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1. Introducao e estado da arte

O metabolismo celular estd no centro da biologia do cdncer — e poucas enzimas sdo
tdo estratégicas quanto a glutaminase. Responsavel pela conversido de L-glutamina em
L-glutamato e amonia, essa enzima sustenta processos essenciais como a produgdo de
energia, biossintese de macromoléculas e sinalizacdo celular. Em células tumorais, a
glutamina frequentemente atua como um combustivel critico, tornando a glutaminase
um alvo de grande interesse biomédico 2.

Em mamiferos, a glutaminase é codificada pelos genes GLS e GLS2, que originam
isoformas com fungdes surpreendentemente distintas. Enquanto a isoforma GAC
(derivada de GLS) esta fortemente associada a progressao tumoral, as isoformas de GLS2
apresentam papéis mais complexos e dependentes do contexto celular.

Nos ultimos anos, um novo paradigma emergiu: enzimas metabdlicas podem formar
estruturas supramoleculares, como filamentos, capazes de modular sua atividade e
funcdo celular. Nosso grupo demonstrou recentemente que filamentos de GAC se
organizam em mitocondrias sob privacdo de glutamina (Figura 1), influenciando
diretamente a dindmica mitocondrial ao impedir a fissdo e favorecer a resisténcia a
mitofagia — um fenémeno que pode ir além do metabolismo cldssico?.

Curiosamente, a enzima P5CS, envolvida no metabolismo de prolina, também
apresenta a capacidade de formar filamentos dentro de mitocondrias sob stress
nutricional 3. Dados preliminares do nosso laboratério indicam que filamentos de GLS2
e P5CS pode co-localizar com filamentos de GAC em condigdes de estresse metabdlico.
Essa observagdo levanta uma hipdtese fascinante: os filamentos de glutaminase podem
atuar como plataformas organizadoras que integram metabolismo e estrutura celular.

O desenvolvimento deste projeto contemplard varias etapas em que o aluno de
iniciagdo cientifica podera participar, aprender, executar e gerar resultados:

1) Utilizar técnicas de biologia celular, incluindo cultura de células e microscopia

confocal.

2) Validar interagdes proteina-proteina, técnica essencial para a compreensdo de

muitos processos biolégicos e doencas.

3) Analisar a complexidade da dindamica mitocondrial, que transcende a simples

producao de energia.
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Figura 1: Filamentos de GLS em células de cancer de prostata. Células PC3 que expressam constitutivamente GLS (amarelo)
foram cultivadas por 6 horas em condigdo de privagdo de glutamina. A esquerda, o mutante R387A, que ndo apresenta a
capacidade de filamentar e a direita a expressdo da proteina sem mutages. Marcagdo mitocondrial (vermelho). Nucleo
(azul).

2. Objetivos

O objetivo desta proposta é validar possiveis parceiros moleculares que interajam
com filamentos de GLS. Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

1) Avaliar se filamentos de GLS2 e P5CS co-localizam com filamentos de GAC utilizando
microscopia confocal.

2) Utilizar técnicas de validacdo proteina-proteina para verificar interacdo direta entre
esta enzimas.

3) Verificar se esta interacdo afeta a dindmica da morfologia mitocondrial.

3. Metodologia

CLONAGEM DE PLASMIDEO

Iremos clonar os genes GLS2 e P5CS humano fusionados com tag de
fluorescéncia, em vetores para superexpressdao em células de mamifero, utilizando a
técnica de “In vitro assembly”4.

CULTIVO DE CELULAR

Utilizaremos a linhagem de cancer de prostata PC3 transduzidas com os
plasmideos de interesse, utilizando diferentes tags de fluorescéncia. Essas células serao
cultivadas em RPMI com ou sem suplementagao de 2 mM de L-glutamina e 10% de SFB.

BIOTINILAGAO POR APROXIMACAO

A validagdo da interagao proteina-proteina sera feita pela técnica de biotinilagao
por aproximagao (BiolD). Utilizaremos o vetor de GAC fusionada com a biotinilase (mini-
turbo) ja previamente estabelecido e validado em nosso laboratério. As células serdo
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co-transduzidas com o vetor de GAC e a proteina de interesse e apds 48h de expressao,
as células serdo tratadas com e sem biotina por 30 min, para que a marcagao acontega.
As células serdo entdo lisadas com tampao RIPA e 500 ug do extrato proteico total serd
utilizado para captura das proteinas marcadas, utilizando beads magnéticas de
streptavidina. Apds varias lavagens, as proteinas ligadas as beads serdo eluidas por
aquecimento 10 min a 95 graus em tampao de corrida. Estas amostras serdao entao
utilizadas para identificacdo das proteinas marcadas pela técnica de Western Blotting.

AVALIACAO DA MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

Para avaliarmos a dindamica da morfologia mitocondrial, iremos utilizar as
ferramentas ja disponiveis em nosso laboratério como, marcadores mitocondriais
(Mitotraker e Mitomays.E2C) e marcadores que regulam a dinamica mitocondrial (DRP1
e mitofusina 1 e 2). Iremos analisar fusdo e fissdo das mitocondrias utilizando
microscopia confocal e andlise de imagens.

4. Cronograma de atividades

Atividades 12 Trimestre 22 Trimestre 32 Trimestre 42 Trimestre
1) Clonagem do plasmideo P5CS X

2) Avaliar co-localiza¢do dos filamentos X

3) Avaliar biotinilagdo por aproximacgao X

4) Relatdrio parcial X X

5) Avaliar morfologia mitocondrial X X

6) Relatério Final X

7) Congresso de Iniciagdo Cientifica X
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