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Resumo

A via de sinalizacdo da mTOR vem sendo relacionada a desordens metabdlicas em humanos, como a obesidade,
diabetes e varios tipos de cancer. As proteinas S6K1 e S6K2 tém mostrado importante papel na sinalizacdo da mTOR,
funcionando como efetoras dessa via. Em estudos anteriores de nosso grupo, foram identificadas novas proteinas de
interagdo com as S6Ks, dentre estas a Nucleofosmina 1 (NPM1) e a Nucleolina (NCL). Tais proteinas estdo envolvidas
na biogénese de ribossomos, proliferacdo celular e regulacdo de supressores tumorais. Portanto, esse estudo investiga
a possivel relagao entre as proteinas NPM1 e NCL com as diferentes isoformas de S6Ks, a fim de entender melhor o
envolvimento da via mTOR/S6Ks com desordens metabdlicas, com enfoque no cancer.
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Introducgéao

A via da mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) esta
envolvida em diversas desordens metabdlicas, como
cancer, obesidade e diabetes. O principal papel da
proteina mTOR é servir como um sensor da
disponibilidade de nutrientes, j& que mTOR é estimulada
por altas quantidades de aminoacidos, ATP e insulina®. A
via da mTOR apresenta como sua principal efetora, as
proteinas S6Ks (S6 Kinases)z. Existem dois genes
conhecidos das S6Ks que codificam duas proteinas
diferentes, chamadas p70-S6K1 e p54-S6K2. Estudos
realizados pelo nosso grupo revelam que, apesar da
grande homologia entre essas proteinas, existem
diferencas significativas nas suas funcdes, na
participacdo em processos celulares, em seus parceiros
de interaqéo3, bem como diferencas na sensibilidade a
quimioterapicos, como o docetaxel’. As proteinas
Nucleofosmina 1 (NPM1) e Nucleolina (NCL) participam
da biogénese de ribossomos, proliferacdo celular e
regulacdo de supressores tumorais, de forma que varios
estudos demonstram o envolvimento dessas proteinas
em diversos tipos de cancer’. Um estudo protedbmico de
Nosso grupo3 demonstrou que NPM1 e NCL apresentam
um elevado score de interacdo com as S6Ks. Sendo
assim, o objetivo desse estudo € investigar a interagao
das proteinas NCL e NPM1 com a diferentes isoformas
de S6Ks e, dessa forma, contribuir para o melhor
entendimento da via mMTOR/S6K em disturbios
metabdlicos, com enfoque no cancer.

Resultados e Discusséo

Experimentos de imunoprecipitacdo endégena da NPM1
e NCL foram realizados em células HEK293 e, como
resultado, obtivemos a co-imunoprecipitacdo de S6K1 e
S6K2. Interessantemente, a interacdo de S6K1 foi
reduzida na auséncia de soro, fato este que ndo ocorreu
para S6K2. Além disso, outros experimentos de
imunoprecipitacdo mostraram que NCL pode ser
fosforilada no sitio predito de fosforilacdo das S6Ks.

Knockdown com o plasmideo shRNA para NPM1 foi
realizado em células HEK293, PC3 e DU145, sendo
avaliado a fosforilacdo de S6K1 e S6 por

Immunoblotting. Como resultado, obtivemos que em
linhagens células de cancer (PC3 e DU145), a
fosforilacdo de S6 foi reduzida em ambas as linhagens
celulares e S6K1 foi reduzida para PC3 (Figura 1).
Curiosamente os resultados obtidos em HEK293 foram
contrarios aos obtidos em DU145 e PC3.

Para corroborar o0s dados desse resultado, a
superexpressdo de NPM1 foi realizada nessas mesmas
linhagens celulares e, conforme esperado, os resultados
foram contrarios ao vistos com knockdown.
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FIGURA 1. Knockdown de NPM1 em células PC3 e DU145. A) e B) Gréficos
mostrando as diferentes expressdes de NPM1 e os niveis de fosforilagdo de
S6K1 e S6 sendo A) em PC3 e B) em DU145. As médias foram comparadas pelo
teste t de Student ndo pareado n = 3 * p <0,05.

Conclusdes

Os resultados de imunoprecipitacdo confirmam a
interacdo de NPM1 e NCL com as isoformas de S6Ks,
Os resultados com o knockdown indicam que a relacéo
de NPM1 com as S6Ks é dependente do tipo celular,
evidenciando uma interacdo diferenciada dessa proteina
em linhagens derivadas de cancer de prostata (PC3 e
DU145). Além disso, demonstramos evidéncias de que a
NCL pode ser um novo alvo de fosforilacdo das S6Ks.
Novos experimentos serdo realizados para elucidar
melhor a importancia da interacdo dessas proteinas.
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