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RESUMO 
 
Células neoplásicas compartilham características adquiridas durante o 
desenvolvimento tumoral essenciais para a progressão do câncer. Particularmente, a 
reprogramação do metabolismo tumoral é de suma importância para suprir a alta 
demanda energética e biossintética dessas células. As enzimas glutaminases (GLS) 
são peça-chave nesse processo. As GLS convertem a glutamina (GLN) em glutamato, 
que por sua vez, serve de substrato para formação de α-cetoglutarato, um 
intermediário do ciclo do Ácido Tricarboxílico (TCA). Assim, a GLN é usada como uma 
fonte anaplerótica de precursores metabólicos do TCA, permitindo a síntese acelerada 
de biomoléculas e ganho de agressividade tumoral.  Dois genes (GLS e GLS2) 
expressam quatro isoformas de GLS. Neste trabalho estudamos as variantes de GLS, 
KGA e GAC, devido a sua importância na progressão de diversos tipos de cânceres. 
Essas isoformas apresentam estrutura molecular divididas em 3 domínios: domínio 
glutaminolítico central, domínio N-terminal e C-terminal. No domínio C-terminal da 
isoforma KGA são encontradas sequências de interação proteína-proteína do tipo 
ankirin repeats (ANK) e sequências do tipo LXXLL (nuclear receptor box, NRbox), 
normalmente encontradas em reguladores de fatores de transcrição do tipo receptores 
nucleares. O domínio C-terminal de GAC, em contrapartida, é menor e desestruturado. 
Tal estrutura molecular nos leva a crer que as isoformas de GLS interajam com outras 
proteínas e participem de vias bioquímicas distintas do metabolismo de GLN e 
potencialmente importantes para o fenótipo tumoral. Estudos de duplo-híbrido em 
levedura realizados previamente no laboratório identificaram a enzima glicolítica 
piruvato kinase M2 (PKM2) como um potencial parceiro destas isoformas. Assim, o 
objetivo deste trabalho foi o de explorar a interação de GAC/KGA com PKM2 e 
aprofundar na descrição bioquímica dos achados, bem como em linhagens celulares 
de câncer de mama triplo negativo. Expressamos PKM2 em sistema heterólogo, a 
purificamos e mostramos por anisotropia de fluorescência que a mesma interage 
diretamente com GAC com maior afinidade do que com KGA. A formação de 
filamentos de GAC induzidos pela incubação com fosfato inorgânico leva a perda da 
interação. Além disso, GAC em excesso molar leva a inibição da atividade de PKM2. 
A formação de um perfil diferencial de partículas de GAC+PKM2 foi observada por 
Microscopia Eletrônica, sendo um indicativo da formação do complexo. GAC e PKM2 
endógenas e expressas ectopicamente em células de mamíferos co-
imunoprecipitaram (Co-IP) e mostraram sinais de co-localização, como revelado por 
ensaio de Duolink PLA. A remoção de GLN levou a alteração no sinal de fluorescência 
de GAC para uma marcação filamentosa, ocasionando a perda de seu perfil disperso 
no citoplasma coerente com marcação mitocondrial na presença de GLN. Apesar dos 
resultados não mostrarem diretamente a filamentação vista em in vitro, os mesmos 
são compatívies com estas estruturas. Verificamos que, como visto in vitro, a retirada 
de GLN do meio de cultivo celular levou a perda de sinal do Duolink e de Co-IP, 
indicativos de interação. Nossos resultados mostram que PKM2 é parceiro de 
interação de GAC in vitro e em células e que a interação não é favorecida pela 
filamentação induzida pela privação de GLN. Além disto, GAC diminui a atividade de 
PKM2 in vitro, implicando um papel de GAC na regulação da via glicolítica.  
 
Palavras-chave: Glutaminase; PKM2; KGA; GAC; Metabolismo tumoral. 



 
 

ABSTRACT 
 

Neoplastic cells share characteristics acquired during tumor development that are 
essential for cancer progression. In particular, the reprogramming of tumor metabolism 
is extremely important to meet the high energy and biosynthetic demand of these cells. 
Glutaminase enzymes (GLS) are key in this process. GLS convert glutamine (GLN) 
into glutamate, which in turn serves as a substrate for the formation of α-ketoglutarate, 
an intermediate in the Tricarboxylic Acid (TCA) cycle. Thus, GLN is used as an 
anaplerotic source of TCA metabolic precursors, allowing the accelerated synthesis of 
biomolecules and tumor aggressiveness gain. Two genes (GLS and GLS2) express 
four GLS isoforms. In this work, we focus in the variants of GLS, KGA and GAC, due 
to their importance in the progression of several types of cancers. These isoforms have 
a molecular structure divided into 3 domains: central glutaminolytic domain, N-terminal 
and C-terminal domain. In the C-terminal domain of KGA are found protein-protein 
interaction sequences such as ankirin repeats (ANK) and sequences of the LXXLL 
type (nuclear receptor box, NRbox), normally found in regulators of transcription factors 
such as nuclear receptors. The C-terminal domain of GAC, by contrast, is smaller and 
unstructured. Such molecular structure leads us to believe that GLS isoforms interact 
with other proteins and participate in biochemical pathways distinct from GLN 
metabolism and potentially important for the tumor phenotype. Yeast double-hybrid 
studies previously performed in the laboratory identified the glycolytic enzyme pyruvate 
kinase M2 (PKM2) as a potential partner of these isoforms. Thus, the aim of this work 
was to explore the interaction of GAC/KGA with PKM2 and deepen the biochemical 
description of the findings, as well as in triple negative breast cancer cell lines. We 
express PKM2 in a heterologous system, purify it, and show by fluorescence 
anisotropy that it interacts directly with GAC with greater affinity than with KGA, and 
that the formation of GAC filaments larger than tetramers induced by incubation with 
inorganic phosphate, leads to loss of interaction. Furthermore, molar excess GAC 
leads to inhibition of PKM2 activity. The formation of a differential profile of GAC+PKM2 
particles was observed by Electron Microscopy, being a possible indication of the 
formation of the complex. Endogenous and ectopically expressed GAC and PKM2 in 
mammalian cells co-immunoprecipitated (Co-IP) and showed signs of colocalization, 
as revealed by Duolink PLA assay. Removal of GLN led to a change in the GAC 
fluorescence signal to a filamentous signal, with a shift in a scattered cytoplasmic 
profile consistent with mitochondrial signal in the presence of GLN. Although the results 
do not directly show the filamentation seen in vitro, they are compatible with these 
structures. We verified that, as seen in vitro, the removal of GLN from the cell culture 
medium led to loss of Duolink and Co-IP signal, indicative of interaction. Our results 
show that PKM2 is an interaction partner of GAC in vitro and in cells and the interaction 
is not favored by filamentation induced by GLN deprivation. Furthermore, GAC 
decreases PKM2 activity in vitro, implying a role for GAC in regulating the glycolytic 
pathway. 
 
Keywords: Glutaminase; PKM2, KGA; GAC; Tumor metabolism. 
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1 Introdução  

 

1.1  Metabolismo Tumoral 

 

Células neoplásicas compartilham características adquiridas durante o 

desenvolvimento tumoral fundamentais para a progressão do câncer1. Hanahan e 

Weinberg propuseram que as células transformadas manifestavam alterações 

essenciais em sua fisiologia, conhecidas como Marcas Registradas do Câncer, 

sendo elas a indução da própria proliferação, ausência de resposta aos sinais de 

inibição da proliferação celular, potencial replicativo ilimitado, evasão da apoptose, 

angiogênese sustentada e capacidade de invasão tecidual e metástase2.  Mais 

recentemente foi incluído a este conjunto de manifestações as alterações no 

metabolismo energético tumoral e a capacidade de evitar a detecção do sistema 

imune3. 

A reprogramação metabólica é uma importante característica apresentada 

pelas células para a aquisição e manutenção do processo neoplásico3. Essas 

alterações são possíveis graças a mutações em genes que codificam para 

proteínas de regulação do ciclo celular, oncogenes e proteínas de reparo de DNA4. 

Entender a forma como o metabolismo torna-se reprogramado em células 

tumorais é essencial para explorar novos alvos que possam ser utilizados para 

benefício terapêutico5,6. 

Uma função chave para a reprogramação metabólica das células tumorais 

é prover intermediários biossintéticos para dar suporte a alta taxa de proliferação 

celular5, visto que o elevado índice mitótico dessas células exige um alto consumo 

energético, assim como uma grande quantidade de biomoléculas para síntese de 

nucleotídeos, proteínas e lipídeos4.   

A glicólise e o Ciclo do Ácido Tricarboxílico (TCA) são fontes importantes 

de intermediários da síntese de biomoléculas e adenosina trifosfato (ATP), 

agentes redutores e oxidantes tanto para células normais quanto para as células 

tumorais7. Evidências têm mostrado que a reprogramação do metabolismo 

tumoral é controlada pela ativação de vários sinais oncogênicos juntamente com 

a perda de supressores de tumores. Estas alterações regulam a atividade de 

proteínas que atuam em vias metabólicas alterando o metabolismo e permitindo 
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que as células transformadas sobrevivam e proliferem no microambiente tumoral8. 

Além das vantagens de suprir as demandas bioenergéticas das células 

neoplásicas, as consequências do metabolismo alterado têm sido relacionadas a 

funções não canônicas de enzimas metabólicas e metabólitos que contribuem 

para a progressão tumoral. A compreensão dessas novas vias pode auxiliar a 

traçar alvos específicos que contribuam para o desenvolvimento de terapias 

inovadoras da doença9. 

A reprogramação do metabolismo celular foi uma das primeiras mudanças 

descritas sobre as células neoplásicas. Na década de 1920, Otto Warburg 

observou que as células tumorais dependem principalmente da glicólise aeróbica 

para gerar ATP, em vez de da fosforilação oxidativa mitocondrial, resultando no 

aumento da taxa de captação de glicose e produção de lactato, mesmo na 

presença de oxigênio7,10,11. Assim, o metabolismo alterado de glicose nos 

cânceres é denominado Efeito Warburg12. 

A primeira proposição para explicar o Efeito Warburg foi que células 

tumorais teriam mitocôndrias defeituosas, inibindo a fosforilação oxidativa e que o 

metabolismo alterado fosse a causa do surgimento de um câncer. No entanto hoje 

sabe-se que esta alteração é uma consequência da transformação conduzida por 

mecanismos da própria tumorigênese7,13 e que a adaptação para o metabolismo 

glicolítico na presença de oxigênio está relacionada ao controle de sinais celulares 

e não a um defeito mitocondrial por si próprio14,15.  

Vias de sinalização oncogênicas e fatores transcricionais favorecem a 

super-expressão de enzimas da via glicolítica, a tradução de determinadas 

isoformas e mudanças pós-traducionais que sustentam o Efeito Warburg15–17. 

Uma peça fundamental nesse processo é a expressão da isoforma Piruvato 

Quinase M2 (PKM2), que redireciona os intermediários glicolíticos para os 

processos anabólicos nas células tumorais17. 

O Efeito Warburg é um ponto chave na adaptação metabólica e da 

progressão tumoral11. Além de suprir a alta demanda energética e de blocos 

biossintéticos das células neoplásicas16, o acúmulo de lactato no microambiente 

tumoral resultante da glicólise aeróbica tem sido relacionado à evasão ao sistema 

imune e estímulo do potencial migratório das células tumorais, levando a maior 

incidência de metástases18. 

Ter um maior fluxo de intermediários da glicólise permite à célula 
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transformada alimentar ciclos importantes como o das pentoses (importante para 

a síntese de purinas e pirimidinas), além, é claro, da síntese de 2 mol de ATP/mol 

de glicose19. Ademais, células tumorais possuem uma maior expressão de 

enzimas glicolíticas em relação às células normais, o que intensifica a via e supre 

a demanda energética dessas células, mesmo na ausência de oxigênio20–22.   

Apesar da conversão de piruvato em lactato ter subprodutos importantes 

como a produção de NAD+, coenzima necessária em diversas etapas da glicólise, 

a menor disponibilidade desse metabólito para a síntese de intermediários do TCA 

apresenta implicações negativas para a célula23. Para suprir a menor entrada de 

carbono derivado da glicólise, fontes anapleróticas de insumos de carbono 

passam a ser utilizadas pelas células, incluindo a glutamina, aspartato, 

adenilssucinato e ácidos graxos13.  

Um mecanismo importante que as células dispõem para superar este 

problema envolve as glutaminases (GLS), as quais são responsáveis pela 

desaminação da glutamina em glutamato que dentre outras funções e destinos 

celulares, pode ser convertido em intermediários que passam a suprir o TCA23,24.  

A glutamina é o aminoácido mais abundante na corrente sanguínea, e, ao 

ser transportada para a matriz mitocondrial, é uma importante fonte de carbono 

para a síntese de aminoácidos e lipídeos20. A glutaminólise permite a síntese de 

NADPH e citrato, que são requeridos para a lipogênese e, ao suprir as 

necessidades anapleróticas do TCA, esta via também propicia concentrações de 

oxaloacetato necessárias para a síntese de aminoácidos e lipídeos, além de 

fornecer nitrogênio para a biossíntese de purinas e pirimidinas (Figura 1)20,25. 
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Figura 1. Participação da glicólise e glutaminólise no metabolismo tumoral.  
A glicólise é uma fonte de intermediários envolvidos em vias que atuam da síntese de novo 
de nucleotídeos, ATP e piruvato. A glutaminólise abastece o ciclo do Ácido Tricarboxílico 
(TCA), que por sua vez gera intermediários que participam de vias biossintéticas como a 
dos ácidos graxos e das purinas e pirimidinas. Além disso, o metabolismo da glutamina é 
fonte de outros aminoácidos para síntese proteica. Glc (glicose); G-6-P (glicose-6-fosfato); 
F-6-P (frutose-6-fosfato); 3-P-G (3- fosfoenolglicerato); PEP (fosfoenolpiruvato); Pir 
(piruvato); Lac (lactato); PPP (via pentose fosfato); Cit (citrato); OAA (oxaloacetato); TCA 
cycle (Ciclo do Ácido Tricarboxílico); alpha-KG (alpha- cetoglutarato); ROS (espécie reativa 
de oxigênio); Gln (glutamina); Glu (glutamato). Adaptado de Deberardinis, R. J. & Cheng, T, 
201020. 

 
A dependência da glutamina é considerada uma característica marcante do 

metabolismo celular do câncer, no entanto, o papel da glutaminólise nas 

neoplasias não está completamente elucidado25 . Há diversas evidências do papel 

essencial para a glutamina em tumores e que uma variedade de fatores, incluindo 

o tipo de tecido, a genética do câncer subjacente, o microambiente tumoral e 

outras variáveis, influenciam coletivamente sobre a atuação da glutamina no 

câncer. Assim, os requisitos para a glutamina no câncer são altamente 

heterogêneos e compreendê-los abre novas perspectivas sobre seu papel na 

manutenção do fenótipo tumoral26.  
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1.2  Glutaminases  
 
 

As Glutaminases (GLS) são enzimas chave no metabolismo da glutamina, 

um aminoácido não essencial que tem como principal função armazenar 

nitrogênio nos músculos e realizar seu transporte entre os órgãos junto a 

alanina20. A glutamina atua em funções como o balanço redox celular através da 

formação de glutationa, na captação de aminoácidos e é fonte bioenergética e de 

intermediários biossintéticos. Outro papel da glutamina é a estimulação da via 

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) a qual age na regulação de diversos 

eventos celulares, na transcrição e síntese de proteínas mediando vias de 

sinalização27. 

Em mamíferos, as GLS são codificadas pelos genes GLS e GLS2, e seus 

produtos se diferem pelas propriedades cinéticas, estrutura e distribuição nos 

tecidos28 . O gene GLS possui 19 éxons e está localizado no cromossomo 2, 

codificando para as enzimas kidney type glutaminase (KGA) e glutaminase C 

(GAC) através de splicing alternativo. Estas isoformas são expressas em diversos 

tecidos e em uma grande variedade de células neoplásicas29.  

O gene GLS é regulado positivamente em células com taxas aumentadas 

de proliferação, e seus produtos correspondem a maior parte da atividade das 

GLS29,30. Há ainda uma terceira variante de splicing associada a este gene, a 

glutaminase M (GAM), que não possui atividade catalítica mensurável e tem 

tamanho consideravelmente menor que a KGA e GAC13. 

Na década de 70, Curthoys e colaboradores propuseram que as GLS de 

mamíferos estão associadas à membrana mitocondrial em um estado de transição 

oligomérico induzido pela presença de íons fosfato, de dímero inativo para 

tetrâmero ativo31. Foi adicionado a este fato pelo grupo PMT (Grupo de Pesquisa 

em Metabolismo Tumoral), que na presença de fosfato inorgânico (K2HPO4) ocorre 

aumento na atividade de GAC pela filamentação da mesma em estruturas supra-

tetraméricas, levando a diminuição do Km com aumento do Kcat32 (Figura 2). 



22 
 

 

Figura 2. Análise de microscopia eletrônica da polimerização de GAC na presença de 
K2HPO4.  
(A) Na ausência de K2HPO4 GAC apresenta perfil de partículas menores sem filamentação. 
(B) A adiação de 20 mM de K2HPO4 leva ao rearranjo da proteína para um perfil filamentar 
associado a maior atividade catalítica da enzima. Adaptado de Ferreira et al., 201332. 

 

O gene GLS2, encontrado no cromossomo 12 é constituído por 18 éxons, 

codifica para as isoformas glutaminase B (GAB) e liver type glutaminase (LGA), 

altamente expressas no fígado e com atividade associada a estados de células 

em repouso ou quiescentes30,33. A LGA é independente de ativação por fosfato e 

não é inibida pelo acúmulo de glutamato, produto final de catálise, diferenciando-

se das demais isoformas (KGA e GAC) que são ativadas por fosfato e inibidas por 

glutamato34. 

As isoformas de GLS, KGA e GAC, são alvo de diversos estudos na busca 

de novos agentes terapêuticos antitumorais, uma vez que têm sido associadas à 

progressão de uma série de cânceres e de relatos da sua super-expressão em 

tumores da mama, cérebro, pulmão e cérvix. 

Diversos mecanismos envolvendo supressores tumorais e oncogenes 

regulam a atividade de GLS através do controle da expressão gênica. O oncogene 

c-MYC, relacionado ao consumo celular de glutamina em tumores, atua em um 

processo de regulação pós-transcricional do gene GLS pela inibição do miR-23, o 

qual é responsável pela degradação do mRNA de GLS12,30. Similarmente a c-

MYC, o fator de transcrição NF-κB inibe a expressão do miR-23a e por 

conseguinte eleva o nível proteico de GLS35,36. Por sua vez, o complexo Rho-

GTPases promove a regulação positiva de GLS levando ao aumento de sua 

atividade37.  

Os produtos do gene GLS2 têm sido relacionados com a supressão 
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tumoral, e sua regulação está associada à proteína de regulação do ciclo celular 

p5313,38. Em contrapartida, recentemente foi evidenciado pelo grupo PMT o papel 

pró-tumoral de GLS2 em cânceres de mama triplo negativo, abrindo novas 

perspectivas sobre esta enzima e dando nova luz sobre a complexidade do 

metabolismo de glutamina na carcinogênese39.    

Devido a seu papel no balanço energético e biossintético, e sua importância 

para o crescimento de uma variedade de cânceres, compreender o papel das GLS 

na tumorigênese é uma valiosa estratégia terapêutica13. Deste modo, as isoformas 

de GLS, KGA e GAC, são o alvo de estudo deste trabalho e seu papel será 

descrito com maior profundidade a seguir. 

 

1.2.1 Kidney type glutaminase e Glutaminase C 
 
 

Conforme mencionado, o gene homônimo GLS codifica para duas 

isoformas de GLS, KGA e GAC28. A KGA é expressa de maneira constitutiva no 

cérebro, rins, intestino, em células do sistema imune e em quase todos os tipos 

de tecido nos mamíferos, com exceção apenas do fígado30. Já a GAC é 

encontrada nos músculos cardíacos, pâncreas, pulmões e em células com altas 

taxas proliferativas33,40. Tanto KGA e GAC têm expressão aumentada em diversos 

tipos de cânceres, contribuindo para o desenvolvimento e manutenção da doença 

através do metabolismo da glutamina18,41,42. 

A isoenzima KGA é formada pelos éxons 1-14 acrescido dos éxons 16-

1930, compartilhando completa identidade sequencial desde o N-terminal até o fim 

do domínio glutaminase com a GAC, e, devido à ocorrência de splicing após a 

sequência codificante para estas regiões, seu domínio C-terminal possui pouca 

similaridade com o da GAC41 (Figura 3). Além disso, de acordo com Cassago et 

al.,41, KGA apresenta menor capacidade glutaminolítica em relação a GAC na 

presença de fosfato inorgânico, sendo a última considerada a isoforma mais ativa 

das GLS. 
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Figura 3. Esquema da organização estrutural das isoformas de glutaminase KGA e 
GAC.  
GAC e KGA possuem identidade estrutural, diferindo-se entre si apenas em seu domínio C-
terminal. MS = sequência consenso de trânsito de peptídeos que direciona a enzima para a 
mitocôndria. NRB (domínio NR box, geralmente encontrados em proteínas que interagem 
com receptores nucleares). KEN-box (importante para ubiquitinização e degradação). ANK 
(domínio de anquirina, relacionados a interação proteína-proteína). Os números indicam a 
posição em relação ao número de aminoácidos. 

 

O domínio N-terminal da KGA e GAC se estende desde o aminoácido 1 até 

o 220, e contém uma sequência de localização mitocondrial (MS), que as direciona 

para a organela, e duas sequências consenso LXXLL, também chamada de 

NRbox (Nuclear Receptor box), que geralmente são encontrados em proteínas 

que regulam o funcionamento de receptores nucleares28,43,44. Tal observação 

levanta a hipótese de que estes segmentos estejam envolvidos na associação das 

glutaminases com receptores nucleares.  

O domínio catalítico de GLS vai do aminoácido 220 ao 550. Posteriormente, 

a porção C- terminal de KGA (a partir do aminoácido 550 até 669) onde se 

encontra o domínio de anquirina (ANK)45. Os domínios do tipo ANK possuem 

tipicamente 33 resíduos formando um motif em forma de L, que contém duas 

hélices α antiparalelas conectadas por um loop curto. Estes domínios medeiam 

contatos interprotéicos em várias famílias de proteínas tais como as de membrana 

e citoesqueleto, reguladores transcricionais, toxinas e inibidores de CDK (cyclin-

dependent kinase) levantando a possibilidade desta isoenzima estar envolvida em 

contatos proteína-proteína via estas regiões46. 

A isoforma GAC é formada pela sequência dos éxons 1-15, omitindo os 

éxons 16-19. Estruturalmente é idêntica à KGA, exceto pela porção C-terminal, 

que é uma pequena região mais curta e não estruturada, não apresentando os 

domínios de ANK e KEN-box47 (Figura 2) e sua localização mitocondrial se deve 

de fato à presença do MS30,33,41.  

Corroborando a hipótese de parceiros de interação das GLS, estudos do 

grupo PMT mostraram que KGA e GAC interagem e regulam a função de ativação 
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transcricional do receptor nuclear Peroxisome Proliferator Activated Receptor 

Gamma (PPARγ)48. Além disso, um outro estudo revelou que a proteína BNIP-H, 

expressa exclusivamente em tecidos neuronais, é um parceiro de interação da 

isoforma KGA, levando a inibição da atividade de glutaminase da mesma e 

redução dos níveis do neurotransmissor glutamato49. 

Apesar da MS da KGA, essa enzima é encontrada também no citosol, o 

que reforça a hipótese de que os domínios N-terminal dessas enzimas não são os 

únicos responsáveis por sua localização celular13. Em um estudo publicado por 

Cassago et al.,41 corrobora esta afirmação, uma vez que a KGA foi observada na 

mitocôndria mas também no citoplasma de células de diferentes tipos tumorais, 

enquanto a isoforma GAC, por outro lado, foi detectada somente na mitocôndria.  

GAC é a isoforma de GLS que apresenta maior eficiência catalítica na 

presença de fosfato inorgânico41. Em sua forma dimérica a enzima apresenta-se 

menos ativa, tornando-se altamente ativada quando se reorganiza em tetrâmeros 

e filamentos supratetraméricos promovendo maior acessibilidade do substrato ao 

seu sítio ativo50,51. Esse recurso deve-se a região C-terminal mais curta de GAC 

e da ausência das repetições ANK, o que permite a formação dessas 

superestruturas filamentosas que aumentam seu potencial catalítico 47. 

Recentemente determinamos por Cryo-electron microscopy (Cryo-EM) a 

estrutura do filamento e os determinantes para o aumento de atividade dirigido por 

fosfato e filamentação (dados não publicados). De forma similar, na ausência de 

glutamina em meio de cultivo celular, nosso grupo observou que ocorre o rearranjo 

de GLS adotando um perfil com marcação filamentar, e perdendo sua marcação 

difusa no citoplasma associada com sua localização mitocondrial (Figura 4) 

(dados não publicados). 
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Figura 4. Formação de estruturas filamentosas intramitocondriais de GLS na ausência 
de glutamina.  
(A) Microscopia de imunofluorescência confocal mostrando que, em privação de glutamina, 
GAC se organiza em longas estruturas de nano a micrométricas que cruzam o citoplasma. Em 
vermelho, GAC e, em azul, núcleo corado com DAPI. (B) Microscopia eletrônica de transmissão 
de células com 2 mM ou 0.1 mM de glutamina. GAC foi identificado por anticorpo primário e 
secundário com HRP, sendo detectado por contraste baseado em precipitação de DAB (cores 
mais escuras, próximo de preto). A esquerda, 2 mM de glutamina, observa-se uma marcação 
difusa na célula, enquanto que a direita (0.1 mM glutamina), as marcações assumem um 
formato mais alongado. (C) Microscopia de imunofluorescência confocal comparado a STED 
em situação de glutamina plena (em cima) ou privado de glutamina (em baixo). Ao lado, STED 
mostrado em escala de cinza. Imagens obtidas pela colaboladora do grupo PMT Dra. Marília 
Dias (dados não publicados). 

 

Diversos estudos têm indicado que a atividade da GAC está intimamente 

relacionada ao desenvolvimento de diversos tipos de cânceres, uma vez que 

estimula o metabolismo da glutamina pelas células neoplásicas e sua expressão 

apresenta maior regulação positiva em células tumorais do que a KGA52,53.  

Redis e colaboradores54 mostraram que o RNA longo não codificante Colon 

Cancer Associated Transcript 2 (CCAT2), desempenha um papel no aumento da 

expressão da GAC no câncer de cólon. O CCAT2 existe sob a forma de dois 

alelos: a forma G, associada a predisposição desta neoplasia, e a forma T. 

Segundo os autores, o alelo G se liga fortemente a um fator de clivagem, e o 

complexo se associa ao sítio poli-A no íntron 14 do mRNA precursor das GLS, o 

que resulta no splicing preferencial da isoforma GAC, ocasionando aumento do 

metabolismo da glutamina, metástase e proliferação celular, sendo um forte 

indicio da importância do papel da GAC na tumorigênese54. 

Cânceres de mama triplo negativo, um subtipo da doença relacionado a 
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fenótipos mais agressivos e com pior prognóstico em relação aos subtipos 

luminais e HER2 amplificado55, são altamente dependentes de glutamina para sua 

manutenção28.  O aumento do nível proteico e de mRNA GLS, especialmente de 

GAC, tem sido observado em células de câncer de mama e relacionado ao maior 

consumo de glutamina, secreção de glutamato e malignidade do tumor17,41,55,56.  

Devido ao “vício em glutamina” das células tumorais, a inibição da 

glutaminólise em cânceres tem sido extensivamente explorada em modelos pré-

clínicos25 e validados como inibidores da atividade de GLS e GLS237. Atualmente 

o mais promissor inibidor da atividade de GLS é o composto CB-839, sendo o 

único que se encontra em ensaios clínicos em pacientes com câncer52,57. O 

composto CB-839 regula a atividade enzimática de GAC e KGA ligando-se no sítio 

alostérico de GLS estabilizando a enzima em um estado tetramérico inativo25,37,57. 

Os ensaios clínicos utilizando este composto têm sido promissores em diversos 

tipos de tumores, incluindo o câncer de mama triplo negativo28.  

Em conjunto, esses estudos demonstram a íntima relação das GLS com o 

câncer, evidenciando a necessidade da compressão de sua atividade no 

desenvolvimento e progressão tumoral.  

 
 

1.2.2 Busca por parceiros de interação de glutaminases 
 
 

Conforme mencionado, as isoformas de GLS possuem domínios em sua 

estrutura que são associados com contatos interprotéicos, bem como domínios 

que medeiam sua localização celular e de regulação de fatores nucleares48. 

Ademais, apesar dos avanços no entendimento das GLS no câncer, ainda há 

diversos aspectos que necessitam ser elucidados sobre o papel destas enzimas 

no processo tumoral37. De fato, a interação de GAC e KGA com o PPARγ foi 

comprovada e mostra que a atividade de GLS no câncer vai muito além do seu 

papel no metabolismo de glutamina48.  

O estudo da interação de GLS com outras proteínas foi iniciado pelo ex-

membro do grupo PMT, Dr Marcel Nakahira, através do ensaio de duplo híbrido 

de levedura (Y2H, do inglês Two Yeast Hybrid Assay). Este experimento é 

desenhado de forma que a proteína alvo, chamada proteína “isca”, é inserida em 

um vetor associada com um domínio de ligação de um fator de transcrição58 
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(Figura 5). Por outro lado, a proteína “presa”, que representa os potenciais 

parceiros de interação advindos de uma biblioteca de genes, é associada a outro 

domínio do fator de transcrição, responsável pela interação com proteínas 

envolvidas na transcrição de um gene repórter.  

A interação das proteínas “isca” e “presa” favorece formação de um fator 

de transcrição completo capaz de iniciar a transcrição de um gene repórter. Esse 

gene codifica para a enzima β- galactosidase, que, em presença do substrato X-

gal, produz um substrato de coloração azul. Além disto, também há a transcrição 

de genes que codificam proteínas envolvidas na síntese de nutrientes58. Após 

identificação das colônias positivas para a interação das proteínas “isca” e “presa”, 

é realizada a extração do DNA plasmidial que codifica as proteínas “presa” e seu 

sequenciamento, permitindo a identificação de prováveis parceiros de interação 

da proteína “isca”58. 

 

Figura 5. Esquema do ensaio de 
duplo híbrido em levedura (Y2H). 
A) A proteína de interesse X é 
fundida com o domínio de ligação ao 
DNA (DBD), uma construção 
chamada “isca”. A proteína 
(potencial parceiro de interação) Y é 
fundida ao domínio de ativação (AD) 
e é chamada “presa”. (B) A isca, 
DBD-X, liga-se à sequência 
ativadora a montante (UAS) do 
promotor. A interação da isca com a 
presa, ou seja, a proteína de fusão 
AD-Y, recruta a DA e, assim, 
reconstitui um fator de transcrição 
funcional, levando ao recrutamento 
adicional da RNA polimerase II e 
subsequente transcrição de um gene 
repórter. Adaptado de Bruckner et 
al., 200958. 

 

Para identificação dos parceiros de interação, o ensaio de Y2H utilizando 

h(human) GAC e hKGA como “iscas” identificou, entre outras, a proteína “presa” 

a enzima glicolítica piruvato quinase M2 (PKM2), a qual está associada a 

progressão de diversos tipos de tumores, manutenção do Efeito Warburg, bem 

como tem sido associada como um ponto central da regulação metabólica 

tumoral, como será discutido a seguir59–62. De posse dos resultados de Y2H, a 

caracterização da interação foi iniciada pelo ex-Bolsista de Verão, Vinnycius 

Pereira, e pelos membros do grupo PMT, Dra. Marília Dias e Dr. Matheus Pinheiro.  
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PKM2 foi expressa de forma solúvel em E. coli e foi purificada até a 

homegeneidade por técnicas cromatográficas (Figura 6A). PKM2 purificada 

mostrou interagir com GAC e KGA segundo avaliado em ensaio de pull-down 

(Figura 6B), apresentando Kd de baixo micromolar que diminuiu com o tempo de 

incubação, como avaliado por anisotropia de fluorescência (Figura 6C).  

As proteínas foram expressas em células de mamífero (Figura 6D) e 

estudos de microscopia de fluorescência confocal mostraram que PKM2 têm 

expressão difusa celular, enquanto que GAC e KGA ectópicas tem presença 

mitocondrial marcante. O os sinais de fluorescência indicam potencial co-

localização mitocondrial quando sobrepostos (Figura 6E). Por fim, verificamos co-

imunoprecipitação de PKM2 com GAC ectópica quando o lisado celular total foi 

avaliado (Figura 6F). 

 

 

 
 
Figura 6. Dados prévios sobre a interação de KGA/GAC com PKM2. 
(A) SDS-PAGE de frações de lavagem e eluição do processo de cromatografia de afinidade 
por metais (PKM2 expressa com cauda de histidinas) e de filtração em gel (GF). (B) PKM2-
His foi imobilizada em resina de afinidade por metais, depois incubada com GAC/KGA sem 
cauda de histidinas. (C) Anisotropia de fluorescência de GAC-FITC titulada com PKM2. 
Dados avaliados em 2 e 72 horas de incubação. (D) PKM2 expressa em PC3 (tumor de 
próstata). (E) Microscopia de fluorescência confocal de PKM2-Flag co-expressa com GAC-
V5 ou KGA-V5 em PC3. (F) Co-Imunoprecipitação de GAC e KGA-V5 com PKM2-flag 
comprovando a interação celular das enzimas.  
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1.3 Piruvato Quinase M2  
 

Para suprir e controlar as demandas energéticas e biossintéticas, as 

enzimas envolvidas na glicólise existem sob múltiplas isoformas63. Este é o caso 

da enzima Piruvato Quinase (PK), que apresenta quatro isoenzimas referidas 

como L, R e M (PKR, PKL, PKM1 e PKM2)63,64.  

As PK são enzimas citosólicas e sua atividade clássica piruvato quinase se 

dá sob a conformação tetramérica, promovendo a transferência direta de fosfato 

a partir de fosfoenolpiruvato (PEP) para ADP, tendo como produto dessa reação 

irreversível piruvato e ATP na última etapa da via glicolítica19,65 (Figura 7). 

 

Figura 7. A enzima piruvato 
quinase atua no último passo 
da via glicolítica. 
A enzima piruvato quinase 
promove a transferência direta 
de fosfato a partir de 
fosfoenolpiruvato (PEP) para 
ADP, gerando os produtos 
finais da reação piruvato e ATP. 
O piruvato gerado pode ser 
convertido a acetil-CoA e suprir 
o ciclo do ácido tricarboxílico 
(TCA) ou a lactato promovendo 
o Efeito Warburg. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

As isoenzimas PK são codificadas por dois genes distintos, PKLR e PKM66. 

O gene PKLR, através de promotores alternativos, codificada para a isoforma 

PKR, que é restrita a células vermelhas sanguíneas, e a isoforma PKL, que é 

expressa em altos níveis no fígado e em menor parcela nos rins64,67. 

O gene PKM codifica as isoformas PKM1 e PKM2 por meio de splicing 

alternativo dos éxons 9 e 10, mutuamente exclusivos68. Dos 12 éxons do pré-
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mRNA de PKM, o transcrito que inclui o éxon 9 e exclui o éxon 10 leva a expressão 

de PKM1. Por sua vez, a inclusão do éxon 10 e exclusão do éxon 9 promove a 

expressão de PKM269,70.   

O splicing do gene PKM é controlado pelas hnRNP I, A1 e A2, as quais se 

ligam a sequências que flanqueiam o éxon 9 inibindo o splicing do mRNA de 

PKM1, e facilitando de forma indireta a inclusão do éxon 10. Neste processo a 

oncoproteína c-Myc é essencial, dado que ativa a transcrição destas hnRNPs, 

resultando na expressão de PKM268,71–73. 

Os produtos do gene PKM possuem 531 aminoácidos. No entanto, dos 56 

aminoácidos que são codificados pelos éxon 9 e 10, 22 aminoácidos diferem entre 

si74. Como resultado ocorre a distinta atividade das isoformas, uma vez que PKM1 

é constitutivamente ativa, PKM2 é alostericamente regulada63. 

 A expressão da isoforma PKM1 constitutivamente ativa é ideal para 

tecidos com alta demanda de ATP, como cérebro, músculos e coração. Enquanto 

que a expressão de PKM2  é observada nos rins, pulmões, em células normais 

proliferativas (linfócitos e células do epitélio intestinal) e no tecido adiposo 

branco62,67,69,70. Ademais, PKM2 é altamente expressa em células com alta taxa 

proliferativa durante a fase embrionária e em células neoplásicas63,75. 

A expressão de PKM2 é influenciada por um vasto espectro de vias de 

sinalização estimuladas pelo microambiente tumoral (tais como hipóxia e 

disponibilidade de nutrientes), mutações em oncogenes, fatores de crescimento e 

hormônios70. Além disso, fatores de transcrição que se ligam diretamente ao gene 

PKM como HIF-1α, NF-κB e PPARγ, levam a ativação de vias de sinalização 

regulando a expressão de PKM2 nas células tumorais67,70,76,77. 

Em condições hipóxicas, o fator induzível por hipóxia 1 (HIF-1) promove a 

translocação nuclear de PKM2 através da interação direta com a subunidade HIF-

1α. O complexo PKM2-HIF-1α promove a transativação do gene PKM levando ao 

aumento da expressão de PKM2 em um mecanismo de feedback positivo e ainda 

ocasiona a expressão de diversos genes envolvidos em vias metabólicas72. 

Como mencionado, vias de sinalização mediadas por oncogenes e 

hormônios ocasionam o aumento da expressão de PKM2. A estimulação da via 

PI3K/AKT/mTOR por insulina, por exemplo, estabiliza HIF-1 e estimula a 

expressão de c-Myc, levando a ativação transcricional de diversas enzimas 

glicolíticas, incluindo PKM2, e promovendo o metabolismo tumoral78. 
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1.3.1 Estrutura e regulação de PKM2 
 

 
PKM 2  é uma enzima tetramérica de subunidades idênticas organizadas 

na configuração dímero-dímero79. Cada monômero contém um sítio ativo 

composto por três domínios principais designados como A, B e C, acrescido de 

um pequeno domínio N-terminal (Figura 8)80. 

 

 

 
 

Figura 8. Esquema representativo dos domínios de PKM2. 
(A) Monômero, (B) dímero e (C) tetrâmero de PKM2 (PDB 1T5A)81. (D) A interface entre os 
domínios A1 e B1 de PKM2 formam o sítio ativo catalítico (ACS); a região de flanco entre 
os domínios A2 e C forma domínio de contato entre unidades (ISCD) que permite a formação 
de oligômeros tetraméricos; o domínio C acomoda o sítio de ligação do ativador alostérico 
(AS) de PKM2 F-1,6-BP e uma sequência de localização nuclear (NLS).  
 

O sítio ativo de PKM2 se localiza em uma fenda entre o domínio A1 e o 

domínio B1, que é móvel. O domínio C encontra-se no lado oposto do domínio A2 

e contém o pocket de ligação do ativador alostérico desta enzima, frutose-1,6-

bisfosfato (F-1,6-BP), e o domínio de contanto entre unidades se encontra no 

flanco entre estas duas regiões 70,79,82. 

O domínio C é o local onde se forma a interface dímero-dímero do 

tetrâmero de PKM2 e as diferenças dos aminoácidos localizados nesta região são 

responsáveis pelas disparidades na ligação F-1,6-BP e na regulação alostérica 

das isoformas PKM1 e PKM2 82. 
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 PKM2 é ativada por metabólitos como F-1,6-BP, pelo aminoácido serina, 

pela interação com proteínas fosforiladas tais como a tirosina e serina quinase, e 

por vias de sinalização celular63,83. Esses metabólitos elevam o nível da forma 

ativa tetramérica de PKM2 pela ligação direta em seu sítio ativo, modulando o 

metabolismo de glicose de acordo com as necessidades celulares19,84.  

Por outro lado, para regular a via glicolítica e a construção de blocos 

biossintéticos, a atividade de PKM2 pode ser inibida pelos aminoácidos alanina e 

fenilalanina e por ATP, fazendo com que a enzima se estabilize em sua 

conformação dimérica inativa61,63,76. Mudanças pós-traducionais como 

fosforilação e acetilação, e ação de oncogenes são outros determinantes do 

estado oligomérico de PKM2, bem como sua localização celular70,85,86. 

Como resultado dos mecanismos regulatórios, PKM2 pode ser estabilizada 

em quatro estados biológicos relevantes: monômero, dímero e tetrâmero tenso (T)  

inativos e tetrâmetro relaxado (R) ativo74,85.  

Na presença de fenilanina, ocorre a estabilização do estado T inativo. Este 

aminoácido se liga a um pocket que estabiliza a interface dímero-dímero, fazendo 

com que a rotação da Lys421 bloqueie a entrada de PEP no sítio ativo e prótons 

adjacentes enrijeçam a estrutura do tetrâmero (Figura 9). O hormônio T3 atua 

similarmente na regulação alostérica de PKM2 no estado T74,81,85. Por outro lado, 

F-1,6-BP permite a rotação de PKM2 rompendo as ligações de hidrogênio na 

interface dímero-dímero que forçam o estado T, permitindo que a enzima adote o 

estado tetramérico R tornando livre a entrada de PEP ao sítio ativo. O aminoácido 

serina também atua neste mecanismo de modulação alostérica, ligando-se a cada 

monômero de PKM2 levando à formação do tetrâmero ativo74,81,85. 
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Figura 9. Modulação alostérica do tetrâmero inativo (estado T) e ativo (estado R) de 
PKM2. 
Fenilalanina (PHE) e o hormônio T3 atuam como inibidores alostéricos e impedem que o 
tetrâmero adote o estado ativo R. A presença de F-1,6-BP e serina permitem a ativação da 
enzima no estado R tornando livre a entrada do substrato ao sítio ativo. Adaptado de Morgan 
e colaboradores, 201385. 
 

Como uma enzima glicolítica, PKM2 é predominante localizada no citosol. 

Neste compartimento celular, PKM2 em conformação tetramérica associa-se com 

outras enzimas glicolíticas como hexoquinase, gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase, fosfoglicomutase e enolase, formando o complexo enzimático 

glicolítico87. A alta afinidade da forma ativa da PKM2 por PEP, juntamente com a 

proximidade espacial das outras enzimas glicolíticas dentro do complexo 

enzimático glicolítico, permite uma conversão altamente eficaz de glicose em 

lactato com geração de energia para a célula, contribuindo para o Efeito Warburg 

e para a manutenção tumoral63,88.  

Quando em conformação dimérica, estado o qual  é comumente 

encontrada em células tumorais87, PKM2 migra do complexo enzimático glicolítico 

e diminui a conversão de glicose em lactato, aumentando a disponibilidade de 

metabólitos para  biossíntese de macromoléculas para as células com alta taxa 

proliferativa 87. As mudanças pós-traducionais, oncogenes e a interação com 

outras proteínas são fatores que interferem na estrutura e atividade de PKM2 e 
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também em sua localização celular23,63,67,74,89,90. Além de sua atividade bem 

estabelecida na via glicolítica que ocorre no citosol, PKM2 dimérica pode ser 

translocada para o núcleo para promover a proliferação celular64 e para a 

mitocôndria sob condições de estresse oxidativo66. 

A fosforilação da Tyr105 induzida pelas oncoproteínas ErbB2 e por EGFR, 

por exemplo, impede a formação do tetrâmero ativo e promovem a translocação 

nuclear de dímeros de PKM2, onde passa a regular o ciclo celular modulando a 

expressão de ciclina D191. Já a fosforilação da Ser37 de PKM2 é aumentada por 

estrógeno e está associada com a ativação de ERK em meio celular rico em 

glicose92.  Nestas condições, PKM2 é estabilizada em dímeros e translocada para 

o núcleo afetando a regulação de genes envolvidos na glicólise92. 

Wu e colaboradores93 mostraram que a super-expressão de PKM2 na sua 

forma inativa dimérica diminui a expressão da proteína supressora tumoral p53. 

Além disso, PKM2 pode ligar-se diretamente à p53, promovendo sua 

ubiquitinização por intermédio do seu principal regulador, o MDM2, ocasionando 

sua degradação93.  

A translocação de PKM2 para o núcleo permite ainda que esta enzima 

forme complexos com TG1F2, um repressor do fator de crescimento transforming 

growth factor–β (TGF-β) e com a histona desacetilase 3 (HDAC3), levando à 

repressão da expressão da E-caderina e contribuindo para o processo de 

transição epitélio mesenquima, que é crucial para o processo metastático de 

tumores 94. 

A interação de PKM2 com CD44, uma molécula de adesão celular 

importante em processos metastáticos, leva ao aumento do perfil glicolítico e 

resistência a tratamento quimioterápicos em células tumorais deficientes em p53 

e expostas a situações de hipóxia comumente observadas no microambiente 

tumoral95.  

Sob estresse oxidativo, PKM2 transloca para a mitocôndria, onde interage 

e fosforila Bcl266. Como consequência, Bcl2 fosforilada torna-se protegida de 

mecanismos de degradação, acarretando a inibição do apoptose das células 

neoplásicas. Assim, a atividade não canônica proteína quinase de PKM2 na 

mitocôndria sob Bcl2 auxilia na adaptação a condições de estresse oxidativo no 

microambiente tumoral66.   

A translocação mitocondrial de PKM2 também pode ocorrer através da 
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succinilação de resíduos de lisina desta proteína em condições de privação de 

glicose96. Neste processo, PKM2 interage e estabiliza VDAC3 impedindo sua 

degradação, o que ocasiona o aumento da permeabilidade mitocondrial e permite 

o maior fluxo de ATP e nutrientes promovendo a proliferação e sobrevivência 

celular96. 

A capacidade da atividade da PKM2 ser controlada fornece um mecanismo 

vantajoso para as células neoplásicas, pois permite a adaptação a condições que 

requerem diferentes conjuntos de metabólitos para os processos biossintéticos 

durante a tumorigênese, bem como pode exercer funções não canônicas que 

favorecem a manutenção do fenótipo tumoral19,83,97–99. Deste modo, estudos têm 

sugerido que o aumento da expressão da PKM2 contribui para surgimento e 

manutenção de diversos tipos de cânceres, como por exemplo o câncer de 

próstata100, cervical93 e da mama101. Em neoplasias, majoritariamente encontra-se 

dímeros inativos de PKM287. 

PKM2 tem sido proposta como um promissor alvo na terapia do câncer e, 

portanto, compreender como esta enzima é regulada é de suma importância para 

o desenvolvimento de medicamentos que mimetizem ou neutralizam sua ação nas 

células90,102. Visto que a forma dimérica inativa de PKM2 no câncer é 

preferencialmente expressa por permitir o acúmulo de intermediários 

biossintéticos87, a busca por drogas que mantenham PKM2 ativa diante de sinais 

inibitórios pode ser uma potente maneira de cessar o crescimento de células 

tumorais90.  

Com a menor atividade piruvato quinase de PKM2 em células tumorais 

devido a sua conformação dimérica, as GLS são cruciais para suprir a demanda 

energética através do metabolismo de glutamina20. O metabolismo simultâneo de 

glicose e glutamina dá suporte aos tumores, uma vez que a glutamina alimenta o 

TCA compensando a exportação dos intermediários biossintéticos provenientes 

da glicose87.  

Em estudo publicado por Lu et al.,103, o knockdown da expressão de 

PKM2/GLS em modelos xenográficos inibiu significativamente o crescimento 

tumoral, aumentou o potencial de apoptose das células neoplásicas e reverteu a 

resistência oxaliplatina. Similarmente, Kitayama e colaboradores104 mostraram 

que o knockdown concomitante de PKM2 e GLS reduz a proliferação de células 

resistentes a hipóxia em modelo de câncer gástrico. 
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  Em conjunto, estes dados mostram que ter GLS e PKM2 como alvo 

terapêutico mútuo é uma valiosa estratégia no tratamento do câncer e investigar 

como esta interação exerce influência sobre estas enzimas traz nova luz sobre a 

complexa rede que regula metabolismo tumoral. Deste modo, compreender como 

a interação entre GLS e PKM2 ocorre e suas consequências para o metabolismo 

tumoral, fornece novas perspectivas sobre o papel destas enzimas durante a 

tumorigênese e sobre como a comunicação entre a via glicolítica e glutaminolítica 

dá suporte às células neoplásicas.  
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2 Objetivos 
 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Confirmar e caracterizar a interação das isoformas de GLS, KGA e GAC, com a 

enzima PKM2 bioquimicamente e em linhagens celulares tumorais, elucidar 

cenários que possam mediar a interação das proteínas e compostos que possam 

interferir na afinidade das mesmas. 

 

2.2  Objetivos Específicos  

 
Estudos bioquímicos 

 Obter as proteínas PKM2, GAC e KGA a partir da expressão heteróloga em 

E.coli. 

 Avaliar regiões importantes para a interação através da expressão e 

purificação de domínios das proteínas. 

 Realizar ensaios para confirmar e caracterizar as interações. 

 Formar os complexos em quantidades, estabilidade e pureza adequadas 

para estudos estruturais da interação. 

 Verificar se as interações impactam na atividade in vitro de glutaminase e 

de PKM2. 

 Testar compostos que possam modular a estabilidade do complexo. 

Estudos celulares 

 Avaliar o nível de expressão gênica e proteica de PKM2 e GLS em 

linhagens celulares de tumor de mama. 

 Comprovar a interação das proteínas em células. 

 Avaliar a interação das proteínas por co-imunoprecipatação. 

 Avaliar se ocorre a co-localização das proteínas. 

 Caracterizar condições de cultivo celular importantes para interação em 

células. 
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3 Materiais e Métodos 
 

3.1 Construções dos domínios das proteínas  

 
 

No início deste trabalho, os genes de human PKM2 (hPKM2), human KGA 

(hKGA) e mouse GAC (mGAC) já se encontravam clonados nos vetores de 

expressão. As clonagens foram realizadas pelos colaboradores do grupo PMT em 

trabalhos prévios. O mapa dos vetores utilizados encontra-se no anexo I.  

Para expressão em célula de mamíferos, os genes de KGA e GAC foram 

previamente clonados em pcDNA3.1 fusionados com cauda V5 no C-terminal. A 

partir destes clones foi realizada a subclonagem em vetor pET-28a para 

expressão heteróloga em sistema bacteriano. A construção de hKGA engloba os 

domínios N-terminal, Domínio Catalítico e C-terminal com deleção dos primeiros 

123 aminoácidos da porção N-terminal (Val124-Leu669) e a de mGAC os 128 

primeiros aminoácidos (Met128-Ser598) também contendo os três domínios 

citados. A exclusão dos primeiros aminoácidos se faz necessária por envolverem 

uma porção N-terminal desordenada suscetível a proteólise105.  

 Para expressão proteica em células de mamífero, o gene de PKM2 foi 

amplificado da biblioteca de cDNA de MDA-MB-231 utilizando os primers 

PKM2_BamHI foward 5’-gtaggatccatgtcgaagccccat-3’ e PKM2_BamHI reverse 5’-

gtaggatcctcacggcacaggaac-3’. A clonagem foi realizada no vetor 

pcDNA5_FRT_TO_Flag em fusão N-terminal com o epítopo Flag. Para expressão 

heteróloga em E. coli, cepa Rosetta, o cDNA de PKM2 foi subclonado em pET-

28a (+) fusionado a uma cauda contendo his-tag na região N-terminal, extraindo-

se o inserto do clone pcDNA5_PKM2.  

A tabela 1 resume as principais características e propriedades das 

proteínas codificadas pelos insertos clonados em pET- 28a(+) em fusão com his-

tag. 

 

 

 

 

 



40 
 

 

 

Tabela 1. Características das proteínas hKGA, mGAC e hPKM2 expressas no vetor pET-
28a(+). 

 

Parâmetros 
hKGA 

Val124-Leu669 
mGAC 

Met128-Ser598 
hPKM2 

Met1-Pro531 

 

Massa Molecular (kDa) 

 

60,1 

 

53,3 

 

59,6 

 

Ponto isoelétrico 

 

6,78 

 

6,83 

 

8,23 

 

Coeficiente de 

Extinção Molar  (M-

1cm-1) 

 

41830 

 

38850 

 

30535 

 

As construções de hKGA e mGAC previamente clonadas em vetor pET-

28a(+) e C-terminal de mGAC em pET-SUMO foram utilizados neste trabalho para 

avaliar regiões importantes para a interação. As regiões clonadas a partir da 

construção de KGA envolvem o Domínio N-terminal + Domínio Catalítico 

(exclusão do C-terminal; aa124-550) e N-terminal (exclusão C-terminal e Domínio 

Catalítico aa124-220), as quais são em comum para as duas isoformas. Além 

disso, as construções exclusivas de GAC Domínio Catalítico + C-terminal (226-

598) e C-terminal (530-598) também foram avaliadas. As sequências dos clones 

gerados foram confirmadas por sequenciamento. As construções e domínios das 

GLS são ilustradas na figura 10. 

 



41 
 

 
 

 
 
Figura 10. Domínios de hKGA e mGAC utilizados no estudo. 
As construções de (A) hKGA (124-669) e (B) mGAC (128-598) já se encontravam 
previamente clonadas em vetor pET-28a(+) fusionadas a his-tag. A partir destas clonagens, 
foram realizadas subclonagens para avaliar domínios importantes para a interação das 
proteínas. MS = sequência consenso de trânsito de peptídeos que direciona a enzima para 
a mitocôndria. NRB (domínio NR box, geralmente encontrados em proteínas que interagem 
com receptores nucleares). KEN-box (importante para ubiquitinização e degradação). ANK 
(domínio de anquirina, relacionados a interação proteína-proteína). A linha tracejada indica 
a região contendo os aminoácidos excluídos. 
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3.2 Ensaios Bioquímicos para Avaliação da Interação  
 
 

3.2.1 Expressão heteróloga das proteínas 
 

A expressão de hKGA, mGAC e hPKM2, bem como das construções de 

glutaminase, foi realizada em E. coli Rosetta. Bactérias competentes foram 

transformadas com 50 ng de DNA plasmidial por meio de choque térmico, e 

plaqueadas em meio LB sólido (10 g/L triptona,10 g/L NaCl, 10 g/L extrato de 

levedura, 15 g/L ágar) contendo os antibióticos kanamicina e cloranfenicol a uma 

concentração final de 50 μg/mL cada, e mantidas em estufa 37°C overnight.  

Para cada proteína, uma colônia foi utilizada para inocular 500 µL de meio 

LB líquido (10 g/L triptona, 10 g/L NaCl, 10 g/L extrato de levedura) mantido em 

agitação constante a 37°C por 1 hora. Posteriormente, o volume do microtubo foi 

transferido para um Erlenmeyer contendo 100 mL de meio LB acrescido de 

kanamicina e clorafenicol sob as mesmas condições overnight.   

Um volume de 10 mL do pré-inóculo foi utilizado para inocular 1L de meio 

de cultura LB contendo os antibióticos mencionados. O inóculo permaneceu sob 

as condições prévias até atingir a fase log (Densidade Ótica (DO) 600 nm = 0,6), 

com posterior indução da expressão das proteínas recombinantes com 0,5 mM de 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Após a indução com IPTG, a 

temperatura do shaker foi reduzida para 18°C mantendo-se os inóculos sob 

agitação constante por 16 horas. Decorrido o período, o inóculo foi centrifugado a 

10000 x g, 4oC por 15 minutos e o pellet proveniente foi congelado em nitrogênio 

líquido e armazenado a -80oC. 

 

3.2.2 Purificação  
 

3.2.2.1 Cromatografia de Afinidade 
 

Os pellets provenientes da cultura de cada proteína foram ressuspendidos 

em 100 mL de tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 500 mM NaCl; 5% glicerol; 

2 mM β-ME; 1 mM PMSF) acrescido de lizosima a 20 mg/L, incubados por 30 

minutos a 4oC e sonicados por 1 hora em gelo (SONICS VCX 500, pulsos 3 

segundos on/ 9 segundos off, amplitude 40%). A fração insolúvel e solúvel 

(contendo a proteína de interesse) foi separada por centrifugação a 19400 x g por 

1h a 4oC. 
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Para a purificação por afinidade, utilizou-se resina complexada com íons 

cobalto (TALON Metal Affinity Resin Clontech Laboratories #635504.).  15 mL da 

resina foram lavados com água e equilibrados com tampão de afinidade (50 mM 

Tris-HCl pH 7,5; 10 mM NaCl).  

A amostra solúvel dos lisados foi inserida na coluna e o efluente coletado. 

A resina foi lavada com um gradiente crescente de imidazol, utilizando-se o 

tampão de afinidade sem imidazol (Lavagem 1) e 20 mM imidazol (Lavagem 2). 

As proteínas foram eluídas com o tampão de afinidade acrescido de 250 mM de 

imidazol. Quando necessário, a remoção da his-tag foi realizada com adição de 

150 μL de trombina (1U/μL). Amostras foram analisadas por SDS-PAGE gradiente 

3-15%. 

 

3.2.2.2 Cromatografia de Troca Iônica 
 

Para a purificação de mGAC e hKGA, bem como as construções de 

domínios específicos, foi realizada a cromatografia de troca aniônica com a coluna 

HiTrapQ™ de 1mL em equipamento AKTA FPLC (GE Healthcare), sob fluxo 

constante de 1 mL/min-1. Foram utilizados os tampões de purificação A (50 mM 

Tris-HCl pH 8,5; 10 mM NaCl) para equilibrar a coluna e um tampão B (50 mM 

Tris-HCl pH 8,5; 1 M NaCl; 2 mM B-ME) para promover um gradiente de 

concentração de NaCl para eluição da proteína em 40 CV. 

 

3.2.2.3 Cromatografia de Filtração em Gel 
 

Como último passo de purificação as proteínas foram concentradas em 

concentrador Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit 30.000 NMWL (Fisher Scientific) 

até um volume de 5 mL para injeção na cromatografia de filtração em gel HiLoad™ 

16/60 Superdex™ 200 pg ou 75 pg (GE Healthcare), dependendo do peso 

molecular da proteína,  acoplada ao equipamento AKTA FPLC com fluxo 

constante de 1 mL/min. A corrida foi realizada com tampão contendo 30 mM 

HEPES pH 8,0; 500 mM NaCl; 0,5 mM TCEP, previamente filtrado e deaerado.  

A concentração final das proteínas foi estimada em um equipamento 

NanoDrop (Thermo Scientific) pelo método de absorção em comprimento de onda 

de 280 nm, utilizando o coeficiente de extinção molar teórico calculado para cada 

proteína. 
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3.2.2.4 Co-purificação das proteínas 
 

Na tentativa de se obter complexos de maneira homogênea (livre de formas 

oligoméricas alternativas e/ou homoligômeros), as proteínas após purificadas 

foram combinadas na razão estequiométrica 1:1 e re-purificadas por filtração em 

gel em coluna HiLoad™ 10/300 Superdex™ 200 pg (GE Healthcare) acoplada ao 

equipamento AKTA FPLC, com fluxo constante de 0.5 mL/min. A corrida foi 

realizada com tampão contendo 30 mM HEPES pH 8,0; 500 mM NaCl; 0,5 mM 

TCEP. 

  A formação do complexo foi avaliada por presença de pico de UV280 de 

eluição diferencial entre os picos obtidos na aplicação das amostras 

individualmente. Para cálculo da massa dos complexos eluídos a coluna foi 

calibrada com proteínas de peso molecular conhecido. A presença das proteínas 

no pico eluído foi confirmada através da aplicação das amostras em gel SDS-

PAGE 10% posteriormente corado com corante Comassie Blue. 

 

3.2.3 Pull-Down  
 

PKM2 fusionada com his-tag em concentrações finais de 0.5 mg/mL, 1 

mg/mL e 2.5 mg/mL foram adicionadas em microtubos independentes contendo 

200 µL de resina de afinidade TALON (Clontech Laboratories) e incubados por 1 

hora. Posteriormente a resina foi lavada 3 vezes com tampão de Pull-Down (50 

mM Tris-HCl pH 7,5; 10 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 2 mM β-ME) a 5000 x g por 1 

minuto a 4oC. Em seguida, foi adicionado 0,5 mg de GAC, sem cauda de histidina, 

em cada microtubo independentemente com incubação de 1 hora. A adição do 

ativador de PKM2 F-1,6-BP a uma concentração final de 500 μM e de 20 mM do 

ativador de GLS fosfato inorgânico (K2HPO4, Pi) também foram avaliadas como 

variáveis que poderiam influenciar na interação das proteínas. As reações foram 

incubadas sob leve agitação a 4°C por 16 horas. 

  A resina foi separada da solução por centrifugação a 5000 x g por 5 min e 

o sobrenadante descartado. Posteriormente, foi realizada a lavagem da resina 

com tampão de afinidade, descartando-se a fração líquida. Após as lavagens, as 

proteínas ligadas na resina foram eluídas com adição de 250 mM de imidazol. 

Como controle de background e de afinidade inespecífica, a resina foi incubada 

apenas com GAC sem his-tag. As amostras resultantes foram analisadas em gel 
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SDS-PAGE 10% corado com Comassie Blue. 

 

3.2.4 Anisotropia de Fluorescência  
 

Para este ensaio, GAC e KGA full-length, bem como as construções de 

GLS foram marcadas com fluoresceína isotiocianato (FITC, Thermo Scientific) e 

tituladas com PKM2. 

A marcação das proteínas com FITC foi realizada através da diluição das 

proteínas a 1 mg/mL em 50 mM de tampão de borato de sódio (N2B4O7x10H2O) 

pH 8,5, com posterior incubação com o fluoróforo por 1h a temperatura ambiente, 

protegido de luz. Para remoção do excesso de FITC, fez-se uma cromatografia de 

gel-filtração em coluna HiLoad 10/300 GL 200 pg (ou 75 pg, de acordo com o peso 

da construção) em tampão 30 mM Hepes pH 8,0, 500 mM NaCl e 0,5 mM TCEP. 

Ao final da corrida, as concentrações das proteínas foram mensuradas a 280 nm. 

Como o FITC também absorve a 280 nm, empregou-se um fator de correção para 

avaliar a concentração final proteica como mostrado na equação 1. 

 

Concentração de proteína (M)  =  𝐴280 −
(𝐴𝑚𝑎𝑥−𝐶𝐹)

𝜀
 x fator de diluição  (1) 

 

Em que, Amax = absorbância (A) de uma solução de fluoróforo medida no 

comprimento de onda em que ocorre a sua máxima absorção (λmax). Para FITC, 

λmax = 494 nm e CFFITC = 0,3; ε = coeficiente de extinção molar da proteína. 

Para cálculo da taxa de incorporação da sonda na proteína empregou-se a 

equação 2.  

 

Mols de FITC por mols de proteína x 
(𝐴𝑚𝑎𝑥 𝑑𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑚𝑎𝑟𝑐𝑎𝑑𝑎)

𝜀′ ×𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑀) 
 x fator de diluição  

(2) 

 

Onde, ε’= coeficiente de extinção molar FITC (ε FITC = 68.000 M-1 cm-1).  

As proteínas marcadas foram aliquotadas e armazenadas a -80oC até a 

realização dos ensaios de anisotropia. 

O ensaio de anisotropia se baseia no fato de quando uma molécula 

pequena fluorescente (neste caso GLS marcada com FITC livre em solução) é 
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excitada com uma luz plana polarizada, a luz emitida é despolarizada 

substancialmente sendo emitida em sentido horizontal e vertical, uma vez que as 

moléculas rotacionam rapidamente numa solução durante a emissão de 

fluorescência. No entanto, se a molécula marcada é ligada (formação do complexo 

de GLS-FITC com PKM2), seu volume molecular aumenta. Assim, as medidas de 

polarização da luz determinam o deslocamento angular médio que ocorre entre a 

absorção e a subsequente emissão do fóton pelo fluoróforo106 (Figura 11). 

 

 

 

Figura 11. Ensaio de anisotropia de fluorescência. 
Esquema representativo do ensaio de anisotropia de fluorescência, envolvendo 
glutaminases marcadas com o fluoróforo FITC para caracterização de sua interação com 
PKM2. Após excitação com luz polarizada, as moléculas de GLS-FITC em complexo com 
PKM2 sofrem difusão rotacional mais lenta do que as moléculas de KGA-FITC livres em 
solução, resultando em maior polarização da luz emitida. A anisotropia é calculada a partir 
das intensidades polarizadas vertical e horizontal medidas pelo equipamento. Adaptado do 
livro Biologia Molecular da Célula, Alberts et al., 2010107. 

 
Para o ensaio, PKM2 previamente purificada e concentrada até 740 μM foi 

diluída em série 1:2 em 15 poços contendo tampão 30 mM Tris pH 7,5, 150 mM 

NaCl e 0,5 mM TCEP. As diferentes diluições da proteína foram acrescidas com 

as respectivas proteínas marcadas com FITC mantidas a uma concentração final 

fixa de 10 nM. O mix de reação foi aplicado em uma microplaca preta de 384 

poços (Greiner Bio-one) em replicatas de 25 µL cada.  

Os ensaios também foram realizados na presença do ativador alostérico de 

PKM2, F-1,6-BP, em concentração final de 500 µM e do ativador de GLS, Pi, em 

20 mM acrescidos ao mix reacional, para avaliar o impacto destes moduladores 
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na interação das proteínas.  

Após 1 e 24 horas de incubação foram realizadas as medidas de 

anisotropia em leitor CLARIOstar (BMG Labtech) com excitação e emissão nos 

comprimentos de onda 480 nm e 520 nm, respectivamente. 

Os valores de anisotropia obtidos foram plotados versus o log da 

concentração de PKM2 (em escala logarítmica na base 10) e os valores da 

constante de dissociação (Kd) foram obtidos através da regressão não-linear da 

curva sigmoidal resultante.  Os dados resultantes foram avaliados no programa 

GraphPad Prism v5.0. 

 

3.2.5 Cromatografia de exclusão molecular analítica acoplada a 
espalhamento de luz em multiângulos  

 

Para elucidar os complexos de interação entre as proteínas KAG e GAC 

com PKM2, utilizou-se a cromatografia de exclusão molecular analítica acoplada 

a espalhamento de luz em multiângulos (size exclusion chromatography – multi 

angle light scattering, SEC-MALS, MiniDAWN TREOS®, Wyatt QELS®, Wyatt 

Technology Corporation) do IFSC-USP.  

A técnica de SEC-MALS é empregada para mensurar de forma absoluta a 

massa de macromoléculas. A cromatografia de exclusão de tamanho (SEC) 

separa moléculas com base no volume hidrodinâmico e baseia-se em padrões de 

referência para calibrar o tempo de eluição da coluna em função da massa 

molar108,109. O MALS usa a intensidade e a dependência angular da luz dispersa 

para medir a massa molar absoluta e o tamanho das moléculas em solução. 

Combinando SEC e MALS é possível realizar medições de massa mais precisas 

do que pelos métodos individualmente.  

A técnica fornece a massa molar e tamanho de moléculas, permite estudar 

a interação proteína-proteína, estados de oligomerização, associação e 

dissociação. Ao comparar a massa molar de uma amostra com a sua 

concentração, pode-se determinar a afinidade de ligação e a estequiometria de 

moléculas interagindo109. 

Para realização do ensaio, as amostras proteicas a 50 μM cada, foram 

incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e posteriormente aplicadas em uma 

coluna Superdex 200 5/150 GL previamente equilibrada com tampão 30 mM 
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Hepes pH 8,0; 500 mM NaCl; 0,5mM TCEP acoplada a um detector MALS e a um 

detector de índice de refração.  

Foram introduzidos aditivos nas análises conhecidos por modularem a 

atividade das proteínas, a fim de elucidar condições que poderiam interferir nos 

complexos, conforme mostrado na tabela 2. Os dados obtidos das corridas foram 

processados e analisados no software ASTRA 7. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Compostos moduladores de GLS e PKM2 avaliados para a formação do 
complexo. 

Composto Concentração  

BPTES 

DMSO 

10 µM 

1% 

K2HPO4 

F-1,6-BP 

20 mM 

500 µM 

Piruvato 2 mM 

Fosfoenolpiruvato 2 mM 

ADP 2 mM 

ATP 2 mM 

MgCl2 10 mM 

KCl 10 mM 

 

 

3.2.6 Dynamic Light Scattering  
 

 
A técnica de Dynamic Light Scattering (DLS) também foi utilizada para 

obter informações dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA.  

Com o espalhamento de luz dinâmico pode-se inferir o tamanho das 

partículas e seu tamanho molecular a partir do movimento browniano em solução. 

Para realizar o ensaio, foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern 

Panalytical) do Laboratório de Espectroscopia e Calorimentria (Grupo LEC) do 
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LNBio. 

Para as medidas, foram adicionados 30 µL de amostra das proteínas 

mantidas a 1 mg/mL na cubeta. Foram avaliadas as proteínas sozinhas bem como 

a solução dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA, na presença ou ausência 

dos aditivos 500 µM de F-1,6-BP e 20 mM de Pi. Os resultados obtidos foram 

avaliados no software do equipamento. 

 

3.2.7 Atividade Enzimática 
 

3.2.7.1 Ensaio de Atividade Enzimática de Glutaminase 
 

O ensaio de atividade de glutaminase foi realizado de acordo com protocolo 

estabelecido pelo grupo PMT41, conforme ilustrado na figura 12. 

 

 

Figura 12. Ensaio de atividade enzimática de glutaminase. 
Glutaminase converte glutamina em glutamato que é convertido em α-cetoglutarato pela 
enzima glutamato desidrogenase, de maneira dependente de NAD+. A velocidade de 
reação é medida pela formação de NADH detectada por absorbância a 340 nm. GLS: 
Glutaminase; GDH: Glutamato desidrogenase. 

 

Nesse ensaio, os parâmetros cinéticos são obtidos de forma indireta, ou 

seja, o produto da reação catalisada pela GLS, glutamato, é usado como substrato 

da glutamato desidrogenase (GDH), que o converte em α-cetoglutarato. Neste 

processo, o NAD+ é reduzido a NADH, este sendo identificado pela absorbância 

em 340 nm.  

Para este experimento, 5 nM de glutaminase purificada foi incubada em 50 

mM de Tris-Acetato pH 8,6; 0,2 mM EDTA; 30 mM NAD+ (Sigma Aldrich), 3 

unidades de GDH (Sigma Aldrich). O composto K2HPO4 foi utilizado como fonte 

de Pi para a reação, para ativação da enzima em concentração final na reação de 

20 mM.  

Para avaliar a influência de PKM2 na atividade de GLS, o ensaio foi 

realizado em concentrações crescentes de PKM2 de 10, 25, 50, 100 e 200 nM e 

na presença ou ausência de 500 μM de seu ativador F-1,6-BP.  
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Um volume final de 100 µL de reação foi adicionado em cada poço em 

placas de 96 poços. A reação foi incubada 1 hora a temperatura ambiente 

previamente à leitura. No momento da leitura, foi adicionado 100μL de solução de 

glutamina a 12,5 mM. A medida de absorbância foi realizada em um leitor de placa 

Enspire 2300 MultiLaber Reader (PerkinElmer) no comprimento de onda de 340 

nm para monitorar a formação de NADH. Os dados foram analisados no programa 

GraphPad Prism v5.0.  

 

3.2.7.2 Ensaio de Atividade Enzimática de Piruvato Quinase 
 

O ensaio de atividade de PKM2 foi realizado com o kit comercial Pyruvate 

Kinase Assay (Sigma Aldrich) de acordo com as instruções do fabricante.  

De forma sucinta, realizamos as leituras na presença fixa de 600 nM de 

PKM2 incubada com o substrato da reação, o mix enzimático e substrato de 

peroxidase fluorescente, ambos fornecidos pelo kit. Para as leituras com GAC, 

foram adicionados no mix reacional 100, 300, 600, 1200 e 2400 nM da enzima. 

Como controle realizamos leituras somente de PKM2 e GAC a 600 nM. As leituras 

foram realizadas a cada 5 minutos a 570 nm no leitor de placas ClarioStar 

(Promega) a 25oC. Para calcular o resultado da reação, os valores obtidos nas 

leituras foram subtraídos (Δ570 = (A570) final – (A570) inicial da curva padrão. O 

mecanismo reacional é sumarizado na figura 13. 

 

 

Figura 13. Ensaio de atividade enzimática de Piruvato Kinase. 
PKM2 converte fosfoenolpiruvato em piruvato que é convertido em acetil fosfato pela enzima 
piruvato oxidase, liberando CO2 + H2O2. A concentração de piruvato é determinada por um 
ensaio colorimétrico (570 nm) proporcional ao piruvato presente. Uma unidade irá transferir 
um grupo fosfato de PEP para ADP para gerar 1,0 mmole de piruvato por minuto. 

 
 

3.2.8 Espectrometria de Massas 
 
 

Com intuito de avaliar aminoácidos e regiões importantes para interação de 

GAC e PKM2, foi empregada a técnica de espectrometria de massas com auxílio 
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do Grupo MAS do LNBio. 

 Para tanto, fez-se o crosslinking químico de GAC com PKM2 usando o 

agente disuccinimidyl suberate (DSS). A padronização da reação de crosslinking 

ocorreu fixando-se a quantidade das proteínas em 17 μM e variando a 

concentração final de DSS (0,2; 0,25; 0,50; 1,0; 1,25; 1,5 mM), diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO).  

Nove microlitros das proteínas foram incubados com o 1 μL DSS nas 

concentrações citadas por 20 minutos a temperatura ambiente (25°C). A reação 

foi inativada com adição de 20 mM de Tris pH 8,5. Como controle, fez-se o 

crosslinking individual de GAC e de PKM2.  

Uma fração de 10 μL das amostras provenientes do crosslinking foi 

aplicada em gel de poliacrilamida 10%, seguido de corrida a 100V por 3h. O gel 

foi corado com solução de Coomassie Blue 0,1%, a região do gel contendo a 

canaleta da banda de análise (acima de 100 kDa) foi cortada e em seguida 

descorada com solução descorante em três etapas de 1 hora cada. 

 Em seguida, a amostra passou por etapas de desidratação com 

acetonitrila 100%, redução com Ditiotreitol (DTT) 10 mM, alquilação com 

iodoacetoamida 50 mM e lavagem com bicarbonato de amônio a 100 mM. 

Posteriormente foram feitas duas etapas alternadas de hidratação e desidratação 

do gel, até que a amostra fosse totalmente extraída e evaporada. Tripsina High 

Sequencing Grade (Promega) a 20 ng/μl em 50mM de bicarbonato de amônio foi 

adicionada à amostra, que foi então digerida por um período de 16 horas a 37oC. 

No dia seguinte, a amostra foi extraída da solução de tripsina com soluções de 

ácido fórmico 0,1% em acetonitrila, evaporada e armazenada a – 20oC.  

As amostras foram filtradas em coluna C18 (3M), eluídas com solução de 

acetonitrila 80% e ácido fórmico 0,1%, evaporadas e armazenadas a –20oC. 

 As amostras foram aplicadas no equipamento Thermo LTQ OrbiTrap Velos 

e analisadas no software MaxQuant pelos técnicos do grupo MAS do LNBio. 

 
 

3.2.9 Ensaios de cristalização e difração de raios-X 
 

Os complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA previamente purificados em 

tampão contendo 30 mM Tris-HCl pH 8,5, 500 mM NaCl e 0,5 mM TCEP e em 

concentração final de 4 mg/mL, foram submetidos a varreduras de condições de 
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cristalização no Robolab do LNBio através do sistema robotizado HoneyBee 

(Genomic Solutions) e em parceria com o Grupo de Cristalografia do Instituto de 

Física de São Carlos da Universidade de São Paulo (IFSC/USP).  

As triagens iniciais foram realizadas utilizando-se os kits comerciais Index 

HT (Hampton Research), Morpheus HT-96 MD1-47, SG1-Screen HT-96/ FX-96, 

JCSG+ HT-96, The BCS Screen HT-96 MD1-105 (ambos da Molecular 

Dimensions).  

As placas de cristalização foram montadas com 1.5 μl das proteínas 

purificadas com 1.5 μl das respectivas soluções de cristalização em condição de 

difusão de vapor e mantidas a 18oC até o surgimento dos cristais.  

Os cristais obtidos foram então congelados e enviados para análise no 

Laboratório SOLEIL (França). Os dados foram processados no programa Xia2 

disponível na linha e escalonados no programa AIMLESS. 

 

3.2.10 Microscopia Eletrônica de Partículas Únicas com 
Contraste Negativo 
 

O complexo PKM2+GAC previamente purificado por exclusão de massa 

molecular e as proteínas individuais GAC e PKM2, foram diluídas para 

concentrações de 0,35 μM e depositadas em uma grade ultrafina de filme de 

carbono (TED PELLA), previamente ionizada a 0,38 mBar com exposição de UV 

por 25 segundos (Pelco EasiGlow).  

Para a deposição e fixação da proteína na grade de carbono, 3 μL de 

proteína foram colocados sobre a grade de carbono por 1 minuto, seguido por 

secagem com papel filtro. Após este passo, houve a lavagem da grade com 3 μL 

tampão L (30 mM Tris pH8,5; 100 mM NaCL; 0,5 mM TCEP) seguida por secagem 

com papel filtro, a qual foi repetida três vezes. Por fim, houve a adição de 3 μL de 

acetato de uranila (2%) por 30 segundos, seguida por secagem com papel filtro 

por duas vezes.  

Após secagem, as imagens foram coletadas no microscópio TEM 

JEOL1400plus pelos técnicos do Grupo de Microscopia Eletrônica do Laboratório 

Nacional de Nanotecnologia (LNNano). As imagens obtidas foram analisadas e 

mensuradas no software ImageJ. 
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3.3 Ensaios Celulares 
 

 

3.3.1 Cultura de Células 
 

As linhagens de células tumorais de mama provenientes do repositório 

ATCC, MDA-MB157, MDA-MB231, MDA-MB436, MDA-MB-468, MDA-MB-453, 

MCF7, MCF10A, SKBR3, T47D, ZR-75-30, BR-549, Hs578T, DU4475, HCC38, 

HCC70, HCC1143, HCC1599, HCC1806, HCC1937 e linhagem tumoral de 

próstata PC3 foram empregadas no trabalho.  

Com exceção da MDA-MB-231, MDA-MB436, MDA-MB468, MCF7 e PC3, 

todas as linhagens foram cultivadas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2. As demais linhagens foram 

cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% SFB com 4,5 g glicose na 

presença de 2 mM de glutamina ou ausência deste aminoácido nas mesmas 

condições de estufa. 

 

3.3.2 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 
real (qPCR)  

 

 
Para avaliar o painel de células quanto a expressão de KGA, GAC e PKM2 

realizou-se o ensaio reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

(qPCR). 

 Linhagens de células foram utilizadas para extração de RNA total, 

utilizando kit RNeasy Mini (Qiagen), seguindo protocolo do fabricante. A síntese 

de biblioteca de cDNA a partir do RNA obtido foi realizada utilizando-se o kit 

Super-Script III – First strand (Invitrogen). Primers específicos para os genes da 

KGA, GAC e PKM2 foram desenhados (Tabela 3) e utilizados no ensaio.  

A análise da expressão relativa dos mRNA foi realizada utilizando-se a 

metodologia de PCR quantitativo (qPCR) empregando-se 5x HOT FIREPol® 

EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne). Nesta metodologia, monta-se 

uma reação com o cDNA das amostras, os primers dos genes de interesse e o 

composto fluorescente intercalante de DNA EvaGreen.  

As amostras foram aplicadas em triplicatas técnicas, e a reação se deu 

pelas condições de 95°C por 10 minutos; e 95°C por 15 segundos seguidos de 

60°C por 60 segundos, 40 vezes.  
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Os dados foram normalizados pela expressão do normalizador 18S e para 

a quantificação da expressão gênica foi utilizado o método comparativo 2-ΔΔCt110. 

 
Tabela 3. Primers utilizados para a análise de expressão gênica. 

Gene Primers 

rRNA 18S 
Fow 
Rev 

 
5’-ATTCCGATAACGAACGAGAC-3’ 
5’-TCACAGACCTGTTATTGCTC-3’ 

 

GAC 
Fow 
Rev 

5’-GATCAAAGGCATTCCTTTGG-3’ 
5’-TACTACAGTTGTAGAGATGTCC-3’ 

 

KGA 
Fow 
Rev 

 
5’-TGGTGATCAAAGGGTAAAGTC-3’ 
5’-TGCTGTTCTAGAATCATAGTCC-3’ 

 

PKM2 
Fow 
Rev 

 
5’-CCACTTGCAATTATTTGAGGAA-3’ 
5’-GTGAGCAGACCTGCCAGACT-3’ 

 
 
3.3.3 Transfecção das Células 
 

Para a expressão dos cDNAs para os ensaios de Western Blot e co-

imunoprecipitação, 4 µg de plasmídeos totais (2 µg de vetor para expressão de 

pQC-IP-hKGA-V5 ou pQC-IP-hGAC-V5 e 2 µg de vetor de expressão de pcDNA-

hPKM2-Flag) em 150 µL de solução salina 0,9% foram adicionados a 12 µg de 

Polietilenimina (PEI) (Polysciences), e incubados com as células por 6 horas para 

a transfecção, com posterior troca do meio.  

Após 48h de transfecção, as células para os ensaios de Western Blot e co-

imunoprecipitação foram lavadas com PBS e lisadas com tampão de lise (25 mM 

Tris- HCl pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF em isopropanol, 2 mM β-Me; 10 µM 

leupeptina, 1 µM pepstatina) e o lisado centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos. 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo ensaio de Bradford. 

A transfecção para imunofluorescência e Duolink-PLA foi realizada 

utilizando-se 50 ng de cada um dos plasmídeos descritos acimas de interesse 

com 0,2 µl de Lipofectamine 2000 (Life Technologies), conforme instruções do 

fabricante. Após 6 horas o meio de cultura foi trocado e as células permaneceram 

em cultura por mais 48 horas. Posteriormente as células foram fixadas por 20 

minutos com paraformaldeído 4% para realização dos ensaios.  
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3.3.4 Co-Imunoprecipitação 
 

 
Para o ensaio de co-imunoprecipitação (Co-IP), 2x106 células MDA-MB-

231 foram plaqueadas em placa de 100 mm e cultivadas conforme descrito acima.  

Para análises em que houve a expressão de PKM2-flag e GAC-V5 ou KGA-

V5, a proteína A/G agarose (Santa Cruz Biotechnology) foi previamente cross-

linked com 1,4 μg do anticorpo anti-Flag tag mouse (Sigma-Aldrich #F1804) e anti-

V5 tag rabbit (EMD #AB3792), seguindo instruções do fabricante do Pierce 

Crosslinking IP KIT (ThermoFisher Scientific, #26147). Para análises de Co-IP 

endógeno das proteínas, a proteína A/G agarose foi cross-linked com 1,4 μg 

anticorpo anti-GLS rabbit (Abcam #ab156876) seguindo as mesmas condições. 

  A proteína A/G agarose cross-linked com os respectivos anticorpos foi 

incubada com 3000 µg de lisado celular total por 16 horas a 4oC sob agitação 

constante. Decorrido o período, a proteína A/G agarose foi lavada duas vezes com 

PBS após centrifugações a 1000 x g por 60 segundos. O sobrenadante foi 

descartado e as beads foram ressuspendidas em tampão de lise descrito acima 

seguido de adição de tampão Laemmli ao pellet. As amostras foram incubadas a 

95˚C por 5 minutos, aplicadas em SDS-PAGE 3- 15% e analisadas por Western 

Blot. 

 

3.3.5 Fracionamento Celular 
 
 

Para o ensaio, células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio DMEM 

completo, na ausência de glutamina ou de glicose até a confluência das células 

(aproximadamente 1x107 células) em placa de 150 mm. 

Posteriormente, as células foram removidas e fracionadas utilizando-se o 

kit comercial Qproteome Mitochondria Isolation Kit (Qiagen, #37612) seguindo as 

instruções do fabricante. As porções obtidas correspondentes a mitocôndria e 

citoplasma foram separadas e quantificadas pelo método de Bradford e 

analisadas por Western Blot. 

 

3.3.6 Western Blot 
 

Com a obtenção do lisado total celular e sua concentração de proteínas 
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total estimada, adicionou-se Laemmli Buffer a mesma seguido de 

homogeneização e aquecimento para desnaturação das proteínas. Para corrida, 

utilizou-se gel gradiente 3-15% de poliacrilamida em solução de Tris-glicina (25 

mM Tris base; 192 mM Glicina; 0,1% SDS).   

A transferência semi-seca das proteínas para uma membrana de 

transferência de Polivinilideno difluorido (PVDF) (GE Life Sciences) ativada em 

metanol e incubada em tampão de transferência (62,5 mM Tris base; 48 mM 

Glicina). Para o bloqueio da membrana com proteínas inespecíficas, a membrana 

foi incubada em 0,3% leite desnatado diluído em TBS-T (0,5% Tween 20; 137 mM 

NaCl; KCl 2,7 mM; 19 mM Tris base) por 1 hora, em temperatura ambiente, sob 

agitação. Em seguida, as membranas foram lavadas em triplicata com TBS-T a 

cada 5 minutos sob agitação. Posteriormente as membranas foram incubadas 

com os seus respectivos anticorpos primários por 12-16 horas, a 4˚C, sob 

agitação. Os anticorpos primários utilizados no ensaio, bem com suas respectivas 

diluições são apresentados na tabela abaixo. 

 

Tabela 4 Diluição dos anticorpos primários utilizados no ensaio de Westerm Blot. 

Anticorpo  Hospedeiro Diluição 

V5  Rabbit 1:2000 

Flag  Mouse 1:2000 

GLS  Rabbit 1:2000 

PKM2  Mouse 1:1000 

Vinculina  Mouse 1:5000 

 

  Após remoção do anticorpo primário, as membranas foram novamente 

lavadas com TBS-T por 3 vezes, em intervalos de 10 minutos, com posterior 

adição dos anticorpos secundário HRP (Horseradish peroxidase) específicos 

diluídos 1:1000 em TBS-T, e incubados por 2h, sob constante agitação, à 

temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas ao término da 

incubação e reveladas com solução de quimioluminescência SuperSignal West 

Pico (Pierce). 
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3.3.7 Imunofluorescência 
 
 

Oito mil células das linhagens PC3 e MDA-MB-231 foram plaqueadas em 

placa de 96 poços (Cell Carrier, Perkin Elmer) e incubadas overnight em estufa 

de 5% CO2, à 37˚C, para adesão das células e posterior transfecção com os 

respectivos plasmídeos como já mencionado. As células para análise de 

expressão endógena das proteínas foram mantidas em cultura sob as mesmas 

condições por 48h.  

Decorrido o tempo de cultivo, as células foram fixadas com 4% paraformaldeído 

(Sigma-Aldrich), por 10 minutos, em temperatura ambiente. As células foram 

então permeabilizadas com 0,2% Triton X-100 em PBS, bloqueadas com Image-

IT FX (Life Technologies, R37107) e incubadas com os respectivos anticorpos 

primários anti-Flag F1804 mouse (Sigma-Aldrich), anti-V5 rabbit (Life 

Technologies); anti-PKM2 mouse (Proteintech Group) e anti-GLS rabbit (Abcam) 

segundo recomendação do fabricante por 16 horas, a 4°C, sob agitação. 

Transcorrido o período, as células foram lavadas em triplicata com PBS e 

incubadas com o anticorpo secundário Alexa fluor 633 anti-mouse (Life 

Technologies) e Dylight 488 anti-rabbit (Life Technologies) por 2 horas, em 

temperatura ambiente, sob agitação. Após lavagem em triplicata com PBS, os 

núcleos foram corados com 300 nM DAPI (D9542, Sigma), por 5 minutos. As 

imagens foram adquiridas Operetta High-Content Imaging System (Perkin-Elmer) 

e analisadas no software Columbus™ (Perkin-Elmer). Os anticorpos utilizados 

com suas respectivas diluições são apresentados na tabela 5. 

 

Tabela 5 Diluição dos anticorpos utilizados no ensaio de Imunofluorescência. 

Anticorpo  Hospedeiro Diluição 

V5  Rabbit 1:2000 

Flag  Mouse 1:2000 

Alexa fluor-633  Mouse 1:500 

Alexa fluor-488  Rabbit 1:500 

GLS  Rabbit 1:1000 

PKM2  Mouse 1:1000 
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3.3.8 Duolink- Proximity Ligation Assay (PLA) 
 

Todos os passos de cultivo celular, transfecção, tratamento das células e 

marcação com os anticorpos primários para realização do ensaio de Duolink-PLA 

(Sigma Aldrich) foram realizados da mesma forma que para a imunofluorescência 

e posteriormente deu-se continuidade no experimento. 

O ensaio de Duolink-PLA permite a detecção da interação de proteínas em 

distância menor que 30 nm nas células. Os reagentes de imunoensaio Duolink 

são baseados em ensaios de ligação dependentes de proximidade in situ (PLA), 

identificando proteínas ou complexos de proteínas como sinais fluorescentes111–

113.  

Para a técnica, utilizam-se anticorpos primários de hospedeiros distintos 

para cada uma das proteínas de interesse. Sondas que atuam como anticorpos 

secundários (Probes Minus e Plus), contendo cadeias de DNA únicas são usadas 

como moldes para a hibridação de oligonucleotídeos ligados pela ação de uma 

enzima ligase para formar um molde circular dependente da proximidade das 

proteínas. Este molde, ainda ancorado ao anticorpo, é amplificado e detectado 

usando sondas de oligonucleotídeos complementares marcados. A detecção do 

sinal é realizada com um marcador fluorescente seguido de microscopia de 

fluorescência 111–113 (figura 14). 
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Figura 14. Ensaio de Duolink-PLA 
Dois anticorpos primários de espécies diferentes são usados para detectar as proteínas de 
interesse. Cada anticorpo secundário específico da espécie (cinza escuro e cinza claro, 
respectivamente) fornecido no kit Duolink-PLA possui uma fita de DNA curta exclusiva (linha 
preta). Quando os anticorpos secundários estão próximos, as cadeias de DNA podem 
interagir através de uma adição subsequente de dois outros oligonucleotídeos de DNA 
circular. Após a ligação enzimática, os dois oligonucleotídeos adicionados são amplificados 
usando uma polimerase. Após a reação de amplificação, sondas oligonucleotídicas 
complementares marcadas são adicionadas para destacar o produto formado (círculos 
vermelhos). Adaptado de Trifilieff e colaboradores, 2011113. 

 

As células previamente fixadas foram marcadas com os anticorpos 

primários por 16 horas a 4oC. Posteriormente, as células foram lavadas em 

triplicatas de 5 minutos com o Tampão de lavagem A.  

A placa foi então pré-aquecida por 30 minutos a 37oC e em seguida 

incubada com 40μL de mix das sondas Probe Anti-Mouse PLUS e Probe Anti-

Rabbit MINUS por 1 hora a 37oC. Decorrido o tempo, o mix foi removido, as células 

foram lavadas novamente Tampão de lavagem A e aos poços foram adicionados 

40μL de mix de ligação das sondas contendo a enzima ligase por 30 minutos a 

37oC.  

A solução de ligação foi então removida, os poços foram lavados três vezes 

com Tampão de lavagem A e incubados por 1h e 40 minutos a 37oC com 40μL de 

solução de amplificação contendo enzima polimerase. A partir desta etapa, os 

passos seguintes foram realizados protegidos da luz.  

A solução de amplificação foi removida, os poços foram lavados em 

duplicata com Tampão de lavagem B e posteriormente incubados com 40μL de 
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Staining Buffer 1X por 30 minutos a 37oC. Os poços foram lavados duas vezes 

com Tampão de lavagem A com seguinte adição de 40μL de solução anti-fade 

para aquisição das imagens.  

As imagens foram obtidas utilizando o módulo confocal Leica TSC SP8 do 

microscópio Leica DMI 6000. 
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4 Resultados 
 
 
 

4.1 Caracterização Bioquímica da Interação  
 
 

4.1.1 Expressão e Purificação das Proteínas  
 
 

As proteínas hKGA, mGAC, hPKM2 e as construções de GLS foram 

expressas de forma solúvel em E. coli, cepa Rosetta, em meio LB induzidas com 

0,5 μM de IPTG por 16 horas a 18oC. 

 A purificação das isoformas GAC (Figura 15 A) e KGA (Figura 15 B) foi 

realizada por meio da cromatografia de afinidade a metais quelados, seguida de 

cromatografia de troca aniônica e cromatografia de filtração em gel. Para a 

purificação de PKM2 foi realizada apenas a cromatografia de afinidade com 

posterior filtração em gel (Figura 15 C). O peso molecular esperado das 

construções de GAC (aa128-598) é 53,3 kDa, KGA (aa124-669) 60,1 kDa e PKM2 

(aa1-531) 59,6 kDa. O grau de pureza obtidos após as etapas de purificação é 

mostrado no gel SDS-PAGE 3-15% (Figura 15 D).  
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Figura 15. Purificação das proteínas GAC, KGA e PKM2. 
A expressão das proteínas foi realizada em E. coli, cepa Rosetta e purificadas de 5 L de 
cultura. Cromatograma da purificação de GAC (A) e KGA (B) por troca iônica e filtração em 
gel. (C) Cromatograma da purificação de PKM2 por filtração em gel. (D) Gel SDS-PAGE 3-
15% sumarizando as etapas de purificação. Peso molecular estimado das proteínas: GAC= 
53,3 kDa; KGA= 60,1 kDa; PKM2= 59,6 kDa. GF= Filtração em gel; L2= Lavagem com 20 
mM de Imidazol; Eluição 250 mM Imidazol; 2; TI= troca iônica; ACS= Sítio ativo catalítico; 
ISCD= Domínio de contato entre unidades; AS= Sítio de ligação do ativador alostérico; NLS= 
Sequência de localização nuclear. 

 
 

 As construções de glutaminase N-terminal + Domínio Catalítico (aa124-

550, 47.8 kDa); Domínio Catalítico + C-terminal (aa226-598, 30 kDa); N-terminal 

(aa124-220, 11 kDa); e C-terminal de GAC (aa530-598, 5.9 kDa) foram purificadas 

a partir de 3 L de cultura de E. coli, cepa Rosetta. Os cromatogramas são 

apresentados na figura 16.  
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Figura 16 Purificação das construções de glutaminase. 
A expressão das proteínas foi realizada em E. coli, cepa Rosetta e purificadas de 3 L de 
cultura. Cromatograma da purificação por filtração em gel de (A) Domínio Catalítico (aa221-
550, 37,8 kDa); (B) GAC Domínio Catalítico + C-Terminal (aa226-598, 30 kDa); (C) GLS N-
terminal (aa124-220, 11 kDa); (D) GLS C-terminal (aa530-598, 5,9 kDa); (E) Gel SDS-PAGE 
3-15% da purificação da construção Domínio Catalítico, (F) D-catalítico+C-Terminal e (G) 
Domínio C-terminal e N-terminal. As setas em vermelho indiciam a fração coletada 
correspondente à proteína de interesse. 
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4.1.2 Obtenção dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA 
 

 

Para obtenção dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA, após as etapas 

de purificação das proteínas de forma individual, as mesmas foram concentradas 

a 3 mg/mL cada e incubadas overnight a 4oC. Posteriormente foi realizada a 

cromatografia de filtração em gel para retirada de quaisquer resquícios de 

impurezas presentes nas amostras (Figura 17).  

 
 

 
Figura 17. Obtenção dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA. 
(A) Calibração da coluna com proteínas com pesos moleculares conhecidos. (B)Perfil de 
eluição de PKM2, GAC e PKM2+GAC e (C) perfil de eluição de PKM2, KGA e PKM2+KGA; 
(D) Curva de ajuste da calibração da coluna para cálculo da massa das proteínas; (E) Gel 
SDS-PAGE 3-15% da co-purificação de PKM2+GAC e PKM2+KGA. Massa (kDa) calculada 
a partir da curva de calibração da coluna: PKM2 263 kDa; GAC 203 kDa; KGA 235,9 kDa; 
PKM2+GAC 227,5 kDa; PKM2+KGA 235kDa; R2=0,9987. 

 

Os pesos moleculares dos monômeros de PKM2, GAC e KGA são 59.6 

kDa, 53.3 kDa e 60.1 kDa, respectivamente. De acordo com o perfil de eluição e 

o cálculo da massa pela curva de calibração da coluna (R2= 0,9987) utilizando 

proteínas com peso molecular conhecidos (figura 17 A), o peso molecular 

calculado de PKM2 foi de 263 kDa, de GAC 203 kDa, KGA 235.9 kDa indicando 

que as proteínas estavam em conformação tetramérica. Por sua vez os complexos 

apresentaram um perfil de eluição bastante similar ao das proteínas purificadas 

individualmente bem como sua massa, onde PKM2+GAC apresentou peso de 
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227,5 kDa (figura 17 A) e PKM2+KGA de 235 kDa (figura 17 B). Na figura 17 C 

pode ser observado que as proteínas eluíram em porções equivalentes, dado o 

perfil das bandas no gel. Há duas potenciais explicações para o fenômeno: ou os 

complexos formados foram desfeitos pela diluição das proteínas durante a 

passagem pela coluna, ou é possível que tenhamos heterotetrâmeros formados 

por dímeros de cada enzima. As massas esperadas para os heterotetrâmeros é 

de 225,8 kDa (PKM2+GAC) e 239,4 kDa (PKM2+KGA). 

 

4.1.3 Pull-Down 
 

 

Para a realização do pull-down, após a purificação de GAC foi realizada a 

clivagem da his-tag com trombina, enquanto PKM2 permaneceu fusionada com 

his-tag. No ensaio, foram utilizadas concentrações fixas de GAC e PKM2 em 

excesso molar de 1x, 2x e 5x. As variáveis 500 μM de F-1,6-BP, 20 mM Pi também 

foram introduzidas no ensaio (Figura 18). 

 

Figura 18. SDS PAGE do ensaio de Pull Down.  
Ensaio realizado com as proteínas PKM2 fusionada com cauda de histidina e GAC com his-
tag clivada. Proteínas foram incubadas em resina TALON por 16 horas e eluídas com 
250mM de imidazol. Os aditivos 500 μM de F-1,6-BP, 20mM Pi e foram introduzidos no 
ensaio para avaliar condições que poderiam alterar a interação das proteínas. 

 

Conforme observado na Figura 18 A, GAC interage de forma inespecífica 

com a resina visto que uma banda inespecífica está presente no controle de 

incubação da mesma sem cauda de his-tag com a resina. O excesso molar de 

PKM2 de 5x, parece dar indícios de uma banda de interação fraca entre 

PKM2+GAC (figura 18B). Na presença dos aditivos F-1,6-BP e Pi, não verificamos 

melhora no sinal de interação.  

Apesar dos esforços empregados, não conseguimos reproduzir os 
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resultados de pull-down obtidos nos experimentos prévios deste projeto. Uma 

potencial explicação é de que, nos ensaios anteriores, era utilizada uma fração de 

PKM2 eluída no void da coluna de gel filtração, não correspondente a espécies 

oligoméricas conhecidas da proteína. Esta população inespecífica também 

demonstrou ter maior afinidade por GAC nos ensaios de anisotropia de 

fluorescência.   No entanto, esta fração de PKM2 não foi mais observada nas 

purificações realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho, além de não 

haver relatos na literatura desta espécie oligomérica de PKM2 maior que um 

tetrâmero. Portanto, as condições iniciais que deram indício da interação por pull-

down não pudeream ser re-testadas e não pudemos concluir de forma clara 

através deste ensaio sobre como se dá a interação das proteínas. 

 

4.1.4 Anisotropia de Fluorescência 
 

 

Para confirmar a interação direta entre as proteínas e definir a constante 

de dissociação (Kd), bem como explorar condições que poderiam afetar a 

afinidade entre as mesmas, realizamos ensaios de anisotropia de fluorescência.  

Previamente à realização do ensaio, as construções GAC (aa128-598) e 

KGA (aa124-669) englobando os domínios N-terminal, Domínio Catalítico e C-

terminal, foram expressas de forma recombinante em E. coli Rosetta, purificadas 

e marcadas com FITC. A deleção dos primeiros aminoácidos na região N-terminal 

das enzimas se faz necessária por questões de estabilidade em condições de 

expressão em E. coli105.  

As proteínas previamente marcadas com FITC foram tituladas 

individualmente com PKM2 (aa1-531) concentrada até 740 µM. A reação foi 

incubada protegida da luz, em temperatura ambiente, seguida de leituras de 

anisotropia de fluorescência após 1 e 24 horas. O ensaio foi realizado na ausência 

e ou presença de 20 mM de Pi e 500 µM de F-1,6-BP para avaliar o possível efeito 

da ativação das enzimas na interação.  

Observamos que a afinidade de GAC por PKM2 é signifcamente 

influenciada pelo tempo de incubação das proteínas (Kd 1h= 19.8 (17.6- 22.2) μM 

e Kd 24h= 9.4 μM (8.4-10.7 μM) (p < 0,001), bem como pela presença do ativador 

alostérico de PKM2, F-1,6-BP (p < 0,0001), que também parece melhorar a 

interação das proteínas de maneira dependente do tempo (Kd 1h= 32.4 (24.2-44.1) 
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μM e Kd 24h= 5.8 (4.3-7.7 μM)) (p < 0,0001). Por sua vez, a adição de Pi, ativador 

de GLS, leva à perda da interação das proteínas, dado a formação de estruturas 

filamentares de GAC. (Kd 1h= 1.4x1019 μM e Kd 24h=3.1x1017 μM). Os resultados 

são sumarizados na Figura 19. 

 

 

Figura 19 Anisotropia de fluorescência de GAC marcada com FITC (aa128-598) 
titulada com PKM2. 
Ensaio realizado com 10 nM de GAC-FITC titulado com PKM2 concentrada a 740 µM na 
ausência ou presença de 500 µM de F-1,6-BP e 20 nm de Pi. As leituras de anisotropia de 
fluorescência foram realizadas após 1 e 24 horas de incubação a temperatura ambiente. Os 
valores de anisotropia foram plotados em função da concentração de PKM2 (escala 
logarítmica). (A) GAC na ausência dos aditivos, (B) na presença de 500 µM de F-1,6-BP e 
(C) 20 nm de Pi. (D) Valores de Kd representados no gráfico de barras mostram que há um 
aumento significativo na interação das proteínas de maneira dependente do tempo e da 
presença de F-1,6-BP. Análises estatísticas de ANOVA de uma via com post-teste de Tukey 
realizado no software GraphPad Prism 5. Valores de p< 0.05 foram considerados 
significantes. Valores de p < 0,001 (**) e p < 0,0001 (***). 
 

 
 

A titulação de PKM2 sobre  KGA por outro lado, revelou altos valores de 

Kd tanto em 1h quanto após 24 hs de incubação (Kd 1h= 7.6x107 e Kd 24h 1.4x1010), 
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o qual não foi melhorado com a co-incubação de F-1,6-BP (Figura 20). Tendo em 

vista estes resultados, não realizamos a mensuração da anisotropia de KGA e 

PKM2 com adição de Pi. 

 

Figura 20. Anisotropia de fluorescência de KGA (aa124-669) titulada com PKM2. 
Ensaio realizado com 10 nM de KGA-FITC titulado com PKM2 concentrada a 740 µM na 
ausência ou presença de 500 µM de F-1,6-BP. As leituras de anisotropia de fluorescência 
foram realizadas após 1 e 24 horas de incubação a temperatura ambiente. Os valores de 
anisotropia foram plotados em função da concentração de PKM2 (escala logarítmica) (A) na 
ausência e (B) na presença de 500 µM de F-1,6-BP. Dado os valores de Kd a interação de 
KGA e PKM2 não ocorre nas condições avaliadas.  

 

De posse dos resultados, realizamos a expressão, purificação e marcação 

com FITC das construções de GAC para elucidarmos regiões importantes para a 

interação com PKM2. As construções utilizadas foram: Domínio N-terminal + 

Domínio Catalítico (aa124-550), Domínio Catalítico (aa221-550) e N-terminal 

(aa124-220), bem como as regiões exclusivas Domínio Catalítico + C-terminal 

(aa226-598) e C-terminal de GAC (aa530-598) foram avaliadas (Figura 21). 
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Figura 21. Anisotropia de fluorescência das construções de GLS-FITC tituladas com 
PKM2. 
Ensaio realizado com 10 nM de cada construção titulada com PKM2 concentrada a 740 µM. As 
leituras de anisotropia de fluorescência foram realizadas após 1 e 24 horas de incubação a 
temperatura ambiente. Os valores de anisotropia foram plotados em função da concentração de 
PKM2 (escala logarítmica). (A) N-terminal + Domínio Catalítico (aa124-550); (B) Domínio 
Catalítico + C-terminal; (C) Domínio Catalítico (aa221-550); (D) N-terminal; (E) C-terminal GAC; 
(F) Compilado das construções analisadas. Em todos os casos houve diminuição dos valores de 
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Kd após 24 horas de incubação da reação. Os menores valores de Kd obtidos correspondem a 
construção Domínio Catalítico com p < 0,0001 (***) em relação as demais construções avaliadas. 
Análises estatísticas de ANOVA de uma via com post-teste de Tukey realizado no software 
GraphPad Prism 5. Valores de p< 0.05 foram considerados significantes. 
 

Todas as construções apresentaram diminuição significativa de Kd após 24 

horas de incubação da reação. Dentre as análises realizadas, a construção 

englobando apenas o Domínio Catalítico de GLS (aa221-550) apresentou os 

menores valores de Kd (Kd 1h = 1.4 (1.2-1.7 μM) e Kd 24h= 0.9 (0.8-1.1 μM)) (p < 

0,0001), revelando que a interação com PKM2 ocorre nesta região e é 

desfavorecida pela presença dos domínios N e C-terminal de GLS.  

A adição de 20 mM de Pi não levou a alterações na interação do D-

Catalítico com PKM2 (figura 22 A), o que provavelmente está relacionado ao fato 

de que apenas o D-Catalítico de GLS não formar espécies oligoméricas maiores 

filamentares na presença deste composto50. A presença de F-1,6-BP também não 

alterou os valores de Kd nos ensaios realizados (Figura 22 B). 

Para comprovarmos se a oligomerização do D-Catalítico não era 

influenciada por Pi, realizamos leituras de DLS desta construção na presença de 

20 mM deste composto. Conforme esperado, não obtivemos a formação das 

estruturas filamentares que são observadas quando adicionamos este ativador 

com GAC (figura 23). 

 

 
Figura 22. Anisotropia de fluorescência de Domínio Catalítico (aa221-550) titulada 
com PKM2. 
Ensaio realizado com 10 nM de D-Catalítico-FITC titulado com PKM2 concentrada a 740 µM 
na presença de (A) 20 mM Pi e (B) 500 µM de F-1,6-BP. As leituras de anisotropia de 
fluorescência foram realizadas após 1 e 24 horas de incubação a temperatura ambiente. 
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Figura 23. Ensaio de DLS do Domínio Catalítico de GLS.  
(A) Domínio Catalítico sem Pi (Raio= 1.8 nm) e (B) Domínio Catalítico (raio= 8.9 nm) com 
adição de 20 mM de Pi. O ensaio mostra que na presença de 20 mM de Pi não leva a 
formação de estruturas filamentares 

 

As construções N-terminal + D-catalítico, C-terminal + D-catalítico e 

domínio N-terminal apresentaram valores de Kd similares a construção mais 

completa compreendendo todos os domínios de GAC. Curiosamente ao 

avaliarmos somente o domínio C-terminal de GAC, os valores de Kd foram 

consideravelmente maiores em relação as demais construções analisadas, 

indicando que esta região por si não é capaz de promover a interação com PKM2. 

Os valores de Kd obtidos entre ensaios independentes (apresentados com média 

e desvio padrão (SD)) estão sumarizados na tabela 6. 
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Tabela 6. Valores de Kd obtidos nos ensaios de anisotropia de fluorescência entre ensaios 
independentes. 

 

                                                 Valores de Kd (µM) 
Construção 

1h  (Média ± SD) 
 

24 h (Média ± SD) 
 

 
 
GAC (aa128-603) 15,2  ± 6,16 7,2 ± 2,9 
 
 
N-term + DCat (aa124-550) 19,6 ± 0,55 11,23 ±  0,35 
 
 
DCat + C-term (aa226-598) 14,13 ±  1,25 6,1 ±  0,4 
 
 
Dcat (aa221-550) 2,5 ±  1,45 1,7 ±  2,2 
 
 
N-term (aa124-220) 16,5 ±  2,2 10,3 ±  1,7 
 
 
C-term GAC (aa530-598) 153,2 ±  46 73,1 ±  21,11 

 

 

4.1.5 SEC-MALS 
 

Com o objetivo de avaliar o estado de oligomerização e estequiometria do 

complexo GAC/KGA + PKM2, e aditivos que poderiam influenciar neste fenômeno, 

empregamos a técnica de SEC-MALS.  As proteínas foram injetadas na coluna 

em concentração de 50 µM após 1 hora de incubação na presença ou ausência 

de compostos conhecidos por modularem seu estado oligomérico e atividade. 

Através do ensaio observamos que PKM2 (figura 24 A) apresentava um 

perfil com massa correspondente a tetrâmeros da proteína em solução (235 kDa), 

enquanto que GAC e KGA (figura 24 A) mostraram uma massa molar 

intermediária entre dímeros e tetrâmeros das proteínas. 
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Figura 24. Ensaio de SEC-MALS de PKM2, GAC e KGA.  
(A) SEC-MALS das proteínas individuais mostrou que GAC e KGA eluíram em massas 
intermediárias entre dímeros e tetrâmeros (167 kDa e 197 kDa, respectivamente), enquanto 
que PKM2 apresentou perfil correspondente a população tetramérica (235 kDa). (B) A 
incubação de PKM2+GAC levou a formação de um perfil intermediário entre as duas 
proteínas (210 kDa), assim como a incubação de (C) PKM2+ KGA (214 kDa). Não 
observamos o perfil claro de uma população diferencial que desses indícios da formação do 
complexo com o ensaio. 

 

A incubação de PKM2 com GAC ou KGA (figura 24 B e 24 C, 

respectivamente) levou a tamanhos intermediários de massa que podem significar 

tanto uma mistura de homotetrâmeros das proteínas ou até a formação de 

heterotetrâmeros, não sendo possível, assim, concluir se houve interação e qual 

seria a massa do complexo.  

Como já colocado, as proteínas possuem massa molecular semelhante, o 

que neste caso, pode ter inviabilizado a técnica. Além disto, fatores limitantes 

como a sensibilidade técnica, bem como a resolução da coluna, podem ter 

impedido a visualização da formação de um perfil diferencial claro correspondente 

a formação do complexo das proteínas.  

A incubação das proteínas com aditivos que pudessem estabilizar o 

complexo também mostrou um perfil intermediário de massa entre as populações 
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das respectivas proteínas. Os principais resultados obtidos são sumarizados na 

tabela 7. 

 

Tabela 7. Principais resultados obtidos no ensaio de SEC-MALS. 

Aditivos Concentração  

Amostras (kDa) 
 

PKM2 
 

GAC 
 

KGA 
 

PKM2+GAC 
 

PKM2+KGA 
 

Controle 
 

- 234.9 167.4 197.4 210.4 214.1 

BPTES 
 

10 µM - 182.0 223.7 228.3 235.1 

DMSO 
 

1% - 171.8 204.4 206.8 222.9 

F-1,6-BP 
 

500 µM 241.9 - - 207.9 209.5 

Piruvato 
 

2 mM 228.0 - - 212.8 223.5 

PEP 
 

5 mM 250.4 - - 232.8 242.7 

ADP 
 

2 mM 232.9 - - 252.7 289.6 

ATP 
 

2 mM 234.1 - - 211.1 225.6 

MgCl2 

 
10 mM 232.9 - - 210.9 223.7 

KCl 
 

10 mM 230.4 - - 209.6 224 

Pi 
 

20mM - 181.4 229.2 188.1 234.1 

 

Mesmo na presença de Pi não obtivemos a formação dos polímeros de 

GAC e KGA (dado a baixa massa observada nas análises), o que pode estar 

atrelado ao fato de que as mesmas estavam purificadas e armazenadas em 

tampão em alta concentração de NaCl, o que observamos ser um inibidor da 

formação das estruturas filamentares de GLS.  

 

4.1.6 Dynamic Light Scattering 
 

Com a técnica de DLS esperávamos inferir sobre a formação e tamanho 

dos complexos. Para tanto, foram realizadas leituras das proteínas em solução de 

forma individual e dos complexos PKM2+GAC e PKM2+KGA, como 

esquematizado na figura 25. 
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Figura 25. Ensaio de DLS das proteínas individuais e dos complexos PKM2 + GAC e 
PKM2 + KGA. 
Ensaio realizado com 1 mg/mL de cada proteína (A) PKM2; (B) GAC; (C) KGA; (D) PKM2 + 
GAC; (E) PKM2 + KGA. 

 

Os resultados obtidos mostram que os complexos possuem tamanho (raio 

em nm) semelhantes ao das proteínas de forma isolada, as quais são compatíveis 

a tetrâmero, onde PKM2 apresenta raio de 5.6 nm; GAC = 5.4 nm; KGA = 6.7 nm; 

PKM2 + GAC = 4.9 nm; e PKM2 + KGA = 6.2 nm; não sendo possível concluir 

através deste ensaio se houve formação do complexo. Os resultados são 

sumarizados na tabela 8 e apresentados como média e desvio padrão das leituras 

realizadas. 
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Tabela 8. Principais resultados obtidos no ensaio de DLS. 

 

Amostra Raio ± SD (nm) 

 
GAC 

 
5.8 ± 0.3 

 
KGA 

 
6.7 ± 0.2 

 
PKM2 

 
6.30 ± 0.5 

 
GAC + Pi 

 
125.4 ± 40.8 

 
PKM2 + Pi 

 
8.33 ± 2.9  

GAC+ F-1,6-BP 
 

5.6 ± 0.01 
 

PKM2 + F-1,6-BP 5.9 ± 0.4 
 
GAC + PKM2 

 
6.5 ± 0.6 

 
KGA + PKM2 

 
6.1 ± 0.2 

 
GAC + PKM2 + Pi 

 
157.6 ± 54.5 

 
PKM2 + GAC + F-1,6-BP 

 
6.4 ± 0.9  

 

Para avaliarmos se a presença do ativador de GLS, Pi, e de PKM2, F-1,6-

BP, afetam na estabilidade dos complexos, realizamos o ensaio na presença 

destes compostos, com incubação prévia de 1 hora a temperatura ambiente antes 

das leituras.  

Como mostrado na figura 26, a presença de Pi leva a formação de 

estruturas oligoméricas de GAC maiores com aumento do tamanho do raio para 

65 nm. No entanto, este composto não afeta PKM2, mantendo raio similar ao da 

proteína isolada (6.4 nm). Quanto ao complexo, não a houve formação de um pico 

diferencial que evidencie a interação das proteínas, o que era esperado, uma vez 

que mostramos que Pi aumenta o Kd da interação. Da mesma forma, a incubação 

com F-1,6-BP também não deu indícios que salientassem a formação do 

complexo PKM2+GAC (Tabela 8). 
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Figura 26. Ensaio de DLS de PKM2+GAC na presença dos aditivos F-1,6-BP e Pi. 
Ensaio realizado com 1 mg/mL incubados por 1 hora a temperatura ambiente na presença 
de 20 mM de Pi e 500 µM de F-1,6-BP. (A) GAC + Pi; (B) PKM2 + Pi; (C) PKM2 + GAC + 
Pi; (D) PKM2 + F-1,6-BP; (E) PKM2 + GAC + F-1,6-BP. 

 

 

4.1.7 Atividade Enzimática 
 

 
Realizamos ensaio de atividade enzimática de GAC na presença ou 

ausência de PKM2 em excesso molar crescente, a fim de inferirmos se esta 

proteína exerce influência na atividade glutaminolítica de GLS visto os ensaios de 

anisotropia de fluorescência que dão indícios de a interação ocorrer neste 

domínio.  

Avaliamos ainda se PKM2 + GAC na presença de 500 μM F-1,6-BP leva a 

alterações na atividade GLS.  O ensaio foi determinado pelo ensaio de atividade 

mensurada de forma indireta pela redução de NAD+ a NADH, através da leitura 

de absorbância em 340 nm, conforme protocolo já estabelecido por nosso grupo41. 

Os valores de velocidade inicial da reação (NADH, pmol x s-1) são apresentados 

na Figura 27. 
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Figura 27. Atividade enzimática de GAC na presença de PKM2 
Atividade de GAC definida por ensaio acoplado a GDH mensurada de forma indireta pela 
redução de NAD+ a NADH conforme estabelecido pelo grupo. Os valores de velocidade 
máxima da reação (NADH, pmol x s-1). Ensaio realizado em concentrações crescentes de 
PKM2 de 10, 25, 50, 100 e 200 nm na ausência ou presença de 500 µM de F-1,6-BP. Não 
houve aumento significativo na atividade de GAC em presença de PKM2 (p > 0.05). Análises 
estatísticas de ANOVA de uma via com post-teste de Tukey realizado no software GraphPad 
Prism 5. Valores de p < 0.05 foram considerados significantes. 

 

Com o aumento da concentração de PKM2 há um ligeiro, porém, não 

significativo aumento da atividade enzimática de GAC, como pode ser observado 

pela formação do subproduto da reação NADH (pmol). A adição de F-1,6-BP 

também não demonstrou exercer ação sobre o perfil de atividade GLS. 

 Os resultados obtidos foram plotados considerando-se GAC sozinha 

(PKM2 0 nM) como 100% de atividade, o perfil de ativação da mesma na presença 

de PKM2 com ou sem F-1,6-BP foi traçado a partir do slope da curva de formação 

de NADH (pmol) para melhor visualização dos dados (figura 27).  

Não houve aumento significativo (p > 0.05) em todos os cenários avaliados.  

Uma vez que a presença do ativador de GLS, Pi, leva a perda da interação entre 

GAC e PKM2, a elucidação do papel de PKM2 na atividade de GLS fica 

prejudicada. 
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Figura 28. Taxa de ativação (%) da atividade de GAC por PKM2. 
Atividade de GAC definida por ensaio acoplado a GDH mensurada de forma indireta pela 
redução de NAD+ a NADH conforme estabelecido pelo grupo. Ensaio realizado em 
concentrações crescentes de PKM2 de 10, 25, 50, 100 e 200 nm na ausência (A) ou 
presença de 500 µM de F-1,6-BP (B). Análises estatísticas de ANOVA de uma via com post-
teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism 5. Valores de p < 0.05 foram 
considerados significantes. ns: não significante. 

 

Para compreendermos o papel da interação na atividade das enzimas, 

realizamos ainda o ensaio de atividade de PKM2 através do kit comercial Pyruvate 

Kinase Assay (Sigma Aldrich). Neste ensaio mantivemos fixa a concentração de 

PKM2 em 0,6 μM e variamos a concentração de GAC em 0,1 μM, 0,3 μM, 0,6 μM, 

1,2 μM e 2,4 μM. Os principais resultados obtidos estão sumarizados na figura 29. 

 

Figura 29. Atividade enzimática de 
PKM2. 
Ensaio realizado com o kit comercial 
Pyruvate Kinase Assay (Sigma Aldrich) 
fixando-se 0,6 μM de PKM2 para as 
leituras e com concentrações crescentes 
de GAC de 0,1 μM, 0,3 μM, 0,6 μM, 1,2 
μM e 2,4 μM. Como controle foram 
realizadas leituras somente de GAC (0,6 
μM) e PKM2 (0,6 μM). O aumento da 
concentração de GAC leva a perda da 
atividade PKM2. Análises estatísticas de 
ANOVA de uma via com post-teste de 
Tukey realizado no software GraphPad 
Prism 5. Valores de p < 0.05 foram 
considerados significantes. Para p < 0,01 
(*) p < 0,001 (**); p < 0,0001 (***). 

 
 

Enquanto que concentrações sub- e estequiométricas de GAC sobre PKM2 

levam a diminuição da atividade de PKM2, a incubação de GAC em excesso molar 
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de 2-4X levou a perda da atividade de PKM2, dado o perfil na formação de 

piruvato. Apesar de promissores e mostrarem um papel inédito de GAC na 

regulação na via glicolítica pela inativação de PKM2, os ensaios cinéticos 

precisam ser realizados com maior profundidade para compreendermos como 

GAC modula a atividade de PKM2.  

 

4.1.8 Espectrometria de Massas 
 

A fim de elucidar regiões importantes para a interação das proteínas, 

realizamos um estudo de crosslinking pelo agente DSS, seguido de tripsinização 

e análise por espectrometria de massas.  

As proteínas, GAC e PKM2 previamente purificadas foram submetidas a 

crosslinking químico (isoladamente ou em combinação) em diferentes 

concentrações de DSS e posteriormente aplicadas em gel de acrilamida 10% para 

avaliarmos bandas a serem submetidas ao experimento (Figura 30). 

 
 

Figura 30. Eletroforese do crosslinking químico das proteínas com DSS para 
espectrometria de massas. 
Gel desnaturante de poliacrilamida (10%) da reação de crosslinking de GAC com o parceiro 
de interação PKM2. Em vermelho estão destacadas as bandas enviadas para análises de 
espectrometria de massas. (A) Gel com mGAC controle (17 μM) amostras com DSS entre 
0,2 e 0,25 mM; (B) Gel com PKM2 controle (17 μM) amostras com DSS entre 0,5 e 1 mM; 
e (C) Gel com mGAC controle mGAC+PKM2 controle (17 μM cada) amostras com DSS 
entre 1,25 e 1,5 mM. MW: GAC sem his-tag 52,9 kDa; PKM2 + his-tag: 61,5 kDa; PKM2 his-
tag + GAC sem his-tag: 114,4 kDa.  Concentração de DSS crescente. 

 
 

Apesar de não termos identificado nenhuma banda evidentemente 

diferencial entre as condições PKM2 e GAC passadas por crosslinking sozinhas 

ou em complexo, recortamos quatro porções do gel na condição GAC + PKM2 

0,25 mM e 0,5 mM de DSS, três frações em 1 mM de DSS e duas 1,25 mM e 1,5 

mM de DSS. Todas as frações removidas apresentavam tamanho acima de 100 
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kDa. As proteínas das bandas foram extraídas e analisadas por espectrometria de 

massas conforme descrito na metodologia. 

Como pode ser observado no gel, a incubação PKM2 e GAC tanto 

individuais, quanto em conjunto com DSS leva ao aumento da massa molecular 

das moléculas. Após as análises por massas, foi observado que os espectros com 

boa anotação indicavam o crosslinking intra-cadeias, podendo ser cadeias da 

mesma proteína ou na mesma proteína, compreendendo a maior parte das 

identificações obtidas.  

As anotações para o crosslinking intercadeia de possíveis complexos entre 

PKM2 e GAC apresentou espectros de qualidade insatisfatória e nenhum peptídeo 

que indicasse o crosslinkinging entre lisinas de GAC com as de PKM2 

(heteropeptídeo) foi identificado, tendo sido somente homopeptídeos identificados 

(dados não mostrados). Limitações associadas a capacidade do DSS de unir as 

lisinas inter-cadeia dessas proteínas podem estar associadas aos resultados 

obtidos, e mais experimentos exploratórios utilizando aditivos que possam auxiliar 

na interação das proteínas são necessários.  

 

4.1.9 Ensaios de cristalização e difração de raios-X 
 

Conforme mencionado na metodologia, diversas condições e kits foram 

testados no ensaio de cristalização das proteínas, e após diversas tentativas, 

obtivemos cristais em diferentes parâmetros avaliados.  

Como critério de exclusão, eliminamos os cristais das condições de 

cristalização já estabelecidas de GAC (3SS341), KGA (5JYP114) e PKM2 (1T5A81) 

de forma individual, conforme encontrado em busca no Protein Data Bank (PDB). 

Os cristais obtidos nas condições exclusivas para PKM2+GAC ou PKM2+KGA 

foram considerados como promissores. Na Tabela 9 e 10 são apresentadas as 

condições de cristalização dos screenings do complexo PKM2+GAC e 

PKM2+KGA, respectivamente. 
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Tabela 9. Condições de cristalização do screening do complexo PKM2+GAC. 

Kit Posição Composição 

Morpheus® HT-96 

MD1-47 

B6 

0.09 M de Halogênios (0.3 M Fluoreto de sódio; 0.3M 

Brometo de sódio; 0.3M Iodeto de sódio); 0.1 M Buffer 

System 2 pH 7.5 (1.0 M HEPES; MOPS) 50 % v/v Mix 

Precipitante 2 (40% v/v Etilenoglicol; 20 % w/v PEG 8000) 

D10 

0.12 M Álcoois (0.2M 1,6-Hexanediol; 0.2M 1-Butanol; 

0.2M 1,2-Propanediol; 0.2M 2-Propanol; 0.2M 1,4-

Butanediol; 0.2M 1,3-Propanediol ) 0.1 M Buffer System 

3 pH 8.5 (1.0 M Tris-base; BICINE) 50 % v/v Mix 

Precipitante 2 (40% v/v Etilenoglicol; 20 % w/v PEG 8000) 

H3 

0,1 M aminoácidos (0.2M DL- Ácido glutâmico 

monohidratado; 0.2M DL-Alanina; 0.2M Glicina; 0.2M DL-

Lisina monohidroclorido; 0.2M DL-Serina); 0,1 M Buffer 

System 1 pH 6,5 (Imidazol, MES ácido monohidratado); 

30% v/v Mix precipitante 3 (40% v/v glicerol; 20% w/v 

PEG 4000 

INDEX HT  

D6 0.1 M BIS-TRIS pH 5.5, 25% w/v PEG 3350 

D7 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5, 25% w/v PEG 3350 

G1 0.2 M NaCl, 0.1 M Tris pH 8.5, 25% w/v PEG 3350 

H11 0.1 M Tiocianato de potássio, 30% w/v PEG 2000 

JCSG+ HT-96  
B4 0.1 M HEPES pH 7.5 10 % w/v PEG 8000 

B6 0.1 M Fosfato-Citrato pH 4.2 40 % v/v Etanol 

 

The BCS Screen 

HT-96 MD1–105  

A12 0.1 M MES pH 6.5 22 % v/v PEG Smear Broad 

C6 
0.15 M Acetato de amônio; 0.1 M Citrato de sódio pH 5.0 

15 % v/v PEG Smear High 

 

 

Tabela 10. Condições de cristalização do screening do complexo PKM2+KGA. 

Kit Posição Composição 

Morpheus® HT-96 

MD1-47  
B5 

0.09 M Halogênios (0.3 M Nitrato de sódio, 0.3 M Fosfato 

dissódico, 0.3M Sulfato de amônio); 0.1 M Buffer System 

2 pH 7.5 (1 M HEPES; MOPS); 50 % v/v Mix Precipitante 

1  (40% v/v PEG 500* MME; 20 % w/v PEG 2000) 
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B9 

0.09 M de Halogênios (0.3 M Fluoreto de sódio; 0.3M 

Brometo de sódio; 0.3M Iodeto de sódio); 0.1 M Buffer 

System 3 pH 8.5 (1.0M pH 8.5 Tris-base; BICINE); 50 % 

v/v Mix Precipitante 1  (40% v/v PEG 500* MME; 20 % 

w/v PEG 2000) 

F5 

0.12 M Monossacarídeo (0.2M D-Glicose; 0.2M D-

Manose; 0.2M D-Galactose; 0.2M L-Fucose; 0.2M D-

Xilose; 0.2M N-Acetilglicosamina) 0.1 M Buffer System 2 

pH 7.5 (1 M HEPES; MOPS); 50 % v/v Mix Precipitante 1  

(40% v/v PEG 500* MME; 20 % w/v PEG 2000) 

INDEX HT  

G3 
0.2 M Sulfato de Lítio, 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5, 25% w/v 

PEG 3350 

G5 
0.2 M Sulfato de Lítio, 0.1 M BIS-TRIS pH 8.5, 25% w/v 

PEG 3350 

 

Um dos cristais do complexo PKM2+GAC (Figura 31), obtido na condição 

H3 do kit de cristalização Morpheus® HT-96 MD1-47 (Tabela 8) em parceria com 

o Laboratório Multiusuário de Cristalografia Estrutural, IFSC-USP, foi enviado para 

o Síncontron de SOLEIL, França, para coleta de dados, em colaboração com o 

Dr. Humberto Pereira, IFSC-USP. Os dados foram processados no programa Xia2 

disponível na linha e escalonados no programa AIMLESS. 

 
 
Figura 31. Cristais obtidos da condição PKM2+GAC nas diferentes condições 
avaliadas. 
(A) Cristais bidimensionais (“placas”); (B) Cristais unidimensionais (“agulhas”). Dentre os 
cristais obtidos, apenas um apresentou padrão de difração, e após processamento dos 
dados, confirmamos que haviam sido formados apenas cristais de GAC em uma condição 
até então não reportada dimérica. 

 

O cristal difratou até ~3.8 Å em novo processamento a resolução foi 
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estendida para 3.1 Å; a estrutura foi resolvida em colaboração com o Dr. André 

Ambrosio, e mostrou conter somente GAC, em uma organização cristalina inédita 

de dímeros. Desta forma, levantamos a hipótese de que a presença de PKM2 

possa ter levado a dimerização de GAC nas condições avaliadas para formação 

dos cristais. Novos screenings das condições de cristalização em que obtivemos 

este cristal e maior refinamento dos dados são necessários para inferirmos sobre 

a estrutura de GAC obtida no ensaio. 

Apesar de ambas proteínas já terem sua estrutura resolvida e depositada 

PDB e dos esforços empregados, não obtivemos sucesso na obtenção de uma 

condição em que houvesse a formação de cristais do complexo PKM2+GAC.  Os 

principais dados obtidos conforme processamentos realizados estão sumarizados 

na tabela 11.  

 
Tabela 11. Dados obtidos da difração do cristal. 

Grupo Espacial P 2 2 21 

Dimensões das células unitárias A= 149.2260 b= 107.8275 c= 146.7319 

Resolução 150-3.8 Å (3.9- 3.8) 

Intensidade I/ Sigma (I) 4.2 (2.0) 

CC1/2 0.99 (0.93) 

Completeza 97 (97) 

Multiplicidade 2.4 (2.4) 

 
 
 

4.1.10 Microscopia Eletrônica de Partículas Únicas com 
Contraste Negativo 

 

Investimos ainda em microscopia eletrônica de partículas únicas com 

contraste negativo (NS-TEM) para detectar e caracterizar o complexo entre as 

proteínas PKM2 e GAC. Para tanto, as enzimas purificadas individualmente, 

(Figura 32 e 33, respectivamente) ou em complexo, (Figura 34) foram 

contrastadas com 2% de acetato de uranila e analisadas. O perfil populacional 

representativo de cada amostra, bem como a distribuição de frequência de 

tamanho das partículas foram avaliados no software Image J manualmente 

(devido ao background das grids) e são apresentados nas imagens a seguir. 
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Figura 32. Microscopia eletrônica de partículas únicas com contraste negativo e 
frequência de distribuição de PKM2. 
Partículas de PKM2 (A) com destaque para área com população representativa do perfil 
observado (B) e (C) gráfico de distribuição das populações analisadas. Diâmetro médio de 
12.9 nm (SD ± 3.4 nm) de 526 partículas analisadas. Imagens em escala de 100 nm. 
Imagens coletas com 2% de acetato de uranila e avaliadas no software Image J. 
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Figura 33. Microscopia eletrônica de partículas únicas com contraste negativo e 
frequência de distribuição de GAC. 
Partículas de GAC (A) com destaque para área com população representativa do perfil 
observado (B) e (C) gráfico de distribuição das populações analisadas. Diâmetro médio de 
11.1 nm (SD ± 3.1 nm) de 764 partículas analisadas. Imagens em escala de 100 nm. 
Imagens coletas com 2% de acetato de uranila e avaliadas no software Image J.  
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Figura 34. Microscopia eletrônica de partículas únicas com contraste negativo e 
frequência de distribuição do complexo PKM2+GAC.   
Partículas de PKM2+GAC (A) com destaque para área com população representativa do 
perfil observado (B) e (C) gráfico de distribuição das populações analisadas. Diâmetro médio 
de 13.2 nm (SD ± 4.4 nm) de 409 partículas analisadas. Imagens em escala de 100 nm. 
Para montagem das grids e aquisição das imagens, as proteínas purificadas foram 
incubadas em concentração equimolares por 24 horas e posteriormente submetidas a nova 
etapa de filtração em gel no dia da coleta. Foi observado uma população diferencial de 
partículas que dão indícios da formação do complexo (Partículas sinalizadas em círculos 
em amarelo). Imagens coletas com 2% de acetato de uranila e avaliadas no software Image 
J. 
 

 

Dado as estruturas cristalográficas conhecidas das proteínas (PDB Ids 

3SS3 para GAC41 e 1T5A para PKM281), mensuramos manualmente o diâmetro 

máximo dos dímeros e tetrâmeros usando o programa Pymol, obtendo os valores 

de 8,31 nm e 15,34 nm para GAC e 10,54nm e 12,61 nm para PKM2, 

respectivamente.  

Com as imagens obtidas por microscopia eletrônica, avaliamos 526 

partículas de PKM2 (Figura 32) que apresentaram diâmetro médio de 12.9nm 

(desvio padrão de 3.4), correspondendo ao tamanho esperado de um tetrâmero 
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desta proteína, apesar de não termos inserido nenhum aditivo que levasse a 

estabilização deste estado oligomérico69. Em relação a GAC, analisamos cerca 

de 764 partículas (Figura 33) com um diâmetro médio de 11.1 nm (desvio padrão 

de 3.1), o que nos leva a crer que havia a presença de populações diméricas e 

tetraméricas desta proteína nas grids. 

 Como mostrado nos gráficos de distribuição (Figura 32 C e  33 C), em 

ambos os casos há a presença de partículas de diferentes tamanhos nas grids, o 

que se deve  a transição dímero/tetrâmero de GAC e PKM2 em solução, a qual é 

factível e já reportada por outros autores 51,85. 

Ao explorarmos as imagens da combinação PKM2+GAC (Figura 34), 

encontramos cerca 402 partículas, as quais apresentaram um tamanho médio de 

13.2 nm (desvio padrão de 4.4 nm). Além do aumento da área das partículas, 

como mostrado no gráfico de frequência (Figura 34 C), notamos ainda que havia 

a formação de uma estrutura diferencial (Figura 35), com cerca de 23.7 nm (desvio 

padrão de 3.9 nm) até então não observada nas amostras das proteínas 

individuais, as quais atribuímos ao complexo.  

 

 

Figura 35. Partículas visualizadas por microscopia eletrônica de partículas únicas 
com contraste negativo quando amostras do complexo PKM2+GAC foram avaliadas. 
População diferencial de PKM2+GAC com tamanho médio de 23.7 nm (SD ± 3.9 nm) com 
perfil conservado da junção de uma partícula menor com cerca de 9 nm a uma estrutura 
maior com 13 nm. Imagens em escala de 100nm. Imagens coletas com 2% de acetato de 
uranila e avaliadas no software Image J. 

 

O perfil desta partícula diferencial mostrou-se conservado, sendo formado 

pela junção de uma unidade menor de cerca de 9 nm a outra maior de 13 nm. 

Apesar do entusiasmo desta descoberta, a frequência em que observamos esta 

população foi baixa, compreendendo apenas cerca de 5,7% da população total 

encontrada. 
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Por conseguinte, para tentarmos aumentar a taxa desta partícula 

diferencial atribuída ao complexo de PKM2+GAC, realizamos novas análises na 

presença de 500 µM de F-1,6-BP (Figura 36), pautados nos experimentos de 

anisotropia de fluorescência que deu indícios de que este agente contribui para a 

interação das proteínas. 

 

 
 
Figura 36. Microscopia eletrônica de partículas únicas com contraste negativo e 
frequência de distribuição do complexo PKM2+GAC na presença de F-1,6-BP.   
Partículas de PKM2+GAC+F-1,6-BP (A) com destaque para área com população 
representativa do perfil observado (B) e (C) gráfico de distribuição das populações 
analisadas. Diâmetro médio de 17.4 nm (SD ± 6.7 nm) de 474 partículas analisadas. 
Imagens em escala de 100nm. Análises realizadas com 2% de acetato de uranila e 
processadas no software Image J. Para montagem das grids e aquisição das imagens, as 
proteínas purificadas foram incubadas em concentração equimolares na presença de 500 
µM de F-1,6-BP por 24 horas e posteriormente submetidas a nova etapa de filtração em gel 
no dia da coleta. Foi observado um aumento da população diferencial de partículas que dão 
indícios da formação do complexo ser favorecida pela presença de F-1,6-BP.  
 
 
 

Nas análises de PKM2+GAC na presença de F-1,6-BP foram encontradas 

474 partículas variadas com tamanho médio de 17.4 nm (desvio padrão de 6.4 
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nm). Destas, 262 apresentaram comportamento semelhante ao observado 

previamente nas grids de PKM2+GAC sem aditivos, compreendendo 55,3% do 

perfil populacional. Novamente, esta estrutura apresentou um padrão onde uma 

unidade menor de aproximadamente 9.5 nm (desvio padrão de 2.1 nm) estava 

associada a uma outra maior com 12.5 nm (desvio padrão de 2.7 nm).  

Na Figura 37 são sumarizados os perfis de tamanho das partículas de todas 

as grids e condições avaliadas. As populações foram categorizadas em relação 

ao perfil esperado para monômero, dímero e tetrâmero com base nas estruturas 

cristalográficas das proteínas e perfil não esperado, atribuído a formação do 

complexo PKM2+GAC. 

 

Figura 37. Perfil em tamanho (nm) das populações de partículas encontradas nas 
grids de Microscopia Eletrônica. 
Nas grids PKM2 e GAC foram observados a presença majoritária de partículas com tamanho 
esperado para dímeros e tetrâmeros com uma pequena fração de partículas em tamanho 
superior ao esperado. A incubação das proteínas levou a formação de um perfil diferencial 
em tamanho (nm) que foi aumentado com a adição de F-,16-BP dando indícios da formação 
do complexo PKM2+GAC. Amostras categorizadas em tamanho baseado na estrutura 
cristalográfica de PKM2 (1T5A) e GAC (3SS3) depositadas no PDB.  

 
 

De posse das informações obtidas do perfil diferencial encontrado que dá 

indícios da interação entre PKM2+GAC e com base nas estruturas cristalográficas 

das respectivas proteínas, propomos um modelo representativo do possível 
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complexo realizado no software Pymol (Figura 38). O modelo proposto é apenas 

ilustrativo, sendo necessários aprofundarmos os achados das estruturas 

diferenciais através dos ensaios de Cryo-EM. 

 

 
Figura 38. Modelo representativo proposto com base no perfil diferencial encontrado 
do complexo PKM2+GAC e na estrutura cristalográfica das proteínas. 
(A) Perfil populacional de partículas diferenciais encontradas nas grids de PKM2+GAC. (B) 
Estrutura tridimensional do modelo cristalográfico do tetrâmero de GAC (PDB 3SS3) e 
PKM2 (PDB 1T5A). (C) Proposição de arranjo aleatório de superfície entre tetrâmeros de 
GAC e PKM2 (representados por ribbons), feito de maneira visual, utilizando o software 
Pymol. (D) Representação da associação entre as proteínas em superfície (acima) e (E) 
projeção 2D do modelo proposto do complexo relizada no software CryoSPARC. A rotação 
das moléculas e seu arranjo espacial aleatório nas grids podem contribuir para a formação 
do perfil observado. 
 

 

4.2 Caracterização Celular da Interação  
 

 
4.2.1 Análise da expressão de GLS e PKM2  
 

Com o objetivo de estabelecer um modelo celular de estudo da interação, 

avaliamos a expressão de PKM2, GAC e KGA em linhagens de câncer de mama 

por qPCR e Western Blot.  

 Para o ensaio de qPCR, avaliamos a expressão relativa do mRNA de 

PKM2, GAC e KGA e PKM2 (Figura 39 A, B e C, respectivamente) em MCF7, 

MDA-MB-468, MDA-MB-231, HCC1806, Hs578T, ZR-75-1 e MDA-MB-157. 

Utilizamos a linhagem MCF7 como calibrador, dado que esta é conhecida por ter 

alta expressão de PKM2115. Para Western Blot foram usadas as linhagens 

MCF10A, MCF7, SKBR3, T47D, ZR-75-30, BT-549, Hs578T, MDA-MB-157, MDA-
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MB-231, MDA-MB-436, e MDA-MB-453, DU4475, HCC38, HCC70, HCC1143, 

HCC1599, HCC1806, HCC1937, MDA-MB-468 (Figura 39 D). 

 

 
 
Figura 39. Análise da expressão endógena de GAC, KGA e PKM2 em linhagens 
celulares de câncer de mama. 
Expressão relativa do mRNA de GAC (A), KGA (B) e PKM2 (C) analisada por qPCR. (D) 
Expressão das proteínas avaliadas por western blot. Os dados do qPCR foram normalizados 
pela expressão do normalizador 18S e pelo calibrador MCF7 pelo método comparativo 2-

ΔΔCt. 

  

 

De uma maneira geral, as linhagens de câncer de mama triplo negativo 

apresentaram maior expressão de GLS, conforme já publicado57. Nas análises por 

western blot, PKM2 apresentou padrão duplo de banda, por motivos que 

desconhecemos.  

Bandas mais intensas de PKM2 foram detectadas em BT-549, MDA-MB-

157, MDA-MB-436, HCC38 e HCC1143. Destas linhagens, GLS também 

apresenta sinal forte em MDA-MB-157, MDA-MB-436, HCC38, HCC1143, 

podendo ser estes bons modelos de estudos para ampliarmos nossos 

experimentos. Para o momento, foi definida como linhagem modelo MDA-MB-231, 

por ser uma linhagem de câncer de mama triplo negativo (alvo de estudo de nosso 

grupo) altamente dependente de glutamina e conhecida por ter expressão 

exclusiva e elevada da isoforma PKM2 115. 
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4.2.2 Co-Imunoprecipitação  
 
 

Para confirmarmos a interação celular das proteínas realizamos 

experimentos de co-imunoprecipitação (Co-IP). Os ensaios foram preparados a 

partir de lisados celulares da co-expressão ectópica de GAC-V5/KGA-V5 e PKM2-

Flag e endógena de GLS e PKM2, ambos em linhagem MDA-MB-231. Os 

anticorpos anti-flag (mouse) e anti-v5 (rabbit) cross-linked com a resina proteína 

A/G foram usados para a imunoprecipitação ectópica, enquanto o cross-link do 

anticorpo anti-GLS (rabbit) foi utilizado para avaliarmos a interação endógena. 

Como controle da interação endógena, o anticorpo anit-IgG cross-linked com a 

resina A/G foi utilizado. 

 Como mostrado na Figura 40, quando fizemos a imunoprecipitação com 

anti-V5 (Figura 40 A), confirmamos que KGA e GAC interagiram com a resina e 

que pôde-se detectar a co-imunoprecipitação de PKM2-Flag. Da mesma forma, 

conseguimos co-imunoprecipitar KGA e GAC quando utilizamos a resina cross-

linked com anti-flag (Figura 39 B), reiterando a interação das proteínas nas 

condições avaliadas. 
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Figura 40. Ensaio de co-imunoprecipitação endógena e com co-expressão das 
proteínas fusionadas a cauda imunogênica. 
Ensaio realizado imunoprecipitando as proteínas com anti-V5 (A), anti-flag (B), (C) anti-IgG 
(controle) e anti-GLS na presença e ausência de glutamina, (D) lisado total celular endógeno 
(WCL) na presença e ausência de glutamina. Nota-se que em todos os casos houve a 
interação das proteínas em linhagem MDA-MB-231 e que na ausência de glutamina parece 
que há a diminuição da interação das proteínas, dada a menor intensidade PKM2. GLN= 
Glutamina. 

 

Avaliamos ainda se a interação entre as proteínas ocorre em nível de 

expressão endógeno, e para tanto, realizamos o Co-IP baixando as proteínas 

totais com anti-GLS (Figura 40 C) na ausência e presença de glutamina no meio 

de cultura celular. Como mostrado na Figura 40 C, foi possível detectar interação 

entre as proteínas endógenas em MDA-MB-231, mostrando a mesma não ser 

artefato da expressão ectópica das enzimas. Vimos ainda que na ausência de 

glutamina há uma diminuição na intensidade da banda de PKM2 

imunoprecipitada, o que dá indícios que há menor afinidade de interação com 

GLS. 

Achados recentes do nosso grupo mostram que o cultivo de células em 

meio com a concentração padrão de glutamina (2 mM) revela um perfil de 

imunofluorescência detectada pelo anticorpo anti-GAC coerente com a marcação 

mitocondrial (dados não mostrados). Com a remoção de glutamina do meio de 
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cultura leva à formação de estruturas filamentosas intramitocondriais. O grupo 

resolveu a estrutura destes filamentos por Cryo-EM, o qual, entendemos, ser 

formado na presença do ativador Pi e diminui o Km da enzima41,50, o que poderia 

explicar sua formação quando a glutamina é removida do meio de cultura.  

Nossa hipótese é de que diminuição de glutamina em células cuja 

anaplerose deste aminoácido no TCA é importante para o funcionamento do 

mesmo, leva à diminuição na produção de NADH e FADH2, e menor 

funcionamento da cadeia de transporte de elétrons, bomba de prótons, e, por 

conseguinte, funcionamento da ATP sintase; desta maneira, haveria acúmulo de 

Pi na matriz mitocondrial e filamentação da enzima (dados não publicados). Com 

isso, a remoção de glutamina mimetizaria a adição de Pi in vitro, ocasionando a 

polimerização da enzima dentro das células. Coerente com este cenário, vimos 

que na ausência de glutamina há uma diminuição na intensidade da banda de 

PKM2 imunoprecipitada (Figura 40 C), o que dá indícios que há menor afinidade 

de interação com GLS. 

 

4.2.3 Co-Localização e Duolink PLA 
 
 

Utilizamos a linhagem PC3 transfectada para co-expressão de PKM2-Flag 

+ GAC-V5 (Figura 41) para identificar, por imunofluorescência, a localização das 

mesmas na célula. Esta avaliação foi realizada em meio de cultura com 2 mM de 

glutamina (Figura 41 A) ou 0 mM de glutamina (Figura 41 B). Como já 

mencionado, GAC apresenta localização celular mitrocondrial dispersa41, 

enquanto que em baixas concentrações ou na ausência desse aminoácido, foi 

observado pelo nosso grupo que GAC forma longas estruturas micrométricas 

filamentosas intramitocondriais como pode ser observado na imagem abaixo.   
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Figura 41. Imunofluorescência de PKM2-Flag (vermelho) e KGA e GAC-V5 (verde). 
Co-expressão das proteínas em linhagem adenoma carcinoma próstata humano PC3 em 
meio DMEM completo (2 mM glutamina, A) ou em meio DMEM sem glutamina (B). Não há 
sinal claro de co-localização. PKM2 apresenta localização difusa, enquanto GLS apresenta 
localização mitocondrial. Com a ausência de glutamina há a formação de polímeros de GLS. 

 
 

Os resultados obtidos confirmaram que na ausência de glutamina GAC vai 

de um estado difuso a um estado organizado em estruturas filamentares, os quais 

denominamos filamentos, assim como já reportamos acontecer na presença de 

fosfato inorgânico50. PKM2, por outro lado, se apresenta difusa e se estende por 

todo o citoplasma e a diminuição de glutamina do meio de cultura não alterou sua 

disposição celular.  

Todavia, não há co-localização clara de PKM2 e GAC tanto em meio 

completo, quanto em meio sem glutamina. A associação entre as proteínas pode 

se dar em situação celular específica não contemplada nas condições de cultivo 

e/ou representa uma fração pequena das proteínas, de maneira que sua detecção 

por esta técnica não é facilitada. 

Ainda com o intuito de inferirmos sobre o local onde ocorre a interação das 

proteínas, realizamos ensaio de fracionamento celular na linhagem MDA-MB-231 

em condições de meio completo e na ausência de glutamina e glicose (Figura 42). 

Coerente com o ensaio de imunofluorescência, PKM2 foi detectada tanto em 

citoplasma quanto em mitocôndria e GLS apresentou-se majoritariamente em 

mitocôndria em todos as condições avaliadas. Este resultado nos dá indícios que 

a interação das proteínas ocorra na mitocôndria. 
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Figura 42. Fracionamento 
celular na linhagem MDA-
MB-231. 
Ensaio realizado em meio 
DMEM completo e na 
ausência de glicose e ou 
glutamina. PKM2 apresenta 
localização difusa, enquanto 
GLS apresenta localização 
mitocondrial. Com a 
ausência de GLN há a 
formação de polímeros de 
GLS. 
 

 

 

 

Com o ensaio Duolink-PLA® comprovamos que a interação de PKM2 e 

GAC ocorre tanto de forma ectópica, quanto endógena em linhagem celular MDA-

MB-231 (Figura 43 A e B, respectivamente). Dado que a reação só ocorre quando 

as proteínas se encontram próximas umas às outras (distância < 40 nm)116, 

podemos inferir que a interação destas proteínas esteja ocorrendo na mitocôndria, 

dado que localização celular de GAC é majoritariamente mitocondrial, e PKM2, 

uma proteína encontrada tipicamente no citoplasma celular pode ser translocada 

para o núcleo e mitocôndria onde desempenha funções  não-canônicas, 

corroborando com o fracionamento celular.  
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Figura 43. Duolink-PLA expressando PKM2-Flag e GAC-V5 e expressão endógena das 
proteínas. 
Co-expressão das proteínas em linhagem adenoma carcinoma próstata humano PC3 em 
meio DMEM completo (2 mM glutamina, A) ou com ausência de glutamina (B) levando à 
perda do sinal de interação das proteínas. No GLN= Ausência de glutamina. 

 

Curiosamente, quando removemos glutamina do meio de cultivo celular 

(Figura 43 B) vimos que houve a perda da interação das proteínas em sistema 

ectópico e endógeno, corroborando os achados obtidos no experimento de co-

imunoprecipitação. Deste modo, levantamos novamente a hipótese de que a 

formação de espécies oligoméricas superiores de GLS leva à perda da interação 

com PKM2, um cenário essencial para nos guiar sobre as condições fisiológicas 

necessárias para que ocorra a interação entre as proteínas.  

Elucidar o local e o contexto que favorece a interação de PKM2 e GLS nas 

células permitirá não somente compreender como se dá a formação do complexo, 

mas também desvendar as consequências que são geradas para o metabolismo 

tumoral e na atividade destas proteínas. 
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5 Discussão e Perspectivas 
 

 

As enzimas GLS são peças chave na adaptação e manutenção do 

metabolismo do câncer. As GLS atuam no catabolismo de glutamina propiciando 

intermediários biossintéticos, ATP e moléculas importantes para o balanço redox, 

como NADPH e glutationa, para as células tumorais com alta taxa proliferativa. 

Por esta razão, a regulação do metabolismo de glutamina é um potencial alvo 

terapêutico. Todavia, os mecanismos pelos quais a atividade das GLS é regulada 

ainda não são totalmente conhecidos4,117.  

O gene homônimo, GLS, através de splicing alternativo, codifica para as 

isoformas KGA e GAC, ambas desempenham papel pró-tumoral sob o estímulo 

de oncogenes como cMyc e RhoGTPase, sendo GAC a isoforma com maior 

atividade catalítica dado a sua capacidade de organizar-se em estruturas 

filamentosas longas. Estas enzimas possuem identidade estrutural diferindo-se 

apenas em seu domínio C-terminal, onde em KGA são encontradas repetições do 

tipo LXXLL e ANK, as quais são relacionadas com interações proteína-

proteína22,118–120.  

A interação de GLS com PPARγ foi identificada e comprovada por nosso 

grupo. Neste estudo, vimos que a translocação de GLS para o núcleo celular 

promove a formação do complexo entre as proteínas, sequestrando PPARγ de 

seu elemento responsivo DR1 e levando a perda sua atividade de receptor 

nuclear, evidenciando um papel não-canônico de GLS na regulação gênica48. Em 

adição, KGA em neurônios interage com BNIP-H, o que diminui a atividade 

glutaminolítica da enzima e os níveis de glutamato nestas células49. Coletivamente 

estes dados evidenciam a importância do estudo da interação de GLS com outras 

proteínas, o que pode tanto regular sua atividade, bem como promover sua ação 

em vias ainda não descritas. 

Estudos de duplo-híbrido de levedura realizados por nosso grupo 

demonstraram que GAC e KGA possuem diversos candidatos de interação. 

Dentre estes, a possível interação com PKM2 despertou nosso interesse por se 

tratar de uma enzima central no metabolismo tumoral, bem como por estar 

relacionada à malignidade de diversos tipos de cânceres e ser constante alvo de 

estudos como candidato terapêutico61,86,102. 
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 Ensaios preliminares comprovaram a interação de PKM2 com GLS através 

de ensaios de pull-down e anisotropia de fluorescência com as enzimas expressas 

em sistema heterólogo, bem como a interação celular por co-imunoprecipitação, 

o que nos motivou a aprofundar os achados bioquímicos e celulares através deste 

trabalho.  

 Como apresentado, a enzima PKM2 é produto de splicing alternativo do 

gene PKM, através da exclusão do éxon 9 e inclusão do éxon 10, e em vias onde 

o inverso ocorre, há a expressão da isoforma PKM1. Enquanto PKM1 é expressa 

em tecidos com alta demanda energética e em situações fisiológicas, PKM2 é 

expressa em tecidos com alta taxa proliferativa e durante a fase a embrionária, e 

de nosso interesse, é majoritariamente encontrada em células tumorais 62,70,121,122. 

Pelo fato de PKM2 existir sob conformações ativa e inativa e ser modulada 

por diversos fatores, tais como modificações pós-traducionais, oncogenes e a 

presença de aminoácidos e metabólitos, sua expressão favorece a manutenção 

do fenótipo tumoral por permitir a adaptação do metabolismo de acordo com as 

demandas energéticas e biossintética celulares. Além disso, devido a modulação 

em sua estrutura e atividade, PKM2 foi descrita como parceiro de interação com 

diversas proteínas, levando a funções além de sua atividade clássica piruvato 

quinase na via glicolítica 59,74,77,84,102,123,124.  

Em sua forma ativa tetramérica, PKM2 interage com diversas enzimas no 

citoplasma formando o “complexo enzimático glicolítico”. Conforme descrito por 

Mazurek e colaboradores, a formação deste complexo de enzimas glicolíticas leva 

a uma compartimentação dos processos metabólicos, promovendo maior 

eficiência na metabolização de glicose87. 

A inativação de PKM2, por sua vez, permite vantagens às células com altas 

proliferativas devido ao acúmulo de intermediários biossintéticos da via 

glicolítica124, além de por promover atividades não-canônicas da enzima 

essenciais para a manutenção do potencial replicativo aumentando desta 

células61,69,81,124,125. Por conseguinte, a menor taxa glicolítica passa a ser suprida 

pelas enzimas GLS através da glutaminólise.  

 Em sua conformação inativa dimérica, PKM2 pode ser transloca para o 

núcleo celular em situações de hipóxia, onde interage com HIF1 promovendo a 

transcrição de enzimas glicolíticas72. Já em situações de privação de glicose, 

PKM2 pode ser translocada para a mitocôndria, onde forma um complexo VDAC3 
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impedindo sua degradação, ocasionando o aumento da permeabilidade desta 

organela e o influxo de ATP para o citoplasma destas células96.  

Em nosso estudo, pudemos expressar e purificar todas as enzimas, bem 

como construções de domínios de GLS, em sistema heterólogo com alto grau de 

pureza e rendimento necessários para realizarmos os ensaios bioquímicos da 

caracterização da interação. Por possuírem massa molecular similares, não 

pudemos obter um perfil claro de formação do complexo através da etapa 

cromatográfica por exclusão molecular da incubação de PKM2+GAC e 

PKM2+KGA. Além disso, a diluição das proteínas na coluna de filtração em gel 

pode ter propiciado a dissociação do complexo. 

Os ensaios de DLS e SEC-MALS não nos deram indícios claros da 

formação de uma população diferencial atrelada a formação do complexo. 

Limitações atreladas às técnicas, como sensibilidade de detecção, dissociação do 

complexo das proteínas durante as análises e similaridade na massa molecular 

das proteínas. 

 Esperávamos que com os ensaios de espectrometria de massas e 

cristalografia pudéssemos desvendar os resíduos de aminoácidos e regiões 

envolvidas na formação deste complexo, porém, em ambos os casos obtivemos 

resultados de apenas uma das proteínas e não conseguimos capturar a interação. 

  As análises da interação através de pull-down não puderam ser replicadas 

como nos resultados preliminares. Este fato pode ser justificado pelo fato de que 

nos primeiros ensaios realizados foram utilizadas amostras de PKM2 que eram 

obtidas em um pico no void da coluna de exclusão molecular, o qual não se 

enquadrava no perfil oligomérico esperado da enzima que pode existir em solução 

como monômero (~ 59 kDa), dímero (~ 120 kDa) e tetrâmero (~ 240 kDa)102 e que 

não foi mais obtido nos novos experimentos e purificações. 

Nossos achados de microscopia eletrônica nos deram indícios mais claros 

da formação do complexo PKM2+GAC através de um perfil diferencial de 

partículas que parecem ser favorecidas pela presença do ativador alostérico de 

PKM2, F-1,6-BP. Este composto, leva a mudanças na estrutura da enzima 

promovendo a flexibilização de sua estrutura tornando-a “relaxada”, caracterizada 

como tetrâmero ativo relaxado 70,81,102. Estes achados corroboram os resultados 

de anisotropia de fluorescência de que este aditivo influência de maneira positiva 

na interação das proteínas.  
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Como mencionado, em todas as grids avaliadas, encontramos a presença 

de partículas com tamanhos variados. Este fato é plausível uma vez que PKM2 

pode existir em solução em conformação monomérica, dimérica e tetrâmerica 

85,102,  assim como a transição dímero/tetrâmero de GAC51. Além disso, a rotação 

livre das moléculas e seu arranjo espacial aleatório nas grids, bem como as 

análises realizadas na mensuração das estruturas podem contribuir para a 

heterogeneidade das populações analisadas.  

Neste momento, estamos aguardando a análise das imagens de Cryo-EM 

coletadas por colaboradores do grupo de Microscopia Eletrônica do LNNano para 

termos maiores informações sobre o possível complexo obtido e com isso 

esperamos poder ter maior clareza sobre como ocorre a interação entre as 

proteínas. Estes dados estão sendo processados pelo colaborador do projeto, 

Prof. Dr. André Ambrósio. 

Com os ensaios de anisotropia de fluorescência observamos que a 

interação de PKM2 e GAC a interação é favorecida pelo tempo de incubação das 

enzimas e conforme mencionado,  pela presença do ativador de PKM2, F-1,6-BP. 

Contudo, a presença de Pi leva à perda da interação, fato que atrelamos à 

formação das espécies filamentares de GAC responsáveis por sua ativação32.  

Como pôde ser observado nos ensaios de DLS, ocorre o deslocamento do 

tamanho de GAC na presença deste composto indicando a formação dos 

filamentos longos, enquanto que o mesmo não parece exercer efeitos sobre 

PKM2. Curiosamente, em todas as condições avaliadas no ensaio de anisotropia, 

não pudemos capturar a interação de PKM2 com KGA, o que nos dá indício de 

que GAC seja a isoforma preferencial para que ocorra a formação do complexo.  

Coerente com este cenário, os ensaios realizados com construções de 

domínios de GLS, nos revelaram que o Domínio Catalítico é a região com maior 

afinidade por PKM2, e que mesmo com a adição de Pi não há interferência nos 

valores de Kd, dado que se justifica por este domínio por si não ser capaz de 

propiciar a formação das fibras de GLS126, assim como mostrado por DLS. Deste 

modo, concluímos que a interação entre GAC e PKM2 seja mediada por este 

domínio e que a formação das fibras de GLS pode deixar inacessíveis sítios 

importantes para que a interação com PKM2 ocorra. 

Apesar de o Domínio Catalítico ser uma região comum entre as isoformas 
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de GLS, e que PKM2 não parece interagir com KGA nos cenários avaliados, 

acreditamos que a presença do Domímio C-terminal de KGA pode ser interferir na 

formação do complexo, por ser a única região que se difere com GAC. Mesmo 

obtendo valores de Kd em escala de baixo micromolar, inferimos que esta seja 

uma interação transitória e fraca, visto que interações tipicamente fortes possuem 

valores de Kd em nível nanomolar127–129. 

A formação destas espécies filamentares de GLS tem sido alvo constante 

de estudos por nosso grupo. Foi demonstrado através do trabalho publicado por 

Ferreira et al.50, que na presença de Pi GAC se reorganiza em super-estruturas 

oligoméricas filamentosas que interagem entre si por empilhamento dos 

tetrâmeros (dados não publicados), sendo regulado por um loop (321LRFNKL326), 

chamado pelo nosso grupo de gating loop50 ou activating loop por outros grupos52.  

Corroborando com a hipótese de que a filamentação de GLS prejudica a 

interação entre PKM2 e GLS, nossos ensaios de Co-IP e Duolink-PLA em células 

mostraram que a remoção de glutamina do meio de cultivo celular leva a perda do 

sinal de interação das proteínas. Estes resultados estão atrelados ao fato de que, 

quando removemos este aminoácido do meio de cultivo celular, ocorre o rearranjo 

destas enzimas, promovendo um perfil de marcação filamentar organizado e 

levando perda de uma marcação de GLS dispersa intramitocondrial.  

Apesar de não podermos afirmar com clareza se estas estruturas em 

células são as mesmas que observados in vitro na presença de Pi, nossos indícios 

deixam claro que este rearranjo estrutural de GLS promove a perda da interação 

das proteínas. Neste cenário, a filamentação de GLS em células devido à baixa 

de glutamina, pode propiciar a perda da interação para que PKM2 atue no 

metabolismo de glicose no citoplasma através da conversão de PEP em piruvato, 

suprindo o ciclo do TCA e provendo a formação de ATP para as altas demandas 

energéticas celulares (figura 44). 
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Figura 44. A filamentação de glutaminase leva a perda da interação com PKM2. 
Na ausência de glutamina no meio de cultivo celular ocorre alteração do sinal de marcação 
de GLS que passa a apresentar um perfil organizado em. Neste contexto ocorre a perda da 
interação com PKM2 pode levar a ativação da enzima para prover intermediários para a 
síntese de ATP no TCA. Similarmente, a adição de Pi leva o rearranjo de GLS em filamentos 
o que ocasiona a perda da interação in vitro. PEP: Fosfoenolpiruvato; ADP: Adenosina 
difosfato; ATP: Adenosina trifosfato; PKM2: Piruvato quinase M2; GLS: Glutaminase; Ac-
Coa: acetilcoenzima A; TCA: ciclo do ácido tricarboxílico; Glu: Glutamato. 

 

Por sua vez, os ensaios de atividade enzimática nos mostraram que GAC 

em concentração super-estequiométricas leva a perda da atividade piruvato 

quinase de PKM2. Neste contexto e pensando em um cenário celular, uma 

hipótese é de que GAC em altas concentrações celulares e em meio rico de seu 

substrato, glutamina, pode se complexar com PKM2 levando a sua inativação, a 

qual pode se dar pela translocação de PKM2 na mitocôndria (figura 45). 

 Deste modo, PKM2 inativa deixaria de prover piruvato para o ciclo do TCA, 

ocasionando a maior dependência de anaplerose de glutamina para suprir os 

blocos biossintéticos deste ciclo e o acúmulo dos intermediários glicolíticos para 

serem usados em outras vias importantes para sustentação do fenótipo tumoral, 

como a produção de nucleotídeos na via das pentoses, ácidos graxos e 
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aminoácidos. Para comprovar tal efeito, necessitamos realizar ensaios de co-

imunoprecipitação da fração mitocondrial de PKM2 e GAC e ver se neste 

compartimento ocorre a interação das enzimas, além de estudarmos mutações 

em PKM2 que possam favorecer este processo, uma vez, que já foi mostrado que 

a sucinilação de PKM2 pode promover sua translocação para esta organela96. 

 

Figura 45. Interação de PKM2 com GAC leva a perda de sua atividade piruvato 
quinase. 
Ensaios de atividade mostraram que GAC em altas concentrações leva a inibição da 
atividade piruvato quinase de PKM2. Neste cenário, os intermediários da via glicolítica 
passam a suprir outras vias importantes para manutenção da alta proliferativa celular, 
enquanto que a glutaminólise através da ação das GLS passa a suprir o ciclo do ácido 
tricarboxílico levando a formação de ATP. PEP: Fosfoenolpiruvato; ADP: Adenosina 
difosfato; ATP: Adenosina trifosfato; PKM2: Piruvato quinase M2; R: Tetrâmero relaxado 
ativo; T: Tetrâmero tenso inativo; GLS: Glutaminase; Ac-Coa: acetilcoenzima A; TCA: ciclo 
do ácido tricarboxílico; Glu: Glutamato. 

 

Neste âmbito, nossa hipótese seria de que a interação de GAC com PKM2 

defina um cenário de maior dependência de glutamina pela célula, e, além disto, 

deve ocorrer em cenário onde o aporte de acetil-CoA se dá por outra fonte que 

não piruvato glicolítico. Uma maneira de se aliar evidências neste sentido seria 

testar a dependência das células a glutamina, e atividade de glutaminase na 
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presença de moduladores de piruvato quinase. Além disto, a atividade de piruvato 

quinase intracelular poderia ser avaliada na presença de GAC super-expressa. 

 Outra abordagem seria verificar se há correlação entre nível de GAC 

intracelular, comparando-se diversas linhagens, com atividade de PKM2. Outros 

trabalhos já demonstraram que em contextos de hipóxia há intensificação da 

direção de metabolização de glutamina no sentido oxidativo, o que permite a 

produção de citrato somente a partir de carbonos glutaminolíticos130,131, sendo 

este um cenário importante a ser avaliado na regulação da interação entre as 

proteínas. 

Dado que a constante de dissociação da interação é da ordem de 

micromolar, o que é considerado “fraco” para interação entre proteínas129, é 

esperado que a mesma seja contextual e dependente de sinais específicos, tais 

como metabólitos e presença de nutrientes que medeiam a atividade destas 

enzimas. Um cenário promissor a ser investigado é se PKM2 teria atividade de 

quinase sobre GAC, como já foi mostrado ter sobre outras proteínas67,77,132. Além 

disso, a localização celular de PKM2, modificações pós-traducionais nesta 

enzima, assim como seu estado conformacional são importantes aspectos a 

serem considerado em relação ao seu estudo de interação com GLS. 

 Recentemente foi demonstrado por Li e colaboradores133 que PKM2 

dimérica é responsável pela regulação da expressão de GLS, e por conseguinte 

do metabolismo de glutamina. Este mecanismo ocorre através da interação de 

PKM2 com c-Myc IRES ocasionado a tradução desta oncoproteína, que por sua 

vez, leva ao aumento da expressão de GLS e do consumo de glutamina pelas 

células tumorais. Assim, PKM2 além de promover o controle da via gliocolítica, 

ainda possui um papel recíproco na glutaminólise, demonstrado sua importância 

no fino balanço energético do metabolismo tumoral.  

Considerando este cenário proposto por Li et at. 133, levantamos a hipótese 

a ser explorada de que um mecanismo de feedback controlado pela interação de 

GLS com PKM2, inative esta enzima, assim como demonstramos através dos 

ensaios de atividade piruvato quinase. Neste contexto, em altas demandas de 

glutamina, GLS inativaria PKM2 e promoveria a regulação de sua expressão 

gênica para atuar no metabolismo de glutamina, enquanto que PKM2 proveria 

outras funções essenciais para a sustentação do metabolismo tumoral. 

Coletivamente, nossos dados trazem nova luz sobre a importância da 
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interação entre proteínas e o controle de suas funções. Precisamos explorar 

novos cenários e contextos que propiciem a interação de PKM2 e GAC, uma vez 

que a mesma deve ser controlada por mecanismos sofisticados nas células 

dependentes de seu estado nutricional e demandas específicas que controlam o 

metabolismo tumoral. Portanto, compreender com maior profundidade a como 

ocorre a interação destas proteínas é um desafio que envolve diversos 

parâmetros, como a presença de modificações pós-traducionais nas enzimas, o 

microambiente tumoral e ações de oncogenes, abrindo novos caminhos sobre a 

regulação do metabolismo do câncer.  
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6 Conclusão  
 
 
 Detectamos e caracterizamos a interação inédita entre GAC e PKM2 

através de ensaios bioquímicos e celulares.  

 

  Estudos de anisotropia de fluorescência com as proteínas expressas e 

purificadas em sistema heterólogo mostraram que a interação ocorre através 

do Domínio Catalítico de GAC, sendo afetada pelos domínios N- e C-terminal 

da mesma. De acordo, PKM2 tem abaixa afinidade por KGA. A interação é 

perdida pela formação de filamentos de GAC na presença de Pi. 

 

 A interação de GAC leva a inativação de PKM2. Como PKM2 não interage 

com a forma mais ativa da enzima GAC (a filamentosa, que ocorre na 

presença de Pi) é provável que o mesmo não tenha papel no controle da 

atividade de GAC.  

 

 Apesar dos diversos esforços, não conseguimos caracterizar o complexo 

GAC+PKM2 estruturalmente. 

 

 A interação de GAC e PKM2 foi mostrada em células através de ensaios 

de co-imunoprecipitação e Duolink-PLA. Coerente com os ensaios in vitro, a 

oligomerização da enzima nas células (induzida pela supressão de glutamina 

no meio de cultura) quebra a interação entre GAC e PKM2. 

 

 Confirmamos em células que a interação entre GAC e PKM2 se dá com a 

forma menos ativa de GAC. É provável que esta interação nas células também 

leve a diminuição na atividade de PKM2 e sinalize outra atividade de GAC 

alternativa a de processamento de glutamina em glutamato, e potencialmente 

ligada ao controle do fluxo de carbonos na via glicolítica. 
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8 Anexos 
 

 
 

Anexo I. Mapa dos vetores utilizados. 
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1. Vetores pet28a(+) e pcDNA5 com o inserto PKM2.  
 
 

 
 
Plasmídeo circular emapa horizontal mostrando Flag presente na porção N-terminal de PKM2 em 
vetor pcDNA5 (A) e em vetor pet28a(+) com inserção de his-tag (B). 

 
 

2. Vetores pet28a(+) e pQC com inserto de GAC.  

 
 

 
 

 
Plasmídeo circular e horizontal mostrando V5 presente na porção N-terminal de GAC em vetor 
pQC (A) e (B) pet28a(+) com inserção de his-tag. 
 
 
 

3. Vetores pet28a(+) e pQC com inserto de KGA. 
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Plasmídeo circular e horizontal mostrando V5 presente na porção N-terminal de KGA em vetor 
pQC (A) e (B) pet28a(+) com inserção de his-tag. 
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Anexo II. Artigo Científico  
 
 “Glutaminase Affects the Transcriptional Activity of Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor γ (PPARγ) via Direct Interaction.”  
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Anexo III. Artigo Científico 
 

“GLS2 is protumorigenic in breast cancers.”  
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Anexo IV. Artigo Científico 
 

“Structure and activation mechanism of the human liver-typeglutaminase GLS2.” 
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