatografia de afinidade a metais imobilizados, troca iônica e exclusão molecular). Para avaliar a
formação ou não dos filamentos e a estabilidade da enzima selvagem e mutantes, estão se conduzindo
testes de Dynamic Light Scattering (DLS). As potenciais mudanças na atividade enzimática, decorrentes
da não formação dos polímeros estruturados, também serão monitoradas indiretamente, acompanhando-
se a produção de NADH durante conversão do glutamato formado pela GAC em α-cetoglutarato pela
enzima glutamato desidrogenase (GDH), pela absorção de luz de comprimento de onda 340 nm. Todas
as análises são feitas com e sem incubação em fonte de fosfato inorgânico, em triplicatas técnicas
e biológicas. Resultados preliminares indicam que as mutações planejadas estão relacionadas com a
inibição da formação dos filamentos nas mesmas condições, em contraste com a proteína selvagem.
Dessa forma, a melhor compreensão sobre o mecanismo de oligomerização e ativação da GAC pode
estabelecê-la como um promissor alvo molecular para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais.
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