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1. Introdução 
 

As Neks (NIMA-related kinases) consistem em uma importante família de quinases           
que inicialmente foram implicadas com o controle do ciclo celular. Nos humanos foram             
identificadas 11 Neks (Nek1 a Nek11) [1]. Os papéis dessas quinases englobam três             
principais funções: centriolar e mitose, funções ciliares e dinâmica de microtúbulos e            
resposta ao DNA danificado. Na maioria dos casos, as Neks atuam em mais de uma função                
[2]. Ainda, já foi demonstrado que as Neks participam de outras funções na célula, além do                
ciclo celular, como formação de inflamossomo [3], splicing de RNA [4] e regulação da              
apoptose e funções mitocondriais [5]. 

Dentre as Neks, a Nek5 é uma das quinases menos estudadas. Ela já foi              
relacionada com a organização dos centrossomos durante a progressão do ciclo [6]. Outro             
estudo revelou que essa quinase é um substrato para a caspase-3, e contribui também para               
a diferenciação miogênica [7]. Já um estudo feito por nosso grupo apresentou a Nek5 como               
uma proteína mitocondrial com um papel na prevenção da morte celular. O silenciamento             
dela levou a um aumento nos níveis de ROS na célula e um aumento no nível de apoptose.                  
Ainda, ficou demonstrado que ela interage com as proteínas mitocondriais BCLAF1           
(Bcl-2-associated transcription factor 1) e Cox11 (integrante do complexo citocromo c           
oxidase) [5]. Além disso, outro estudo do grupo demonstrou a interação de Nek5 com              
Topoisomerase IIβ após tratamento com etoposídeo, e demonstrou uma possível relação           
dessa quinase com a resposta ao dano de DNA (DDR), já que o silenciamento da Nek5                
aumenta os níveis de dano e prejudica a maquinaria de resposta ao DNA [8]. 

A proteína BCLAF1, um dos interactores da Nek5 [5], foi identificada, primeiramente,            
como um repressor transcricional que interage com proteínas anti-apoptóticos, como Bcl-2           
[9]. Além disso, já foi demonstrado papel importante da BCLAF1 na DDR. Um estudo              
indicou a co-localização de BCLAF1 nos focos de γH2Ax, o que facilita o reparo do DNA por                 
non homologous end joining (NHEJ) [10]. Ainda, BCLAF1 forma um complexo de splicing de              
mRNA com BRCA1, e isso promove a estabilidade de genes relacionados à DDR [11]. 
 

2. Objetivo 
 

Levando em conta que a quinase Nek5 apresenta resultados interessantes com           
relação à regulação da apoptose, das funções mitocondriais e da DDR, o objetivo é avaliar               



a expressão de proteínas da via Intrínseca da Apoptose após dano ao DNA, em células               
expressando diferentemente a Nek5. Ainda, avaliar se a interação entre Nek5 e BCLAF1             
influencia no processo de morte celular mediante o dano. 
 

3. Materiais e Métodos 

 
 
Figura 1: Esquema mostrando os experimentos realizados. 

 
 

4. Resultados e Discussão 

Figura 2: Western blot das proteínas em células HEK293T controle e silenciadas para a Nek5               
(shNEK5) tratadas com etoposídeo. 



Figura 3: Densitometria das bandas obtidas por Western blot para as células HEK293T controle e               
silenciadas para a Nek5 (shNEK5). A significância estatística foi obtida com o teste t de Student, com                 
p<0,05, representado por *, e p<0,01, representado por **. (A) BCLAF1. (B) BCLAF1 clivada. (C)               
Procaspase-3. (D) Caspase-3 clivada. 
 

Figura 4: Densitometria das bandas obtidas por Western blot para as células HEK293T controle e               
silenciadas para a Nek5 (shNEK5). A significância estatística foi obtida com o teste t de Student, com                 
p<0,01, representado por **. (A) Bax. (B) Citocromo c. (C) Bcl-xL. 



➔ Com os dados obtidos até o momento, foi possível observar, com a redução na              
expressão da Nek5, um aumento na expressão de Bax, Bcl-xL e procaspase-3            
(Figuras 4A, 4C e 3C, respectivamente), e também foi possível observar uma            
redução nos níveis de citocromo c, em condições basais (Figura 4B).  
 

➔ Não houve diferença de expressão nos níveis da proteína BCLAF1 (Figura 3A), tanto             
para o tratamento quanto para o silenciamento. Contudo, nas células silenciadas           
para a Nek5 observou-se o aparecimento de uma banda (Figura 2), o que poderia              
indicar clivagem dessa proteína nessas condições. 
 

➔ Os resultados preliminares apontam para uma diferença na expressão das proteínas           
entre as células HEK293T controle e as células silenciadas, mas não houve            
diferença significativa em relação ao tratamento com etoposídeo (Figuras 3B e 4).  
 

➔ O silenciamento da Nek5 levou a um aumento na expressão das proteínas            
pró-apoptóticas Bax e Procaspase-3 (Figuras 4A e 3C, respectivamente), o que           
indica que essa quinase pode exercer um papel anti-apoptótico na célula. Também            
foi observado um aumento de Bcl-xL com o silenciamento (Figura 4C), mas esse             
aumento pode ser uma forma de compensar o aumento da expressão de Bax.  
 

➔ De acordo com a Figura 3D, houve um aumento na expressão da caspase-3 clivada              
após tratamento com etoposídeo, nas células silenciadas. Esse aumento, porém,          
não foi observado nas células HEK293T controle. Como as caspases se tornam            
ativas com a clivagem proteolítica [12], culminando na morte celular, isso pode            
indicar que as células silenciadas são mais sensíveis ao tratamento com a droga em              
questão. 

 
5. Próximos Passos 

 
➔ Como não houve uma variação significativa na expressão das proteínas entre as            

amostras tratadas e não tratadas com etoposídeo, faremos a otimização da           
concentração e do tempo de tratamento das células com etoposídeo.  
 

➔ Fazer fracionamento e imunofluorescência para averiguar a translocação entre         
compartimentos celulares das seguintes proteínas: BCLAF1 (entre citosol e núcleo)          
e citocromo c (entre mitocôndria e citosol). 
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