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1. INTRODUCAO E ESTADO DA ARTE

A reprogramagdo do metabolismo esta entre os hallmarks do cancer e envolve ajustes catabolicos e anabdlicos
que favorecem o crescimento tumoral. Entre estas alteracdes, estio o metabolismo da glutamina captada do
microambiente. A glutamina ¢ o amino 4acido mais abundante do plasma humano e sua utilizacdo da-se na
contribui¢do com carbonos no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) que resulta na geracdo de energia na forma de
coenzimas reduzidas, mas também em intermediarios de vias de biossintese, como acetil-CoA para a lipogénese. A
entrada da glutamina no metabolismo energético ocorre por meio das glutaminases GLS e GLS2, as quais produzem
glutamato, o qual é convertido em a-cetoglutarato. Ambas as enzimas tém sido descritas como protumorigénicas em
diferentes subtipos de cancer de mama, estando associadas a transicao epitélio-mesénquima, resisténcia, proliferacao
e invasdo tumoral (Dias et al., 2020; Katt et al., 2017; Lukey et al., 2019). Apesar do papel crucial da glutamina no
suporte as demandas metabolicas e proliferagdo das células tumorais, células do microambiente tumoral também
metabolizam este amino acido e a competicao pode ser determinante nas populacdes de células do tumor, afetando
também a resposta a terapias.

Os fibroblastos sdo células estromais que ocorrem no tecido saudavel, mas também podem assumir um
fendtipo tumoral, tornando-se CAFs (cancer-associated fibroblasts), que estimulam o crescimento das células
tumoral, como também podem se comunicam com outras do microambiente, como as imunes (Lavie et al., 2022).
Neste sentido, CAFs podem ser classificados em inflamatorios (produzem citocinas e fatores que recrutam células
do sistema imune), miofibroblasticos (remodeladores da matriz extracelular) e imunomoduladores (apresentadores
de antigeno via MHCII), conforme sintetizado na Figura 1(Hartmann et al., 2020). Consistentemente, a presenca de
CAFs esta associada a resisténcia a tratamentos, incluindo quimioterapia e imunoterapia (Guo et al., 2023; Masuda,
2025; Rivas et al., 2022). Adicionalmente, diferentes populacdes de CAFs sdo diferencialmente predominantes entre
os subtipos de cancer de mama (Hu et al., 2022) e impactam diretamente no recrutamento de c€lulas imunes, como
linfécitos CD4 e CD8 (Costa et al., 2018). Este cenario tem corroborado estratégias terapé€uticas que t€ém como alvo
estas células estromais, inibindo vias de TGFp (fator beta de crescimento tumoral) e FAP (fator ativador de
fibroblasto), como também outras abordagens que propdem sua reprogramagdao para um estado nao-ativado
(Yamazaki & Ishimoto, 2025). Portanto, ainda que a maioria das terapias sejam direcionadas as células tumorais, as
CAFs também podem oferecer oportunidades ainda pouco exploradas.
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Figura 1. Subtipos de CAF’s. A) Inflamatdrios, B) Miofibroblésticos e C) Imunomodulador.

Entre outros, um dos fatores que podem contribuir para seu fenotipo tumoral, é o metabolismo de glutamina.
Estudos in vitro mostraram que CAFs desafiadas com um gradiente de glutamina, migram em dire¢ao as maiores
concentragdes deste amino acido (Mestre-Farrera et al., 2021). Em cancer de mama, estes fibroblastos utilizam
carbonos da glutamina via GLS1 para a sintese de novo de prolina para producao de matriz extracelular, como fibras
de colageno (Kay et al., 2022). Interessantemente, CAFs podem construir uma matriz rigida que promove a exclusao
de células do sistema imune, limitando a atividade citotoxica de linfocitos TCDS8. Apesar do papel de GLS1 ter sido
reportado, os dados quanto a GLS2 em fibroblastos sdo escassos no cancer de mama. No cendrio mundial, este esta
entre os cinco que mais acomete a populacdo de mulheres, sendo os subtipos Luminal A e B os mais incidentes (60-
80%). Interessantemente, o subtipo Luminal pode apresentar populacio de CAFs com expressdo de CD149,
associadas a resisténcia a terapia anti-estrogénica e fibrose (Brechbuhl et al., 2017). Em outro estudo, o subtipo
luminal apresentou predominancia de uma populagdo de CAFs associada @ menor imunogenicidade comparado com
aquela encontrada nos subtipos triplo-negativo e HER2 amplificado (Costa et al., 2018). Nesse sentido, o estudo da
interagdo entre células tumorais e CAFs pode levar a potenciais estratégias terapéuticas. Portanto, esta proposta
testara a hipotese central de a atividade de GLS e GLS2 em fibroblastos mamarios reprograma o destino funcional
de CAFs favorecendo fenotipos pro-matriz, inflamatdrios ou imunomoduladores que promovem invasdo tumoral
em esferoides.

2. OBJETIVOS

O objetivo desta proposta € avaliar o papel de GLS1 e GLS2 na ativagdo fibroblastos. Para isso, foram
estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1 — Avaliar se a expressdo de GLIS ou GLS2 em fibroblastos murinos leva a diferenciagdo em CAFs
inflamatorias, miofibroblasticas ou apresentadores de antigenos.

2 — Avaliar se estes fibroblastos promovem o crescimento de esferoides e invasdo de células de cancer de
mama murinos.
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3. METODOLOGIA
Especializa¢do de CAFs

Para testar o papel de GLS1 e GLS2 na diferenciacdo de CAFs, serdo utilizadas células murinas MEF
imortalizadas com expressao ectopica da isoforma GAB ou GAC ativas, além do controle vazio (MCS). As células
serdo cultivadas em meio DMEM Alta Glicose (4,5g/L), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 4mM de L-
glutamina, 2mM de HEPES e 1pug/mL de TGF. A primeira etapa desse projeto sera avaliar se a expressao diferencial
de cada glutaminase leva a diferenciacao especifica de CAFs inflamatorias, miofibroblasticas ou apresentadores de
antigeno. Para isso as células serdo plaqueadas na densidade de 5x10° e coletadas apos 48h de adesdo para avaliagio
da expressao génica por RT-qPCR. Para identificacdo do perfil inflamatério (iCAF), serdo analisados os genes /6 e
Cxcl12; para o perfil miofibrobléstico (myCAF), Acta2, Collal e Taglin; e para o perfil imunomodulador (imCAF),
Tgfbl e Cd274.

Extra¢do de RNA e RT-qPCR

Os fibroblastos serdo submetidos a extragdo de RNA com TRI Reagent (Sigma-Aldrich), conforme instrugdes
do fabricante. A integridade do RNA serd avaliada por gel de agarose 1% com corante desnaturante. Em seguida, a
producdo da primeira fita de cDNA feita utilizando mix de hexametros randomicos (Life Technologies) com Oligo
dT (NEB), em 7 partes para 5, e GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega), seguindo instru¢des dos fabricantes.
A quantificagdo dos transcritos serd realizada em triplicata técnica com o EvaGreen SYBR® PCR Master Mix
(Solis). Os dados serdao normalizados pela expressao do housekeeping Hprt. Sera utilizado o método comparativo 2°
AACt para quantificagdio da expressdo génica.

Esferoides

Para a formacao dos esferoides, as linhagens EO771 (cancer de mama murino luminal-like), MEF MCS, MEF
GAB e MEF GAC serdo semeadas em placas de ultra-baixa adesdo (ULA) de 96 pogos, na propor¢ao 1 MEF para
1 tumoral, configurando os grupos: EO771, EO771+MEF MCS, EO771+ MEF GAB e EO771+ MEF GAC. Para
diferenciacdo no esferoide, todas as células MEF expressardao GFP. Esta proporcao foi escolhida com base em
experimentos prévios € embasado na literatura, que mostrou ser usual em outros modelos de cancer (Kuen et al.,
2017) e favorecer a formagao ductal/tubular em células 4T1, linhagem de cancer de mama murino (Li & Lu, 2011).
Cada esferoide terd o total de 35000 cé¢lulas por pogo em volume final de 200 pL, conforme padronizagdo prévia.
Apos plaqueamento, as placas serdo centrifugadas brevemente (300 x g por 2 min) para favorecer a agregacgao celular
e incubadas nas condi¢des padrao. Para invasdo, o esferoide sera plaqueado nas mesmas condi¢cdes em uma matriz
de colageno e quantificado o niumero de células invasoras (GFP-, tumorais) a cada 24h ao longo de 7 dias. O
crescimento dos esferoides e invasdo das células tumorais serdo monitorados diariamente por citometro de imagens
Celigo (Revvity) e quantificados o didmetro e volume, como também a quantidade de células GFP negativas que
migraram para foram do esferoide. Para ambos, os valores serdo expressos em média e desvio padrdo. Ao menos
trés experimentos independentes serdo realizados em triplicata para andlise estatistica.

4. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

SETEMBRO- NOVEMBRO- JANEIRO- MARGO- MAIO- JULHO -
OUTUBRO DEZEMBRO FEVEREIRO ABRIL JUNHO AGOSTO
Transdugaodas células X X
Validagao por WB X X

Extragédo eanalise de expressao génica X X

Co-cultivos X X X

Ensaio esferoides X X X

Relatério final X
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