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RESUMO 

 

Os glioblastomas (GBM) são gliomas de classe IV altamente prevalentes 

dentre os tumores malignos do SNC. Após diagnóstico, apenas 4 a 5% dos 

pacientes sobrevivem mais de 5 anos, e apesar de todo o progresso recente 

nas estratégias de tratamento, a sobrevida média é de cerca de 15 meses. A 

terapia padrão de GBM consiste em máxima ressecção cirúrgica, seguida por 

radioterapia e quimioterapia à base de temozolomida.  Essa tríade de ação é 

fundamental para o manejo clínico da doença e aumento da qualidade de vida 

do paciente, porém, o GBM permanece como uma doença incurável. Por esse 

motivo, compreender como os processos de resistência tumoral são regulados 

pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. A proteína 

Nek1 pertence à família de cinases relacionadas à NIMA (NEK) e possui 

importantes funções na resposta a danos no DNA e checkpoint de ciclo celular. 

Sua participação na resposta a danos no DNA ocorre principalmente nas 

etapas iniciais de sinalização, através do eixo NEK1>ATR>Chk1. A proteína 

Nek1 é uma das proteínas que já foi associada com resistência tumoral em 

células de gliomas. Para uma melhor compreensão do cenário clínico no qual o 

GBM está inserido de forma a revisar o estado da arte das estratégias de 

tratamento, bem como novos alvos terapêuticos realizou-se um trabalho de 

revisão. Esse trabalho mostrou que a utilização de estratégias farmacológicas 

para inibir proteínas de resposta a danos no DNA em glioblastoma falham 

principalmente devido à baixa tolerabilidade dessas terapias. A fim de superar 

essas características negativas, grande atenção foi dada para o campo de 

estratégias no sistema de entregas, associadas a abordagens neurológicas 

para tratamento local, aumentando assim a biodisponibilidade e a eficiência 

dos medicamentos. Desta forma, o papel da proteína Nek1 na resposta a 

danos no DNA em glioblastoma foi investigado no segundo trabalho, 

apresentado nesta tese. Nós mostramos que células deficientes em Nek1 

aumentam a sensibilidade a danos induzidos por zeocina, tanto num 

tratamento agudo, quanto crônico. As respostas celulares, por sua vez, 

difeririam nesses dois esquemas de tratamentos. O tratamento agudo induziu 

maior ativação de H2AX, Chk2 e p53 em células deficientes em Nek1. O perfil 



 

 

de ciclo celular, neste esquema de tratamento, foi semelhante à linhagem 

selvagem, com uma parada em G2. Em uma exposição crônica, por outro lado, 

as células deficientes em Nek1 demonstraram menor ativação de H2AX e 

redução na % de células com parada de ciclo celular de em G2, em relação à 

linhagem selvagem. Por fim, nós também analisamos o perfil de expressão de 

Nek1 em biopsias de pacientes com diagnóstico de Glioblastoma confirmado. 

Nossos resultados indicam que os níveis de Nek1 variam de baixa a alta 

expressão e não se correlacionam com Ki67. Dessa forma, esse artigo indica 

que Nek1 é um alvo interessante na resposta a agentes radiomiméticos, uma 

vez que impactou na resposta celular, porém sua relevância ainda precisa ser 

melhor explorada.  

 

Palavras- chave: Glioblastoma. Sistemas de entrega de drogas. Respostas a 

danos no DNA. Nek1. Zeocina.  



 

 

ABSTRACT  

 

Glioblastomas (GBM) class IV gliomas are highly prevalent among 

malignant CNS tumors. After diagnosis, only 4 to 5% of patients survive more 

than 5 years. The median survival is 15 months despite all the recent progress 

in treatment strategies. Surgical resection followed by radiotherapy and 

temozolomide-based chemotherapy are included in standard GBM therapy. 

This is essential for the disease clinical management and for increasing the 

patient's quality of life. However, GBM remains an incurable disease. For this 

reason, understanding how tumor resistance processes are regulated can help 

in the development of new therapeutic strategies. The Nek1 protein belong to 

the family of NIMA-related kinases (NEK) and has important roles in the DNA 

damage response (DDR) and cell cycle checkpoint. Its participation in the 

response to DNA damage occurs mainly in the initial stages of signaling, 

through the NEK1>ATR>Chk1 axis. The Nek1 is one of the proteins that have 

been associated with tumor resistance in glioma cells. A review report was 

carried out to better understand the clinical scenario of GBM and how the 

search for treatment strategies and therapeutic targets can improve clinical 

results. The use of pharmacological strategies to inhibit DNA damage response 

proteins in GBM fails mainly due to the low tolerability of these therapies. In 

order to overcome these negative characteristics, great attention has been 

given to the field of delivery system strategies associated with neurological 

approaches to local treatment, thus increasing the bioavailability and efficiency 

of drugs. Thus, the role of the Nek1 protein in the response to DNA damage in 

GBM was investigated in a second manuscript, presented in this thesis. The 

aim of this work was to investigate the role of Nek1 in the initial response to 

lesions induced by acute and chronic treatment with Zeocin, associated or not 

with TMZ, in GBM cells. In 24h we observed that Nek1 deficient strains have an 

increased sensitivity to treatment with zeocin associated with TMZ, more 

activation of γH2AX, Chk2 and p53 and cell cycle arrest, similar to the WT 

strain. However, in a treatment with lower doses of zeocin for a longer time, we 

observed that the strain deficient in Nek1 maintains its increased sensitivity to 

the treatment, reduces the initial signaling of damage and there is no arrest of 



 

 

the cell cycle, indicating Nek1 dependence. In conclusion, the Nek1 protein 

appears to have a subtle effect on the response to zeocin and its involvement 

could be further explored under different times and conditions of treatment. 

 

 

Key-words: Glioblastoma. Drug delivery systems. DNA damage response. 

Nek1. Zeocin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é caracterizado como um conjunto de doenças complexas em que 

estão envolvidos diferentes tipos teciduais que interagem entre si de maneira 

heterogênea. Uma célula tumoral possui diversas mutações, acumuladas de 

maneira gradativa, que permitem um crescimento desordenado a partir de 

diversos mecanismos afetados, tais como, evasão de mecanismos supressores 

tumorais, aquisição de imortalidade replicativa, indução de agiogênese, 

resistência aos processos indutores de morte celular, desregulação metabólica, 

sustentação dos sinais proliferativos, bem como modulação da instabilidade 

genômica (Hanahan e Weinberg, 2011). Tendo em vista os diferentes tipos 

celulares encontrados na massa tumoral, há um enorme desafio para a 

comunidade científica em não só em compreender todas as vias afetadas, mas 

também em saber como interferir terapeuticamente, visando a efetividade com 

baixas taxas de efeitos colaterais.  

Esse desafio é evidenciado quando se observam os dados epidemiológicos 

da doença. Conforme informações do National Cancer Institute (NCI) estimam-

se em 2021, 1.898.160 novos diagnósticos de câncer, com 608.570 casos de 

morte devido à doença nos Estados Unidos. Nos anos de 2011 a 2017, a 

porcentagem de sobrevida geral em 5 anos foi de 67,7%. Quando os dados 

são estratificados para tumores de cérebro e outros sistemas nervosos, a 

estimativa para 2021 é de 24.530 novos casos, representando 1,3% de todos 

os tipos de cânceres, com um uma estimativa de 18.600 mortes em 2021 e 

uma taxa de sobrevida em 5 anos, entre 2011 e 2017, de apenas 32,6%, nos 

Estados Unidos (NCI, 2021).  

Dentre os tumores primários do sistema nervoso central os gliomas são os 

mais frequentes (28%) e formam um grupo de neoplasmas com características 

histológicas e graus de malignidade heterogêneos. Além disso, os gliomas 

representam 80% de todos os tumores primários malignos do sistema nervoso 

central (Omuro e Deangelis, 2013). Assim, embora sua incidência relativa seja 

baixa, possui um mau prognóstico gerando um impacto negativo na qualidade 

de vida e função cognitiva dos pacientes, o que torna o manejo deste tumor 

uma tarefa desafiadora (Guntuko, 2016).  
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Glioma é um termo amplo que engloba todos os tumores benignos ou 

malignos derivados das células gliais e conforme classificação da Organização 

Mundial da Saúde (OMS), os gliomas são classificados numericamente nos 

graus de I a IV de acordo com as taxas de indiferenciação, anaplasia e 

agressividade (Omuro e Deangelis, 2013). Os gliomas têm origens celulares 

diferentes, e são classificados como oligodendroglioma, astrocitoma, 

ependimoma, glioblastoma, entre outros menos incidentes. 

 

1.2 Glioblastoma 

 

Os gliomas de classe IV, conhecidos como glioblastoma (GBM), são 

altamente prevalentes, representando 45% dos tumores malignos do SNC 

(Bush et al., 2017). Este tumor é definido histologicamente como astrocitoma e 

classificado molecularmente de acordo com o status de isocitrato 

desidrogenase (IDH) e metilação do promotor O6-metilguanina-DNA 

metiltransferase (MGMT) (Louis et al., 2016; Nam e Groot, 2017). O GBM 

apresenta natureza difusa e sua etiologia e fisiopatologia completas ainda não 

são conhecidas. Embora esse tumor possa ocorrer em qualquer idade, deve-se 

observar que a incidência aumenta com a idade, sendo a idade média do 

diagnóstico em torno de 65 anos (Le Rhun et al., 2019). Após diagnóstico, 

apenas 4 a 5% dos pacientes sobrevivem mais de 5 anos, e apesar de todo o 

progresso recente nas estratégias de tratamento, a sobrevida média é de cerca 

de 15 meses (Batash et al., 2017). Por consequência, apesar da utilização de 

todas as estratégias de tratamento, esta continua sendo uma doença incurável. 

A terapia padrão de GBM consiste em máxima ressecção cirúrgica, 

seguida por radioterapia (RT) e quimioterapia (CT) à base de temozolomida 

(TMZ). Essa tríade de ação é fundamental para o manejo clínico da doença e 

aumento da qualidade de vida do paciente, porém, o GBM permanece como 

uma doença incurável. GBM é conhecido por seu perfil difusamente infiltrativo 

invadindo vários lobos e os dois hemisférios do cérebro. Por esse motivo, é 

extremamente complicado estabelecer a extensão da ressecção e definir como 

equilibrar os benefícios e os riscos da cirurgia (Yong e Loser, 2011). Embora a 

extensão da ressecção geralmente prediga sobrevida, é necessário pesar a 
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melhora na sobrevida com déficits neurológicos pós-operatórios, incluindo a 

morbidade neurológica, e definir o que seria adequado em cada caso 

(Oppenlander et al., 2014; Sanai et al., 2011).  Após a cirurgia, o tratamento 

dos GBM envolve sessões de RT parcial do cérebro fracionada em 30 frações 

de 2 Gy ao longo de 6 semanas, associado ao tratamento quimioterápico 

utilizando TMZ diariamente (75 mg/m² VO/IV). A RT hipofracionada 

compreende 15 frações de 2,67 Gy totalizando uma dose de 40 Gy, e foi 

validada como uma opção ideal para pacientes mais velhos (Jablonska et al., 

2019). Este tratamento multimodal é seguido por seis a doze ciclos de 

tratamento adjuvante com TMZ a 150 mg/m²/dia (dias 1-5 de um ciclo de 28 

dias). A dose pode ser aumentada se for bem tolerada pelo paciente. Wang e 

et al. (2017) mostraram que a quimioterapia oral associada à radioterapia 

contribuiu significativamente para a melhora na sobrevida global e na sobrevida 

livre de progressão em pacientes com diagnóstico recente de GBM, quando 

comparado com o tratamento apenas com radioterapia. Ainda assim, é um 

desafio estabelecer o manejo ideal da terapia com GBM devido à complexidade 

desta doença e às variações na população em geral.  

 

 

Figura 1. Dados gerais sobre glioblastoma. O Glioblastoma representa 45% de 
todos dos tumores do sistema nervoso central, o tratamento padrão utilizado nesse 
tipo tumoral envolve remoção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. Apesar da 
associação dessas estratégias, a sobrevida média de pacientes é em torno de 15 
meses e apenas 4 a 5% dos pacientes vivem mais que 5 anos. Fonte: própria autoria.  

  

1.2 Reparo de DNA e Glioblastoma 
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Tanto a quimioterapia quanto a radioterapia visam gerar um dano direto 

ao DNA com o objetivo de induzir a morte celular. Uma complexa rede de 

proteínas é ativada em resposta a esses diferentes danos ao DNA com o 

objetivo de modular a reposta celular e possibilitar o reparo da lesão. Tendo em 

vista que esses mecanismos são pró-sobrevivência, eles estão relacionados ao 

processo de resistência. Dessa forma, o papel da resposta aos danos no DNA 

na carcinogênese e resistência do tumor é intimamente dependente do 

momento e do tipo de dano ao DNA. As proteínas relacionadas à resposta a 

danos no DNA (DDR – DNA damage response) têm sido associadas a dois 

aspectos importantes: no início da gliomagênese, a DDR atua interrompendo a 

expansão das células malignas. No entanto, quando o tumor já está 

desenvolvido, contribui para suportar a instabilidade genômica e corrigir danos 

causados por agentes externos, como quimioterápicos ou radiação (Annovazzi, 

et al 2017). Apenas uma pequena porção das células cancerosas que 

modificaram suas vias celulares pode sobreviver e essa população de células 

pode promover o crescimento e a recorrência do tumor. Por esse motivo, 

compreender como os processos de resistência tumoral são regulados pode 

auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  

 

1.2.1 Vias de reparo ativadas pelo tratamento com TMZ 

 

A TMZ absorvida sem modificações possui a capacidade de cruzar a 

barreira hematoencefálica (BBB). Após ser absorvida, a TMZ passa por um 

processo de hidrólise espontânea em pH> 7 e é convertida no seu metabólito 

ativo 5-(3-metil triazen-1-il) imidazol-4-carbozamida (MTIC) (Zhang et al. 2012). 

O MTIC é adicionalmente hidrolisado ao cation metildiazônio e 5 

aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) (Strobel et al. 2019). A TMZ pertence à 

classe dos agentes alquilantes e seu mecanismo de ação consiste na 

transferência de seu grupo alquil eletrofílico para o átomo mais nucleofílico do 

DNA (Strobel et al., 2019). O cátion metildiazônio metila preferencialmente o 

DNA na posição N3 da adenina e na posição N7 da guanina (90%), mas 

também metila a O6-guanina (5-10%). Apesar de ser a lesão menos frequente, 

O6-metilguanina (O6-MG) é a lesão mais citotóxica e mutagênica levando à 
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inserção de timina durante a fase de replicação do DNA subsequente (Karran 

et al., 1992; Strobel et al., 2019). A TMZ também induz a metilação de 

macromoléculas, como proteínas e lipídios. Infelizmente, embora a metilação 

de macromoléculas induzida por TMZ tenha sido de grande importância 

biológica, ela é pouco compreendida e pouco se sabe sobre sua contribuição 

terapêutica (Drabløs et al., 2004). 

Existem principalmente três vias de reparo de DNA que processam 

lesões de alquilação induzidas por TMZ (Erasimus et al., 2016; Head et al., 

2017). Lesões como N3-metiladenina e N7-metilguanina são reparadas 

principalmente por reparo de excisão de base (BER – Base Excision Repair). 

Mesmo sendo estas lesões menos citotóxicas, uma via funcional de BER 

contribui para a resistência à TMZ e está associada ao pior prognóstico dos 

GBM (Strobel, et al., 2019). A enzima MGMT remove o grupo metil de O6-

metilguanina por uma reação enzimática de etapa única, restaurando a 

integridade das bases de guanina no DNA. Sabe-se que a expressão do gene 

MGMT está correlacionada com a resistência à TMZ e é um fator preditivo 

clássico de eficácia da terapia. Dessa forma, os benefícios dos agentes 

alquilantes são amplamente restritos a pacientes cujos tumores mostram 

metilação do promotor MGMT (Christmann e Kaina, 2017; Hegi et al., 2019). Se 

não for reparado por MGMT, a incorporação incorreta de timina durante a 

replicação de O6-MG ativa a via de reparo do emparelhamento errôneo de 

DNA (MMR – Mismatch Repair). No entanto, esse processo entra em um ciclo 

fútil, substituindo a timina incorporada incorretamente por outra timina, levando 

a ciclos de consumo de energia, parada da forquilha de replicação e quebras 

de DNA. A conversão de erros de emparelhamento em quebras duplas na fita 

de DNA aciona vias específicas de reparo e, se o mesmo for inefetivo, a células 

é encaminhada à morte, ativando a sinalização para apoptose (Annovazi, et al 

2017). 

 

1.2.2 Vias de reparo ativadas pela exposição à Radiação 

 

RT é uma abordagem de tratamento que usa radiação ionizante (RI) (por 

exemplo, raios-X) para eliminar tumores ou prevenir o crescimento e metástase 
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de células malignas (Wang et al., 2018a). Embora o mecanismo de morte 

celular associado à exposição à RT não seja totalmente compreendido, sabe-

se que a morte celular é causada por dois motivos principais: estresse celular e 

danos ao DNA (Lomax et al., 2013; Wang et al., 2018a). Os danos ao DNA são 

causados pela interação direta dos raios-X com várias macromoléculas, 

induzindo quebras de fita simples e dupla (SSB e DSB, respectivamente), 

crosslinks no DNA, crosslinks proteína-DNA. Além disso, espécies reativas de 

oxigênio (ROS – Reactive Oxygen Species) e espécies reativas de nitrogênio 

(RNS – Reactive Nitrogen Species) podem ser geradas por um mecanismo 

indireto, via radiólise de água, podendo produzir ânion superóxido (O2•-), 

radicais hidroxila (OH•) e peróxido de hidrogênio (H2O2), que causam danos a 

organelas e macromoléculas, incluindo a oxidação de bases de DNA, quebras 

simples de DNA (SSB – Single Strand Breaks), sitos abásicos e quebras duplas 

de DNA (DSB – Double Strand Breaks) (Kim et al., 2019). 

Apesar dos diversos tipos de danos desencadeados por RI, o efeito mais 

prejudicial da radiação é um dano ao DNA em clusters, definido como duas ou 

mais lesões formadas pela passagem de um feixe de radiação (Eccles et al., 

2011). Os clusters envolvendo DSB podem levar a aberrações cromossômicas 

e morte celular e os clusters não associados a DSBs podem induzir mutações e 

anormalidades cromossômicas, aumentando a instabilidade genômica das 

células tumorais (Asaithamby e Chen, 2011). As células tumorais podem 

adaptar suas respostas à radiação, aumentando as defesas celulares para 

neutralizar o estresse celular, ativando a hipóxia para diminuir o fornecimento 

de oxigênio e limitar a produção de ROS (Rey et al., 2017; Salazar-Ramiro et 

al., 2016). Além disso, as células tumorais podem aumentar suas defesas 

antioxidantes para neutralizar as moléculas oxidativas antes que promovam 

qualquer dano celular (Kim et al., 2019). 

Durante a resposta ao estresse oxidativo induzido por radiação, várias 

vias estão envolvidas (Le Rhun et al., 2019). O reparo de lesões oxidativas em 

bases de DNA geralmente é realizado pela via BER. Desta forma, uma 

glicosilase inicia o processo quebrando a ligação glicosídica e formando um 

local abásico. Endonucleases como APE são responsáveis pela clivagem da 

ligação fosfodiéster e, finalmente, a lacuna é ainda reparada por DNA 
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polimerases, DNA ligases e XRCC1 (Kim, 2019; Svilar, 2011). O reparo da SSB 

envolve a participação da proteína poli ADP-ribose polimerase 1 (PARP1), que 

se liga a quebras de fita de DNA e auxilia na sinalização para o reparo desse 

tipo de lesão por meio da produção de uma cadeia poli ADP-ribose a partir do 

substrato NAD+ (Murnyák, 2017). Sabe-se que PARP1 está superexpressa em 

GBM e tem sido estudada como um alvo terapêutico promissor, uma vez que 

contribui como fator antiapoptótico gerador de resistência celular (Jannetti et 

al., 2018). 

DSBs são lesões de DNA induzidas por radiação altamente tóxicas e 

seu reparo pode desencadear rearranjos genômicos e mutação ou apoptose. A 

resposta a DSB começa com o complexo MRN (proteínas MRE11, RAD53 e 

NBS1) detectando a lesão. Este complexo ativa a sinalização de danos 

mediada por duas proteínas relacionadas aos mecanismos de checkpoint do 

ciclo celular: Rad3-related protein (ATR) e ataxia telangiectasia mutated (ATM). 

Essas proteínas fosforilam alvos a jusante para coordenar vários processos. 

ATM ativa Chk1 e Chk2 para controlar o ciclo celular, permitindo a parada do 

ciclo celular, e 53BP1 e H2AX, para promover remodelamento da cromatina e 

permitir acesso às proteínas de reparo (Kakarougkas e Jegoo, 2014). O reparo 

das DSBs pode ser mediado por recombinação homóloga (HR – Homologous 

recombination), uma via livre de erros que depende da ressecção das 

extremidades do DNA e da disponibilidade de uma fita de DNA molde, ou pela 

via de junção de extremidade não homólogas (NHEJ – Non-Homologous End 

Joining), que repara o dano sem a necessidade de um molde, e, como 

resultado, está sujeito a erros (Annovazzi et al., 2017; Iliakis et al., 2004). 

Definir qual via as células irão ativar depende de várias etapas de regulação, 

incluindo extensão das DSB e disponibilidade de proteínas de reparo de DNA 

(Le Rhun et al., 2019). 

A organização celular relacionada ao reparo de danos em clusters é 

muito mais complexa do que para danos isolados. A eficiência das proteínas de 

reparo do DNA pode ser inibida pelo difícil acesso ao sítio de dano do DNA, 

aumentando o tempo do processo de reparo. Esses clusters de lesões não 

reparadas podem gerar DSBs adicionais, aumentando a instabilidade genômica 

(Asaithamby e Chen, 2011). DSBs em clusters também podem induzir um 
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deslocamento entre as vias de reparo, aumentando ainda mais a instabilidade 

genômica e a morte celular (Nickoloff et al., 2020). Em consequência, a 

capacidade das células de reparar danos ao DNA fica comprometida pelo 

aumento da complexidade do dano, indicando a importância desse tipo de 

lesão na eficácia da radioterapia.  

Assim, proteínas de resposta aos danos de DNA são fundamentais na 

resposta celular no tratamento de GBM e, a partir disso, compreender o papel 

de proteínas acessórias pode contribuir significativamente no desenvolvimento 

de novas estratégias (olhar figura 2 do capítulo 2 para mais detalhes a respeito 

impacto dessas proteínas em glioblastoma).  

 

 

 

Figura 2 – Vias de reparo relacionadas ao tratamento com Temozolomida e 
Radioterapia. Temozolomida é um pró-farmaco espontaneamente convertido a MTIC 
e posteriormente hidrolisado ao produto ativo capaz de metilar porções específicas do 
DNA. Aproximadamente 90% das lesões são causadas nas porções N3 da adenina e 
N7 da guanina, e apenas 5 a 10% são lesões são causadas na porção O6 da guanina. 
Radioterapia pode causar danos diretos no DNA, como quebras, ou danos indiretos no 
DNA através da geração de espécies reativas de oxigênio. No entanto, o tipo de dano 
mais citotóxico é causado em clusters e envolvem duas ou mais lesões formadas pela 
passagem de um feixe de radiação. Cada uma dessas lesões pode ativar vias a 
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específicas de reparo que induzem resistência ao tratamento. Fonte: Adaptado de 
Morás et al., 2021.   

 

 

1.3 A proteína Nek1 e seu papel na reposta a danos no DNA 

 

Proteínas cinases mediam uma série de eventos intracelulares, 

alterando a atividade e a localização de outras proteínas, por meio de 

fosforilações em resíduos específicos. Por regular o ciclo celular, através de 

alterações nos processos de checkpoint de ciclo celular, por exemplo, essas 

proteínas estão extensivamente associadas como promissores alvos como 

moléculas antitumorais (Melo-Hanchuk etal a., 2020).  

Nek1 é uma proteína pertencente à família de cinases relacionadas à 

NIMA (NEK), cujo conjunto é definido por similaridades no domínio cinásico 

com a proteína Never in Mitosis A (NIMA) de Aspergillus nidulans (Hilton et al., 

2009). Além do domínio cinásico (1-258), a proteína Nek1 apresenta uma 

região C-terminal com uma série de regiões coiled-coil, um sinal de localização 

e dois sinais de exportação nuclear (Hilton et al., 2009). Essa proteína é 

conhecida por sua dupla atividade cinásica, atuando tanto em resíduos de 

serina-treonina, como em resíduos de tirosina, sendo essa característica um 

diferencial às outras proteínas da mesma família em mamíferos. Nek2 a Nek11 

são caracterizadas por atuar apenas em resíduos de serina e treonina 

(Meirelles et al., 2014). 

De maneira geral, a proteína Nek1 possui funções importantes no 

controle da parada de ciclo celular (Moniz et al., 2011; Pavan et al., 2021). A 

deleção do gene NEK1 sensibiliza as células à exposição a agentes 

genotóxico, estando envolvida na resposta inicial a danos no DNA, tendo em 

vista as inúmeras interações descritas entre Nek1 e proteínas de sinalização e 

reparo de danos no DNA (Meirelles et al., 2014). 

Em condições basais, células deficientes em Nek1 apresentam um 

defeito de proliferação, evidenciado por um atraso na fase S do ciclo celular 

devido ao estresse replicativo e à ativação de checkpoint em condições 

normais de crescimento. Nek1 acumula na cromatina durante a replicação 

normal do DNA. Na ausência de dano, Nek1 é importante para manutenção 
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dos níveis normais de ATRIP, para a estabilização do complexo ATR-ATRIP e 

para a sinalização basal adequada de ATR (Liu et al., 2013).  

No contexto celular, a importância de Nek1 no reparo do DNA foi 

caracterizada mais completamente em resposta à radiação ionizante e algumas 

interações importantes nesse contexto serão descritas a seguir.  

 

1.3.1 O papel da proteína Nek1 em danos causados por Radiação 

Ionizante 

 

Fibroblastos deficientes em Nek1 são mais sensíveis aos efeitos do 

dano ao DNA induzido por RI. A atividade e expressão da cinase Nek1 são 

rapidamente regulados positivamente em células tratadas doses subletais de 

radiação (10 Gy) e ocorre redistribuição celular de Nek1 do citoplasma para foci 

nucleares discretos em locais de dano no DNA após exposição a baixas doses 

de radiação (0,5 Gy). Foi identificado também que Nek1 co-localiza com 

proteínas-chave envolvidas na resposta inicial a DSBs induzidas por RI 

incluindo γ-H2AX e MDC1/NFBD1 (Polci et al., 2004). Células deficientes em 

Nek1 possuem parada de ciclo na transição G1/S e na mitose comprometida, 

devido ausência de ativação de Chk1 e Chk2. Dessa forma, há um acúmulo de 

lesões não reparadas após exposição a RI, induzindo instabilidade 

cromossomal (Chen et al., 2008; Chen et al., 2011a; Pelgrini et al., 2010). 

A função de Nek1 na resposta a danos no DNA e no controle de 

checkpoint parece ser independente de ATM e ATR após exposição à radiação 

ionizante, uma vez que a resposta de Nek1 permanece intacta quando ATM e 

ATR estão inativadas. Além disso, a sinalização inicial dependente de ATM 

também permanece inalterada em células deficientes em Nek1 (Chen et al., 

2011b).  

Adicionalmente, Freund et al (2020) demonstraram que knockdown de 

Nek1 sensibiliza células de carcinoma colorretal e carcinoma cervical a RI, num 

regime de exposição de dose única e mais pronunciadamente num regime 

fracionado (3x2 Gy). Nesse trabalho foi demonstrado adicionalmente que o 

aumento na proporção de células em G2 após a exposição não é dependente 

da atenuação de Nek1 (Freund et al., 2020).  
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Sua função na resposta a DSBs induzidas por RI foi associada a 

interação com Rad54 (S572), um regulador negativo de Rad51.  Rad54 não 

fosforilada é necessária para permanência da Rad51 na forquilha de replicação 

protegendo a degradação nucleica e possibilitando uma replicação proficiente 

(Spies, et al., 2016).  

A Tabela 1 indica quais são os principais resultados relacionados a cada 

tipo de exposição avaliada.  

 

Tabela 1 – Principais resultados encontrados para a proteína Nek1 em cada tipo de 
exposição avaliada 

 
Indutor de 

dano 
Tipo de lesão Resultado Referência 

MMS Alquilação de DNA 
Superexpressão de Nek1 Chen et al., 2008 

Formação de foci nuclear Chen et al., 2008 

Mitomicina C 

e cisplatina 

Indutores de ligações 

cruzadas no DNA 

Superexpressão de Nek1 Chen et al., 2008 

Localização na cromatina Melo-Hanchuk et al., 2017 

 

Chen et al., 2008 
Formação de foci nuclear Chen et al., 2008 

Ativação de Chk2 e H2AX Melo-Hanchuk et al., 2017 

Peróxido de 

hidrogênio 

Sítios abásicos e 

quebras na molécula 

de DNA 

Superexpressão de Nek1 Chen et al., 2008 

Localização na cromatina 
Chen et al., 2016 

Chen et al., 2008 

Interação de Nek1 com TLK1 Singh et al., 2017 

Doxorrubicina 

Inibição da enzima 

Topoisomerase II, 

geração de radicais 

livres e formação de 

adutos doxorrubicina-

DNA 

Localização na cromatina Singh et al., 2017 

Colocalização com -H2AX Singh et al., 2017 

Ativação de Nek1 através da 

TLK1 
Singh et al., 2017 

Caracterização do eixo 

TLK1>NEK1>ATR>Chk1 
Singh et al., 2017 

Camptotecina Estresse replicativo 

Ativação de Nek1 Patil et al., 2013 

Localização na cromatina Patil et al., 2013 

Recrutamento de fatores de 

replicação 
Patil et al., 2013 

Recrutamento de Ku80 Patil et al., 2013 

Radiação UV Formação de adutos Superexpressão de Nek1 Chen et al., 2008 
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no DNA Localização na cromatina Chen et al., 2008 

Sinalização de ATR e ativação 

de Chk1 
Liu et al., 2013 

Radiação 

ionizante 

Geração de estresse 

oxidativo, quebras no 

DNA e dano em 

aglomerados 

Diminuição da morte celular Polci et al., 2004 

Superexpressão de Nek1 Polci et al., 2004 

Localização na cromatina Polci et al., 2004 

Formação de foci nuclear 
Chen et al., 2008 

Polci et al., 2004 

Co-localização com γ-H2AX e 

MDC1/NFBD1 
Polci et al., 2004 

Estabilidade genômica 
Chen et al., 2011a 

Chen et al., 2008 

 
Ativação de Chk1 e Chk2 

Chen et al., 2008 

Pelegrini et al., 2010 

Contribuição para parada de 

ciclo celular 
Chen et al., 2008 

Interação com Rad54 Spies, et al., 2016 

Fonte: autoria própria.  

 

1.4 Outras interações descritas para a proteína Nek1 

 

A proteína Nek1 está superexpressa em células expostas a outros 

indutores de dano, como agentes alquilantes, radiação ultravioleta (UV), 

indutores de ligações cruzadas e estresse oxidativo. Em resposta ao estresse 

replicativo induzido por campotecina, Nek1 é ativada e se re-localiza na 

cromatina. Nek1 interage com Ku80 e, em células deficientes em Nek1, a 

localização na cromatina de Ku80 e vários outros fatores de replicação de DNA 

é significativamente reduzida. Nek1 facilita a progressão da fase S por interagir 

com Ku80 e regular o recrutamento de fatores replicativos para a cromatina 

(Patil et al., 2013).  

A redistribuição celular de Nek1 também ocorre após tratamento com 

cisplatina, mitomicina C e radiação ultravioleta (UV). Adicionalmente, após a 

exposição à cisplatina, há uma rápida ativação de H2AX e Chk2. Células com 

knockdown para Nek1 possuem uma ativação atrasada de ambas proteínas 

(Melo-Hanchuk et al., 2017). Liu et al., 2013, por sua vez, demonstraram que a 
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atividade de Nek1 não é estimulada com o dano causado por radiação UV. Mas 

apesar disso, os autores indicaram que a atividade cinásica de Nek1 é 

importante na sinalização de ATR e ativação de Chk1 após essa exposição (Liu 

et al., 2013).  

O H2O2 produz espécies reativas de oxigênio resultando em sítios 

apurínicos ou apirimidínicos, que são reparados pela via BER. ROS também 

podem induzir quebras na molécula de DNA, recrutando diversos mecanismos 

de reparo quem incluem proteínas das vias HR e NHEJ (Sharma et al., 2016). 

Chen et al., 2011a demonstraram que Nek1 se redistribui do citoplasma para 

foci nucleares discretos após exposição a H2O2. Recentemente foi descrito que 

TLK1 interage fisicamente com Nek1 após exposição a H2O2. Essa interação 

contribui para uma via de sinalização recentemente caracterizada 

(TLK1>NEK1>ATR>Chk1). Adicionalmente, a superexpressão do mutante 

NEK1-T141A, mutação essa que impede a ativação de Nek1 na via Tlk1, 

resultou em uma resposta alterada do ciclo celular após a exposição das 

células ao estresse oxidativo, incluindo by-pass da parada em G1 e 

implementação de um ponto de verificação intra-S (Singh et al., 2017).  

A doxorrubicina é uma droga antitumoral, cuja ação está relacionada a 

três principais mecanismos: (1) inibição da enzima Topoisomerase II, resultado 

em quebras duplas no DNA; (2) geração de radicais livres; (3) formação de 

adutos doxorrubicina-DNA, comprometendo a replicação (Matt e Hofmann, 

2016). Após o tratamento com doxorrubicina, TLK1 e NEK1 relocalizam em foci 

de reparo nuclear, juntamente -H2AX. A proteína TLK1 fosforila NEK1 no 

resíduo T141, que se encontra no domínio cinásico, induzindo aumento em sua 

atividade. Após o dano ao DNA, a adição do inibidor TLK1, THD, ou a 

superexpressão do mutante NEK1-T141A, prejudica a ativação de ATR e Chk1, 

indicando a existência de um eixo de sinalização TLK1>NEK1>ATR>Chk1 

(Singh et al., 2017). 
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Figura 3 – Interações Nek1. A proteína Nek1 participa na resposta a diversos 
agentes indutores de dano. Ela está envolvida na ativação do eixo 
TLK1>Nek1>ATR>Chk1 (Singh et al., 2017; Singh et al., 2020). Além disso, após 
exposição à Raios X, Nek1 é essencial para ativação de Chk1 e Chk2 (Chen et al. 
2008; Pelegrini et al., 2010). Na resposta a estresse replicativo, Nek1 participa na 
ativação de Rad54 para controle da ativação da Recombinação homóloga e no 
recrutamento de proteínas, como Ku80 (Patil et al., 2013; Spies, et al., 2016). 

 

1.5 A proteína Nek1 e seu papel no contexto tumoral 

 

A relação entre Nek1 e diversos tipos de tumores já foi descrita na 

literatura. Amostras tumorais do estômago, colón, pulmão, pâncreas 

demonstraram perda de função. Por outro lado, amostras tumorais do esôfago 

e tireoide indicaram maior expressão (Melo-Hanchuk, 2020). 

A proteína Nek1 foi associada com resistência tumoral em células de 

gliomas (Zhu et al., 2016). Nek1 está superexpressa em diferentes linhagens 

de gliomas e, interessantemente, o nível de expressão está diretamente 

relacionado com o grau de severidade do tumor, a taxa de proliferação e a 

resistência à TMZ. Além disso, analisando amostras de pacientes, observou-se 

a correlação com prognóstico de sobrevida (Zhu et al., 2016).  

A atuação de Nek1 no controle de apoptose parece estar relacionada à 

sua interação com canal aniônico voltagem-dependente (VDAC1) na serina 

193, cuja ação regula a liberação de macromoléculas como o citocromo C. No 
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estado basal e em resposta a lesões que incluem danos ao DNA, Nek1 fosforila 

VDAC1 para limitar a morte de células mitocondriais (Chen et al., 2009). Nek1 

é altamente expressa em células tumorais renais, mantendo a fosforilação 

persistente de VDAC1, fechando seu canal e evitando o aparecimento de 

apoptose sob insultos genotóxicos. Dessa forma, a regulação negativa da 

expressão de Nek1 em células tumorais renais aumenta sua sensibilidade ao 

tratamento com moléculas genotóxicas (Chen et al., 2014).  

Essa associação foi explorada no contexto de câncer de próstata, tendo 

em vista a alta expressão de Nek1 nesse modelo. Singh et al., (2020) indicou 

que a inibição do eixo TLK1>Nek1>VDAC1 pode sensibilizar as células de 

câncer de próstata a morte por apoptose induzida por um composto antitumoral 

apropriado (Singh et al., 2020).  

 

1.4 A proteína Nek1 em outras doenças genéticas 

 

A proteína Nek1 foi incialmente associada à Doença Real Policística 

(PKD – Polycystic Kidney Disease). Mutações no gene NEK1 em linhagens 

germinativas em duas linhagens de camundongos (Kat e kat2j) resultou no 

desenvolvimento progressivo PKD, bem como outras complicações, tais como, 

retardo de crescimento, dismorfismo facial, anormalidades neurológicas, 

esterilidade masculina e anemia (Hilton et al., 2009; Chen et al., 2008 

Adicionalmente, uma clara associação dessa proteína com Esclerose 

Lateral Amiotrófica (ALS – Amyotrophic Lateral Sclerosis) está sendo 

estabelecida. A ALS é uma doença neurodegenerativa caracterizada por morte 

dos neurônios motores comprometendo a inervação muscular e eventualmente, 

pode levar a morte por parada respiratória. Aproximadamente 10% dos casos 

possuem etiologia familiar e alguns genes têm sido identificados como 

associados a ALS (Higelin et al., 2018). Dentre eles, está o gene NEK1. 

Mutações que induzem perda de função foram associados a um aumento de 

dano basal e um impedimento da resposta a danos induzidos no DNA em 

neurônicos motores e, em consequência, há um acúmulo de danos não 

reparados. A alteração na resposta inicial a danos no DNA em células 
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deficientes em Nek1 está, provavelmente, relacionada ao progresso da 

neurodegeneração em pacientes com ALS (Higelin et al., 2018).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A resposta aos danos no DNA causados pela TMZ e RT constituiu um 

dos principais mecanismos de resistência tumoral no tratamento de 

glioblastoma. Compreender como algumas proteínas atuam nessa resposta 

pode auxiliar na busca de novas estratégias terapêuticas. A proteína Nek1 foi 

uma das proteínas associadas a esse tipo tumoral e suas importantes funções 

na resposta a danos no DNA e checkpoint de ciclo celular geram base científica 

para essa investigação. Adicionalmente, o impacto já descrito de mutações 

dessa proteína em doenças genéticas cerebrais, como a ALS, indica a que a 

Nek1 é relevante neste tipo de tecido.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Investigar o papel da Nek1 na resposta inicial a lesões induzidas pelo 

tratamento agudo e crônico de zeocina, associada ou não a TMZ, em células 

de glioblastoma.  

3.2 Objetivos específicos 

 

1 – Construir e caracterizar linhagens U87 knockout para Nek1 utilizando 

metodologia CRISPR. 

2 – Avaliar a contribuição de Nek1 na sensibilidade ao tratamento agudo e 

crônico de zeocina, associada ou não a TMZ. 

3 – Avaliar o impacto da deleção de Nek1 na resposta inicial a quebras duplas. 

4 – Avaliar o impacto da deleção de Nek1 no perfil de ciclo celular frente a 

tratamento agudo e crônico de zeocina, associada ou não a TMZ. 

5 – Avaliar o perfil de expressão de Nek1 e Ki67 em amostras de pacientes 

com GBM. 
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4. DESCRIÇÃO DOS ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

Como resultado deste trabalho, dois artigos principais foram gerados. O 

primeiro trata-se de um artigo de revisão publicado na revista Life Sciences em 

novembro de 2021 em que são abordados os principais mecanismos de 

resistência associado às atuais terapias utilizadas no contexto dos GBM, os 

motivos de falha de novas drogas testadas clinicamente, as tecnologias 

existentes para entrega de drogas e as vias de administração alternativas 

relevantes no contexto do GBM. O objetivo desse artigo foi propor que a 

associação de sistemas de entrega e rotas alternativas de administração 

possibilitem novas opções farmacológicas para o tratamento de GBM, 

principalmente com inibidores da resposta a danos no DNA, aumentando a 

eficiência dessas estratégias clínicas. O segundo artigo compreende dados 

experimentais sobre o papel da proteína Nek1 na resposta a zeocina em GBM. 

O principal objetivo desse manuscrito foi verificar como a deleção de Nek1 

impacta na sensibilidade a zeocina, na resposta inicial a quebras duplas e no 

perfil de ciclo celular. Esse manuscrito ainda será submetido para publicação.  

Durante o período de doutorado, desenvolvi juntamente com os alunos 

Jefereson Henn e Luiza Steffens um artigo de dados, de primeira autoria 

compartilhada, intitulado Nek1-inhibitor and temozolomide-loaded microfibers 

as a co-therapy strategy for glioblastoma treatment, submetido na revista 

International Journal of Pharmaceutics. Os demais autores desse trabalho são: 

Pablo Ricardo Arantes; Matheus Bernardes Ferro; Elizandra Braganhol; Priscila 

Oliveira de Souza; Josias de Oliveira Merib; Gabriela Ramos Borges; Carolina 

Silveira Dalanhol; Mabilly Cox Holanda de Barros Dias; Michael Nugent. Nesse 

artigo nós avaliamos um implante cerebral de microfibra (MF) de álcool 

polivinílico eletrofiado (PVA) preparado para a liberação controlada do inibidor 

da proteína Nek1 (iNek1) e temozolomida (TMZ) ou nanopartículas carregadas 

com TMZ. Foi identificado que o MF com TMZ liberou uma maior concentração 

de TMZ no cérebro de ratos com tumor. Os animais tratados com as 

formulações demonstraram maior sobrevida e menor proporção da área do 

tumor/área cerebral. Em conjunto, os resultados sugerem que Nek1 é um alvo 

tumoral importante em GBM e a inibição da atividade de Nek1 diminui 
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significativamente a viabilidade das células GB e o tamanho do tumor quando 

combinado com o tratamento TMZ (Reinhardt, L. S, 2021 – dados submetidos 

para publicação). Esse artigo será base da tese da aluna Luiza Steffens e, por 

esse motivo, não foi incorporada na discussão desse documento.  

Onze artigos de coautoria foram publicados no período entre 2018 e 

2021 e podem ser acessados através do currículo Lattes disponível ao final 

desta tese.  
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5 CAPÍTULO 1 – ARTIGO DE REVISÃO 

 

Esse capítulo é constituído por um artigo de revisão intitulado “Recent 

developments in drug delivery strategies for targeting DNA damage response in 

glioblastoma”, de autoria de Ana Moira Morás, Jeferson G. Henn, Luiza 

Steffens Reinhardt, Guido Lenz e Dinara J. Moura, publicado na revista Life 

sciences (FI: 5,037), em 11 de novembro de 2021.  

Nesse artigo, nosso objetivo foi revisar o estado da arte sobre a 

utilização de estratégias farmacológicas para inibir proteínas de resposta a 

danos no DNA em glioblastoma. O artigo aponta que muitas dessas estratégias 

falham principalmente devido à baixa tolerabilidade das terapias. A fim de 

superar essas características negativas, grande atenção foi dada para o campo 

de estratégias no sistema de entregas, associadas a abordagens neurológicas 

para tratamento local, aumentando assim a biodisponibilidade e a eficiência 

dos medicamentos. O manuscrito tem por objetivo revisar essas estratégias e 

apresentar uma análise crítica da eficiência delas no tratamento de 

glioblastoma. A associação de sistemas de entrega, rotas de exposição 

alternativas e inibidores de proteínas das vias de resposta a danos foi 

defendida para geração de intervenções terapêuticas mais eficazes.  
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6. CAPÍTULO 2 - ARTIGO DE DADOS 

 

Neste capítulo é apresentado o manuscrito, em preparação, intitulado 

“The effect of Nek1 knockout on Zeocin treatment in U87 cells”, de autoria de 

Ana Moira Morás, Guido Lenz e Dinara J. Moura.  

Nesse trabalho, o objetivo foi investigar como a deleção de Nek1 

impacta nas respostas celulares após tratamento com zeocina, de forma 

isolada e em conjunto com temozolomida. O artigo indica que células 

deficientes em Nek1 parecem responder de forma diferenciada ao tratamento 

agudo e crônico e conclui que Nek1 é um alvo interessante na resposta a 

agentes radiomiméticos, uma vez que impactou na resposta celular. Porém, 

sua relevância em aplicações clínicas ainda precisa ser melhor explorada em 

tempos e esquemas de tratamento diferentes.  
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Abstract 

 

The response to DNA damage caused by TMZ and RT was one of the main 

components of tumor resistance in the treatment of glioblastoma. 

Understanding how some proteins act in this response can help in the search 

for new therapeutic strategies. Nek is overexpressed in different glioma cell 

lines and, interestingly, the level of expression is directly related to the degree 

of tumor severity, proliferation rate and resistance to TMZ. Nek1 is one of the 11 

isoforms structurally related to the mitotic regulator NIMA from Aspergillus 

nidulans identified in mammals and is shown to impact on different cellular 

pathways such as DNA damage sensing/repair pathway checkpoint activation, 

and apoptosis. The participation of Nek1 in response to DNA damage is also 

supported by nuclear localization of Nek1 in discrete nuclear points and the 

interaction of this kinase with proteins involved in DNA repair pathways and cell 

cycle regulation, as Chk1 and Chk2. Also, lack of Nek1 prevented G1/S or 

G2/M phase arrest in response to genotoxic treatment. In the present report we 

investigated the role of Nek1 in DNA damage response after exposure to 

Zeocin, a radiomimetic drug. We show that Nek1 knockout increase sensitivity 

to DNA damage induced by Zeocin plus TMZ and DNA damage signaling in 

acute response activating H2AX, Chk2 and p53. However, Nek1 knockout 

reduce DNA damage signalization, cell cycle arrest and viability to DNA 

damage induced by chronic exposure of Zeocin plus TMZ, indicating that 

cellular responses differ depending on exposure time. In addition, we evaluated 

Nek1 expression in biopsies of patients with Glioblastoma confirmed diagnostic. 

Our results indicate that the levels of Nek1 are ranged into low and high 

expression and are not correlated with Ki67.  

 

.   
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Introduction 

 

Glioblastoma Multiforme (GBM) is highly prevalent (54,7%) among all 

gliomas and it is the most aggressive form with poor prognostic (Globocan, 

2013). Additionally, GBM presents a survival yield >5 years of 5,1% (Taylor et 

al., 2019). Surgery, radiotherapy, and temozolomide-based chemotherapy are 

fundamental treatment options in clinical management. Despite recent 

developments in these therapies, the GBM currently has an average survival of 

14.6 months from diagnosis (Ohka, 2012). Some important cellular mechanisms 

are modified in tumor cells and these directly affect chemotherapeutic 

treatment, such as increased DNA repair and inability to enter the apoptotic 

pathway (Housman et al., 2014). Therefore, understanding the role of specific 

proteins in the response to DNA damage inducers is extremely important in the 

search for new targets for more effective cancer treatment.  

Nek1 is a protein from the NIMA-Related Kinases (NEK) family, whose set is 

defined by similarities in the kinase domain with the Never in Mitosis A (NIMA) 

protein from Aspergillus nidulans (Hilton et al., 2009). Nek1 is one of the 11 

isoforms of the Neks identified in mammals (Hilton et al., 2009). The 

relationship between Nek1 and different types of tumors has already been 

described in the literature. Tumor samples from the stomach, colon, lung, 

pancreas demonstrated loss of function. On the other hand, tumor samples 

from the esophagus and thyroid indicated Nek1 increased expression (Melo-

Hanchuk, 2020). In addition, the Nek1 protein is one of the proteins that have 

been associated with tumor resistance in glioma cells (Zhu et al., 2016). Nek is 

overexpressed in different glioma cell lines and, interestingly, the level of 

expression is directly related to the degree of tumor severity, proliferation rate, 

and resistance to TMZ. Furthermore, analyzing patient samples, a inversely 

correlation with survival prognosis was observed (Zhu et al., 2016). 

Furthermore, several studies demonstrate the relationship of Nek1 with the 

initial response to ionizing radiation. Nek1-deficient fibroblasts are more 

sensitive to the effects of IR-induced DNA damage. Nek1 kinase activity and 

expression are rapidly up-regulated in cells treated with sublethal doses of 

radiation (10 Gy) and cell redistribution occurs from the cytoplasm to discrete 
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nuclear foci at sites of DNA damage after exposure to low doses of radiation 

(0.5 Gy). Nek1 co-localizes with key proteins involved in the initial response to 

RI-induced DSBs including γ-H2AX and MDC1/NFBD1 (Polci, et al., 2004). 

Nek1 deficient cells have cell cycle arrest in the G1/S transition and has mitosis 

impairment due to lack of Chk1 and Chk2 activation. Thus, there is an 

accumulation of unrepaired injuries after exposure to IR, inducing chromosomal 

instability (Chen et al., 2008; Chen et al., 2011a; Melo-Hanchuk et al., 2017; 

Pelegrini et al., 2010). Additionally, Nek1 is important to the maintenance of 

normal ATRIP levels, stabilization of the ATR-ATRIP complex, and proper basal 

ATR signaling (Liu et al., 2013). Recently, have been explored their role in the 

TLK1 pathway, and it was proposed a signaling axis TLK1>NEK1>ATR>Chk1 

(Singh et al., 2017; Chen et al., 2011b). 

Considering the recent findings related to Nek1 with tumor process and that 

resistance to chemotherapy still represents a major clinical and scientific 

obstacle, it is important to find new therapeutic target options to propose 

methodological alternatives in tumors that still have a high mortality rate, such 

as gliomas. Thus, this work aimed to investigate the role of the Nek1 protein in 

the response to zeocin, a mimetic drug of ionizing radiation, in glioblastoma. 

Our results indicated a differentiated cellular response according to the 

exposure time. Nek1 knockout increases sensitivity to DNA damage induced by 

Zeocin plus TMZ and DNA damage signalization in acute response activating 

gamma-H2AX, Chk2, and p53. However, in chronic exposure Nek1 knockout 

reduce DNA damage signalization impairing cell cycle arrest. The impact of 

Nek1 reducing cellular viability in chronic exposure to low levels of zeocin 

indicates that the protein Nek1 represents a valuable target for radiation 

sensitization.  

 

Materials and Methods 

 

Reagents 

Dulbecco‟s modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin–

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), L-glutamine, antibiotics 

(penicillin/streptomycin) and Dulbecco‟s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 
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were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). Temozolomide 

(TMZ) and puromycin were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Zeocin and  CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit were purchased from 

Invitrogen (Grand Island, NY). The antibody used was Alexa Fluor® 488 Mouse 

anti-H2AX (pS139) acquire from BD Biosciences (San Diego, CA, USA).). 

MILLIPLEX MAP DNA Damage/Genotoxicity Magnetic Bead Panel and 

MILLIPLEX® Early Apoptosis Magnetic Bead 7-plex Kit were purchased from 

Millipore (Darmstadt, Germany). All others reagents were of analytical grade.   

 

Cell culture  

Human GBM cell U87 MG was obtained from American Type Culture Collection 

(ATCC) bank and cultivated in Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (DMEM) 

supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), 100 units.mL-1 penicillin 

and 100 μg.mL−1 streptomycin. The cell culture was regularly testing to ensure 

absence of mycoplasma. Cell identification was checked by karyotype (data not 

shown).  

 

Plasmid and cell knockout contruction 

pSpCas9 vector for co-expression with Cas9 (PX459) was purchased from 

Addgene. Five sgRNAs were cloning into the PX459. The sgRNA were:  

5‟-CACCGTTCCTATGATCTCCGCAGTT-3‟,  

5‟-CACCGACCAAACTGCGGAGATCAT-3‟,  

5‟- CACCGCTAAAAACATTTTCGAAGTT-3‟,  

5‟- CACCGGTATTCCATATTTAGCGGC-3‟,  

5‟- CACCGACAAAGCCTGCCGCTAAATA-3‟. 

The cells were transduced with a pool (1:1:1:1:1) of five sequences and 

selected by puromycin.  The knockout efficiency was checked by 

immunoblotting and PCR.  

 

Cellular characterization  

The characterization of wildtype cell was carried out in a commercial laboratory 

in Brazil (GENEX, Rio Grande do Sul, Brazil). The aim was to guarantee the 

cellular tumor characteristics and verify the amplification status on chromosome 
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4, in which the Nek1 gene is located. Cytogenetic preparations were performed 

from sample collected from cell cultures, with a total of 20 metaphases 

observed. Staining through the GTG band (G band by the Trypsin-Giemsa 

method) was performed to evaluate multiple abnormalities.  

 

Drug treatments  

For acute exposures, cells were treated with zeocin concentrations, with and 

without TMZ co-treatment (100 µM). For chronic exposures, cells were 

submitted to 2 cycles of zeocin treatment for 5 days followed of 2 days of 

recovery. The protocol was also conducted with and without TMZ co-treatment 

(100 µM/ 7 days).  

 

Cell viability 

Cells were seeded in 96-well plates at density of 104 cells/well and exposed to 

treatment. After treatment with different concentrations of zeocin or their 

combination with TMZ, cell viability was determined using the 3-(4,5-

methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) colorimetric growth 

assay, as described previously, with some modifications (Mosmann, 1983). 

Cells were incubated with of MTT (0.33 mg.mL-1) for 3 h at 37°C. Cellular 

formazan crystals ware solubilized with DMSO and optical density was 

measured at 570 nm (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA). The viability of 

the cells was assessed from three independent experiments by the MTT. 

 

Cell cycle assay 

Cells were harvested, washed with PBS, fixed in cold 70% ethanol added drop 

to the pellet while vortexing. Cells were washed 2 times in DPBS and re-

suspended in stain buffer (Tris-HCl 3,4 mM, RNAse 700 U/L, PI 30 µg/ml, Triton 

0.1%, NaCl 10 Mm) and incubated for 10 min at 37 in the dark. Cell cycle 

stages were quantified by FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA). flow cytometric analysis of PI-stained cells. Doublet cells were avoided 

by excluding the compromised region by gating.  

 

Flow cytometry measurement for gamma-H2AX 
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Staining for H2AX was done by adding 1 mL of DPBS Gibco and 4 mL of 

ethanol to fixation. The cells were centrifuged (1500 rpm, 4°C, 10 min), washed 

2 times with DPBS, and incubated with Triton 0.2%, BSA 1% for 30 min. The 

samples were incubated with gamma-H2AX antibody 1:75 in BSA 1%, Tween 

0.1% in PBS for 1 hour at ambient temperature. The samples were analyzed in 

FACSCalibur instrument. (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). The data 

were analyzed using the FlowJoTM (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). 

 

Flow cytometry measurement for CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit 

The cells were seeded, and CellTrace CFSE (1:1000) was added. The cells 

were incubated for 20 at 37°C. New culture medium was added and the cells 

were incubated for 37°C for 5 minutes. Cells were analyzed by flow cytometer 

(Day 0) or treated with Fetal Bovine Serum (10%) or with Zeocin (15 and 200 

µg/ml) for 3 days. After that, treated cells were analyzed by flow cytometer 

FACSCalibur instrument (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).The data were 

analyzed using the FlowJoTM (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). 

 

MULTIPLEX DNA Damage/genotoxicity 

Using milliplex® map kit (Merck Millipore, Darmstadt, Germany), protein 

involved in DNA damage response in U87 WT and Nek1 -/- cells after treatment 

with Zeocin were quantified. The cells were lysed in milliplex® map lysis buffer 

(Millipore) containing protease inhibitors. Total 25 μg of proteins in each lysate 

diluted in milliplex® map assay buffer 1 (Millipore) were analyzed according to 

the manufacturer's protocols (lysate incubation at 4ºC overnight). The milliplex® 

map 7-plex DNA damage/genotoxicity magnetic bead kit (Millipore) was 

analysed using the Luminex 200 system ((erck Millipore, Darmstadt, Germany). 

The results were presented as the difference between MFI of protein and the 

blank samples. 

 

Patient expression  

23 patients with glioblastoma treated at hospital São José - Irmandade Santa 

Casa de Misericórdia de Porto Alegre (ISCMPA) in 2019 were enrolled in our 

study (Ethics Committee protocol number 78664117.0.0000.5345). Eligibility 
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criteria covered histological proof of gliomas stage IV. The histological 

evaluation was performed by UFCSPA‟s Pathology Laboratory following 

stablished guidelines. The tissue expression was analyzed by IHC profiler 

plugin in ImageJ Software 

 

Results and Discussion 

 

Knockout of Nek1 reduces viability in the acute treatment 

 

Several genotoxic compounds have already been shown to activate Nek1, 

which is localized to nuclear foci of DNA damage (Polci et al., 2004). 

Furthermore, deletion of Nek1 potentiated the lethality of genotoxic exposure 

and delayed DNA repair (Pelegrini et al., 2010; Polci et al., 2004). Recent 

analyses indicate the involvement of Nek1 in the cellular response to radio and 

chemotherapy in the GBM context (Zhu et al., 2016). We initially investigated 

the Nek1 involvement after zeocin treatment by stable Nek1 knockout through 

CRISPR methodology. We performed the karyotype analysis to check the GBM 

cell line as can be seen in the Suppl. Fig. 1A the U87 cell line has only one 

chromosome IV. The Nek1 knockout was verified by conventional PCR and 

immunoblotting (Suppl. Fig 1B). Zeocin was chosen as a radiomimetic drug 

since it is a member of the bleomycin antibiotics family which have a well-known 

mechanism of action. The zeocin concentrations were defined in pilot tests with 

the U87 cell line (data not shown). The TMZ concentration (100 µM) was 

chosen to cover the possible peak levels of the drug in plasma (104±3 μM) in 

non-human primate models (Patel et al., 2003). Sensitivity of U87 WT and 

Nek1-/- cells were checked by MTT assay after acute treatment with zeocin and 

TMZ. The sensibility was significantly reduced with zeocin plus TMZ treatment 

and Nek1-/- cells were more sensitive than WT cells lines in all doses tested (10 

– 200 µg/ml) (Fig 1A). Cellular proliferation was evaluated through incubation 

with CFSE, a fluorescent probe that decreases its intensity with each cell 

generation. The results showed that the rate of proliferation was inhibited by the 

treatment with Zeocin; however, this enrichment was not dependent on Nek1 

attenuation (Fig. 1B). 
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Figure 1. Effect of Nek1 knockout on glioblastoma cell survival and proliferation. A. Cell viability 

measured by MTT assay. Cells were submitted to zeocin treatment (10 – 200 µg/ml) for 24h. The protocol 

was also conducted with and without TMZ co-treatment (100 µM/ 7 days). The data are presented as the 

means ± SEM.  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) and #p<0.05, ##p<0.01, 

###p<0.001, ####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way ANOVA with multiple comparisons). 

B. Quantitative analysis of proliferating cells among different groups. The cells were labeled with CFSE on 

Day 0, analyzed, and treated with Zeocin. After third day the % of proliferating cells was measured (CFSE 

Low). On bottom representative flow cytometry graphs for each experimental group (Day 0, FBS 10% and 

Zeocin 200 µg/mL). The data are presented as the means ± SEM.  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

****p<0.0001 (two-way ANOVA with multiple comparisons). 

 

Impact of Nek1 on Zeocin resistance in glioblastoma  

 

Standard therapy of newly diagnosed GBM consists of maximal safe resection, 

followed by radiotherapy plus concomitant and adjuvant TMZ-based 

chemotherapy. To investigate the role of Nek1 in GBM resistance, we 

performed a 2-cycle 7-day treatment with zeocin for 5 days plus 2 days of 

recovery and TMZ (100 µM) for every 7 days. The zeocin concentrations were 

defined in pilot tests with the U87 cell line evaluating cell confluency left after 

treatment for 14 days (data not shown). Within 5 days, Zeocin treatment 

increased sensitivity in the Nek1-/- cell line at all doses evaluated (1 – 15 µg/ml) 

and, when administrated together with TMZ, there was a subtle increase in 

viability loss also in the WT. The effect was dependent on Nek1 only at the 
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highest concentration of zeocin, administered alone (Fig 2B). With 2 recovery 

days (day 7) only an increase in sensitivity was seen at the highest 

concentration of zeocin (Fig 2C). The cell profile at the end of the second cycle 

was similar to day 5, with a dependence on Nek1' for the increase in sensitivity 

visualized only at the highest dose of zeocin (Fig. 2D). We can see that the 

impact on viability in GBM cells is more dependent on treatment with zeocin and 

that the impact of Nek1 on increasing sensitivity is subtle. 

 

 

Figure 2. Effect of Nek1 knockout on glioblastoma viability after chronic exposure. Cell 

viability was measured by MTT assay. Cells were submitted to 2 cycles of Zeocin treatment (1 – 

15 µg/ml) for 5 days followed by 2 days of recovery. The protocol was also conducted with and 

without TMZ co-treatment (100 µM/ 7 days). Cells viability was measured at different time 

points. A – 24 h of exposure. B- 5 days of exposure. C- 5 days followed by 2 recovery days. D- 

At the end of 2 complete treatment cycles. The data are presented as the means ± SEM. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) and #p<0.05, ##p<0.01, 

###p<0.001, ####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way ANOVA with multiple 

comparisons 

 

 

Nek1 impact on DNA damage signalization after Zeocin treatment 
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Nek1 is involved early in a DNA damage sensing/repair pathway (Chen et al., 

2011). It is known for example that Nek1 co-localizes with key proteins involved 

in the initial response to radiation-induced DSBs including γ-H2AX (Polci et al., 

2004). Zeocin treatment induced a clear increase in γ-H2AX activation after 

acute exposure (Fig. 3) and Nek1 deficient cells had an increased activation 

only at the highest dose of zeocin plus TMZ in relation to WT. However, Nek1 

dependence was subtle in chronic treatments with lower concentrations of 

zeocin (Fig.4 A-C). Only after 7 days of treatment, there was a lower activation 

of gamma-H2AX in the Nek1 -/- cell line (Fig. 4C). Interestingly, in a time-

dependent assessment, damage signaling is progressive from 5 to 7 days in the 

WT cell line. However, signaling occurs within 5 days, but then decreases after 

7 days in the KO cell line. The reduced H2AX activation in response to zeocin 

treatment may indicate a failure in the damage signaling processes as 

previously demonstrated by Pelegrini et al., (2010) in treatment with 

camptothecin. The impairment in DNA damage signalization could induce 

genetic instability and increase mutagenic lesions (Chen et al., 2011a; Pelegrini 

et al., 2010)  

 

  
Figure 3. Effect of Nek1 on γ-H2AX staining by cytometric analysis. Cells were submitted to 
zeocin treatment (10 – 200 µg/ml) for 24h. The protocol was also conducted with and without 
TMZ co-treatment (100 µM/ 7 days). The data are presented as the mean ± SEM. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) and #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, 
####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way ANOVA with multiple comparisons). 
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Figure 4. Effect of Nek1 knockout on glioblastoma damage response. γ-H2AX staining by 

cytometric analysis. Cells were submitted to zeocin treatment (15 µg/ml) for 5 days followed by 

2 days of recovery. The protocol was also conducted with and without TMZ co-treatment (100 

µM/5 days). Fluorescence was measured at different time points. A – 24 h of exposure. B- 5 

days of exposure. C- 5 days followed by 2 recovery days. D- Representative histograms of NC 

and ZEO 15 µg/ml samples. The data are presented as the means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) and #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, 

####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way ANOVA with multiple comparisons). 

 

Additionally, we evaluated the role of Nek1 on downstream players of DNA 

damage activation by multiplex analyses. It was possible to observe that zeocin 

treatment increased the cellular activation of Chk2 and p53 in both cell lines 

(Fig. 5A and B). Activation of p53 was increased with Nek1 knockout, which can 

stimulate the activation of apoptotic pathways and consequent increase in 

sensitivity seen in Fig 1 and 2 (Fig. 5B). Interestingly, Chk2 signaling is higher in 

Nek1 deficient cells, which goes against what the literature shows for other 

genotoxic treatments. Furthermore, a basal increase in p21 was also observed 

and the level of which seems to be independent of the treatment (Fig. 5C). The 

size and complexity of U87 were not modified with the applied silencing 

methodology (Suppl. Fig 2). 
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Figure 5. Impact of Nek1 in pChk2 (Thr68), p53(S15), and p21 expressions. Cells were 

submitted to Zeocin treatment (15 µg/ml) for 15min, 1h, 12h, and 24h. Using milliplex® map kit 

(Merck Millipore), a protein involved in DNA damage response was quantified. It was realized 

the quantification of pChk2 Thr68 (A), p53 S15 (B), and P21 total (C). The results were 

presented as the difference between the MFI of protein and the blank samples. The data are 

presented as the means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) 

and #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way 

ANOVA with multiple comparisons). 

 

Knockout of Nek1 had no effects on DNA damage-induced cell cycle 

arrest 

 

The modulation of DNA damage signalization and the increase in mortality rate 

in Nek1 KO cells that were exposed to zeocin could be a result of cell cycle 

defects. The cell cycle distribution upon zeocin treatment was studied by 

propidium iodide staining using a flow cytometer. Zeocin treatment-induced an 

enrichment of cells in G2 phase from the dose of 50 µg/ml in WT cell line and 

10 µg/ml plus TMZ in Nek-/- cell line. There were no differences between cell 

lines (Fig. 6A). In chronic exposures, it was observed that WT cells still 

presented enrichment in G2 after 7 and 14 days of treatment. Nek1 -/- cells do 

not arrest in the G2 phase, suggesting that G2/M arrest induced by the DNA 

damage requires Nek1. Chk2 activation (Fig. 5) appears to be consistent with 

the cycle arrest found in a 24-hour assessment. Unfortunately, it was not 
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possible to quantify Chk2 in the chronic treatment profile, where cell cycle arrest 

was impaired by Nek1 deficiency. 

 

 
 

Figure 6. Impact of Nek1 knockout in G2 arrest caused by zeocin treatment. Cell cycle 

analyses measured by cytometric analysis of PI staining A. Cell cycle profile of WT cell line after 

24 h of Zeocin treatment with and without TMZ co-treatment. B. Cell cycle profile of Nek1 -/- cell 

line after 24 h of Zeocin treatment with and without TMZ co-treatment. The data are presented 

as the means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) (two-way 

ANOVA with multiple comparisons). 

 

 

 
Figure 7. Impact of Nek1 in G2 arrest caused by zeocin treatment after chronic exposure. 

Cell cycle analyses measured by cytometric analysis of PI staining. Cells were submitted 

to 2 cycles of Zeocin treatment (1 – 15 µg/ml) for 5 days followed by 2 days of recovery. The 

protocol was also conducted with and without TMZ co-treatment (100 µM/ 7 days). Cell cycle 

profile by PI staining was measured at different time points. A – Cell cycle profile of WT cell line.  

B- Cell cycle profile of Nek1 -/- cell line. The data are presented as the means ± SEM. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (G2 %) (two-way ANOVA with multiple comparison). 

 

Clinical expression of Nek1 in Glioblastoma  
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We next investigated Nek1 expression in human biopsies classified as GBM. 

Additionally, the Nek1 expression was correlated with a classic hallmark of 

proliferation and malignancy in tumors Ki67 protein. Twenty-three samples 

which had verified glioblastoma classification were evaluated. It is possible to 

observe that the expression of Nek1 is quite variable among the samples; it is 

not possible to establish a pattern of overexpression or a correlation with the 

expression of Ki67 (Fig. 8). These results disagree with data published by Zhu 

et al 2016, which demonstrated a clear association of high Nek1 expression 

with the degree of malignancy in Gliomas (Zhu, et al., 2016). However, this 

variability was also observed in online public data available on The Human 

Protein Atlas. Of 12 glioma samples, 1 showed low expression, 7 showed 

medium expressions and 4 demonstrated high expressions (Human protein 

atlas, 2021).  

 

 
Figure 8. Nek1 and Ki67 expression in tumors classified as Glioblastoma. 23 patients with 
glioblastoma were enrolled in our study. Eligibility criteria covered histological proof of Gliomas 
stage IV. A- The IHC quantification of the 10 patients with the highest expression of Ki67 in 
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decreasing order and the respective expression of Nek1 expression are shown in the left side. 
The hit map in the central part of the figure indicates the correlation between the two proteins. In 
the right side are shown representative images of two patients, 1158278 (highest Ki67 
expression and low Nek1 expression) and patient 1356994 (medium Ki67 expression and 
highest Nek1 expression). The first image corresponds to the Ki67 expression and the second 
image corresponds to the Nek1 expression. The tissue expression was analyzed by the IHC 
profiler plugin in ImageJ Software. B- The IHC quantification of the 13 patients with the lowest 
expression of Ki67 in decreasing order and the respective expression of Nek1 expression are 
shown in the left side. The hit map in the central part of the figure indicates the correlation 
between the two proteins. In the right side are shown representative images of two patients, 
787406 (low Ki67 expression and high Nek1 expression) and patient 708694 (low Ki67 
expression and highest Nek1 expression). The first image corresponds to the Ki67 expression 
and the second image corresponds to the Nek1 expression. The tissue expression was 
analyzed by the IHC profiler plugin in ImageJ Software. 

 

Conclusions 

 

Our results about the participation of Nek1 in response to DNA damage induced 

by zeocin in glioblastoma cells indicated a differentiated cellular response 

according to the exposure time. Nek1 knockout increases sensitivity to DNA 

damage induced by zeocin plus TMZ and DNA damage signalization in acute 

response activating γ-H2AX, Chk2, and p53. However, in chronic exposure 

Nek1 knockout reduce DNA damage signalization impairing cell cycle arrest. 

The impact of Nek1 reducing cellular viability in chronic exposure to low levels 

of xeocin indicates that the protein Nek1 represents a valuable target for 

radiation sensitization. 

  



66 

 

Supplementary  

 

 

 

Supplementary figure 1. Cellular characterization. A- karyotype of the U87 cell cine. Arrows 

indicate common modification in glioblastoma cells. Cytogenetic analysis revealed an abnormal 

chromosome number, corresponding to a clone with a modal number close to triploidy, which 

shows multiple abnormalities as the t(1;3) and extra pairs of chromosome 1 indicating doubling 

of his long arm. B- Result of conventional PCR and immunoblotting indicating absence of gene 

and protein expression of Nek, respectively. 
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Supplementary figure 2. Cellular morphology with CRISPR silence methodology. Cell 

morphology was evaluated by flow cytometry to verify a possible impact of the applied silencing 

technique. It was possible to notice that no changes in size or complexity were seen in the cell 

lines. Treatment with Zeocin, in turn, induced a change in complexity. The data are presented 

as the means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (compared to NC) and 

#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001 (comparison between cell lines) (two-way 

ANOVA with multiple comparisons).  
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7. DISCUSSÃO 

 

Até o momento, a terapia mais aceitável para GBM recém diagnosticado 

é a combinação de ressecção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia com TMZ. 

Ainda assim, o GBM permanece incurável e, portanto, vários novos alvos foram 

propostos para aumentar a capacidade de resposta do paciente ao tratamento 

(Bush et al., 2017). Alguns desses alvos incluem proteínas de respostas a 

danos no DNA como estratégia, para diminuir a capacidade de reparo e induzir 

a morte celular (Morás et al., 2020). 

Porém, uma dificuldade em utilizar estratégias farmacológicas para inibir 

proteínas de resposta a danos no DNA em GBM é a baixa tolerabilidade 

dessas terapias, o que prejudica a eficácia e a melhoria dos resultados de 

sobrevida (Sasmita, 2017; Moras et al., 2021). A fim de superar essas 

características negativas, estratégias de DDS associadas foram desenvolvidas 

para o tratamento de GBM (Fakhoury, 2015; Sonabend et al., 2014). 

Adicionalmente, as abordagens neurológicas que permitem a entrega em 

regiões específicas aumentam a biodisponibilidade e a eficiência dos 

medicamentos (Fakhoury, 2015). Dessa forma, a associação entre o uso de 

inibidores de Nek1 e estratégias de entrega de drogas poderia ser interessante 

no contexto de glioblastoma. Nosso grupo de pesquisa recentemente 

desenvolveu uma estratégia de implante cerebral com uma microfibra de PVA 

contendo TMZ e um inibidor farmacológico de Nek1 que demonstrou eficácia 

em modelos in vitro e in vivo (Reinhardt, L. S. et al., 2021, manuscrito 

submetido).   

A proteína Nek1 tornou-se de interesse para nosso grupo de pesquisa a 

partir dos dados publicados por Zhu et al., 2016. Esse trabalho indicou que a 

proteína Nek1 é superexpressa em diferentes linhagens de células de glioma e, 

curiosamente, o nível de expressão está diretamente relacionado ao grau de 

gravidade do tumor, taxa de proliferação e resistência ao tratamento com TMZ. 

Porém, a associação desta proteína com a resposta a danos no DNA induzidos 

por quimioterápicos não é algo novo. A partir da identificação do gene Nek1 em 

1992 (Letwin et al., 1992), um dos primeiros trabalhos que demonstrou a 

possibilidade de Nek1 estar relacionada a resposta de danos ao DNA foi o de 
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Surpili et al., 2003, cujos resultados de interação proteína-proteína 

identificaram ATRX, MRE11 e 53BP1 entre os possíveis parceiros. Um ano 

depois, Polci et al., (2004) mostraram experimentalmente que a proteína Nek1 

está envolvida no início da resposta ao dano ao DNA induzido por RI e é 

importante para o reparo de DNA. Quando as células primárias ou 

transformadas foram expostas a RI, a atividade da cinase Nek1 aumentou em 4 

minutos, e sua expressão de Nek1 foi regulada positivamente logo em seguida 

e mantida por horas. No mesmo período inicial, Nek1 se redistribui nas células 

do citoplasma para foci nucleares discretos em locais de quebras, pois há a co-

localização com H2AX e NFBD1/MDC1, duas proteínas-chave envolvidas na 

resposta inicial a DSBs induzidas por RI. Por fim, esse trabalho mostrou que 

fibroblastos deficientes em Nek1 são muito mais sensíveis aos efeitos do dano 

ao DNA. Esses resultados sugerem que Nek1 pode funcionar como uma cinase 

no início da via de resposta aos danos ao DNA (Polci et al., 2004).  

Na sequência, mais três trabalhos foram publicados por Yumay Chen 

que esclareceram significativamente o envolvimento de Nek1 com a resposta a 

danos no DNA. O primeiro trabalho publicado em 2008 indicou que Nek1 se 

localiza em foci nucleares em resposta a muitos tipos diferentes de danos, 

além de RI. Células deficientes em Nek1 não conseguem ativar Chk1 e Chk2, 

executar corretamente a parada de ciclo em G1/S e M e reparar 

adequadamente DSBs em resposta a danos no DNA (Chen et al., 2008). Em 

2011, dois trabalhos foram publicados. O primeiro trabalho indicou que células 

deficientes em NEK1 sofrem grandes erros na segregação cromossômica 

mitótica e citocinese, tornando-se aneuplóides. Essas células deficientes em 

NEK1 se transformam, adquirem a capacidade de crescer em condições 

independentes de ancoragem e formam tumores quando injetadas em 

camundongos singênicos (Chen et al., 2011a). E o segundo trabalho mostrou 

que o papel de Nek1 nos pontos de verificação e na sinalização de dano é 

independente de ATM e ATR (Chen et al., 2011b). Concomitantemente, alguns 

trabalhos de outros grupos de pesquisa foram relevantes. Pelegrini et al. (2010) 

demonstraram que células deficientes em Nek1 apresentam atraso no reparo 

do DNA e uma maior sensibilidade quando tratadas com MMS, H2O2 e 
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cisplatina. A ativação de Chk1 e a parada no ponto de checagem G2/M em 

resposta ao cisplatina foi fortemente reduzida (Pelegrini et al., 2010).   

 Posteriormente uma via de ativação foi estabelecida. Em 2013, Liu e 

colaboradores indicaram que Nek1 é fundamental para promover a ativação de 

ATR (Liu et al., 2013). Por fim, o trabalho de Singh et al. (2017) mostrou que a 

superexpressão do mutante NEK1-T141A, mutação essa que impede a 

ativação de Nek1 na via Tlk1, resultou em uma resposta alterada do ciclo 

celular após a exposição das células ao estresse oxidativo, incluindo by-pass 

da parada em G1 e implementação de um ponto de verificação intra S e que, 

após o tratamento com doxorrubicina, TLK1 e NEK1 relocalizam em foci de 

reparo nuclear, juntamente -H2AX. Foi proposta a existência de um eixo de 

sinalização TLK1>NEK1>ATR>Chk1, que vem sendo explorada no tratamento 

de câncer de próstata (Singh et al., 2017). 

Nos dados apresentados nesta tese, fica evidente que a reposta celular 

foi dependente do tempo de tratamento. Em 24h, visualizamos, em linhagens 

deficientes em Nek1, uma maior sensibilidade ao tratamento de zeocina 

associada à TMZ, maior ativação de γ-H2AX, Chk2 e p53, sem alteração no 

perfil de ciclo celular. Esses dados diferem do que foi encontrado na literatura, 

mas condizem entre eles. A fosforilação de H2AX é estimulada pela geração de 

quebras duplas, promove o remodelamento da cromatina e é necessária para 

parada da progressão do ciclo celular. A ativação de Chk2 e p53 indica que a 

lesão está sendo processada e se relacionam com a parada de ciclo em G2/M 

visualizada e aumento da sensibilidade. Freund et al. (2020) também 

mostraram que o aumento na proporção de células em G2 após a exposição 

não foi dependente da atenuação de Nek1.  

No entanto, com doses mais baixas de zeocina e um tempo maior de 

tratamento, percebemos que a linhagem deficiente em Nek1 mantem sua maior 

sensibilidade ao tratamento, diminui a sinalização inicial de dano e não ocorre 

parada do ciclo celular, indicando a dependência de Nek1 para esse fenótipo. 

Não foi possível identificar o status de ativação de Chk1 e/ou Chk2 nestes 

tempos maiores de tratamento. Dessa forma, uma investigação tempo 

dependente seria crucial para a avaliação do papel dessa proteína nas lesões 

induzidas por zeocina.  
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Além da alteração em Chk2 e p53, células deficientes em Nek1 também 

induziram aumento de p21, inclusive em condições basais. A proteína p21 é 

uma inibidora de cinases dependentes de ciclinas regulando negativamente a 

proliferação celular. Além disso, é um alvo transicional de p53, sendo 

necessária para a parada de ciclo mediada por p53. Por exemplo, RI induz 

ativação de p53 e p21 e consequente parada em G1 e/ou G2 (Hoeferlin et al., 

2011). Não existe na literatura uma associação clara entre Nek1 e p21.  

Neste sentindo, uma proteína da mesma família, a Nek4, possui uma 

associação na literatura com a proteína p21. Nguyen et al. (2012) mostraram 

que a supressão de Nek4 estendeu o número de duplicações populacionais 

necessárias para atingir a senescência replicativa em várias cepas de 

fibroblastos humanos e resultou na diminuição da transcrição de p21. As 

células suprimidas por Nek4 exibiram parada do ciclo celular prejudicada em 

resposta a danos ao DNA. A supressão de Nek4 também causa defeitos no 

recrutamento de DNA-PK (cs) para DNA após a indução de DSBs, resultando 

em redução da ativação de p53 e fosforilação de H2AX. Esse trabalho concluiu 

que Nek4 atua como um regulador da senescência replicativa e a resposta a 

danos ao DNA (Nguyen et. al., 2012). Nek6, por outro lado, parece estar 

relacionada à supressão da senescência. Jee et al., (2010) mostraram que o 

aumento de expressão de Nek6 em células EJ e H1299 suprime 

completamente a senescência induzida por p53. A parada do ciclo celular nas 

fases G1 e G2/M, bem como a redução do nível de ciclina B e da proteína cdc2 

após a expressão de p53, foram significativamente reduzidos pela 

superexpressão de Nek6 (Jee et al., 2010). Células deficientes em Nek6, por 

outro lado, induzem senescência prematura e sensibilizam a tratamentos 

genotóxicos (Jee et al., 2013). Tendo isso em vista, mais estudos são 

necessários para compreender se Nek1 possui um efeito direto na inibição de 

senescência ou se há algum mecanismo compensatório com proteínas da 

mesma família que pode impactar nos resultados.  

Por fim, nós demonstramos também que apesar de haver amostras de 

pacientes diagnosticados com GBM com alta expressão de Nek1, os níveis 

variam entre baixos e altos nas amostras avaliadas e a expressão de Nek1, no 

nosso grupo amostral, não está correlacionada com a expressão de Ki67, um 
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clássico marcador de proliferação e malignidade em tumores. Apesar disso, a 

proteína Nek1 constituiu teoricamente um bom alvo molecular para impedir a 

resistência em GBM tendo em vistas suas funções nas etapas iniciais da 

sinalização de dano no DNA.  
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8. CONCLUSÃO 

 

O progresso recente em estratégias de entrega de drogas para o 

cérebro possibilita que novas moléculas e drogas consolidadas para outros 

tipos tumorais que não possuem potencial de atravessar a barreira 

hematoencefálica sejam utilizadas para o tratamento de GBM. A aplicação em 

nano e microestruturas que podem ser administradas localmente diminui a 

possibilidade de efeitos colaterais sistêmicos e pode impactar positivamente na 

eficiência do tratamento, uma vez que maiores concentrações locais são 

atingidas. Dentre os possíveis alvos que modulem a resposta ao tratamento, a 

proteína Nek1 se mostrou promissor tendo em vista, principalmente, o 

embasamento teórico obtido através da revisão da literatura. Nos dados 

produzidos por esta tese, o impacto de Nek1 na sinalização de dano no DNA, 

no perfil de ciclo celular e na sensibilidade geral aos tratamentos foi sutil, ou 

seja, não houve uma mudança abrupta nesses parâmetros em relação à 

linhagem selvagem. A maior sensibilidade celular foi visualizada, tanto no 

tratamento agudo, quanto no crônico, porém ela não foi nem tempo, nem dose 

dependente. O tratamento agudo induziu maior ativação da sinalização de 

dano e de checkpoint de ciclo celular. A parada de ciclo celular em G2 foi 

semelhante entre as linhagens deficiente e selvagem. Em uma exposição 

crônica, por outro lado, as células deficientes em Nek1 demonstraram menor 

ativação de sinalização de dano e redução na % de células com parada de 

ciclo celular de em G2, em relação à linhagem selvagem. Dessa forma, apesar 

de Nek1 aparecer ser um alvo interessante na resposta a agentes 

radiomiméticos, seu papel precisa ser melhor explorado com tempos e 

concentrações diferentes de tratamentos. Espera-se que as ideias resultantes 

de futuros estudos experimentais com a associação de sistemas de entrega e 

alvos de DDR levem ao desenvolvimento de melhores intervenções 

terapêuticas, o que pode trazer esperança ao cenário incurável dos pacientes 

com GBM.  
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9. PERSPECTIVAS 

 
O conjunto de dados apresentado no artigo de dados desta tese gerou 

novas perguntas, para as quais serão necessários novos experimentos no 

sentido de se avançar nos mecanismos pelos quais a NEK1 atua na resposta a 

danos no DNA induzidos por quimioterápicos e agentes radiomiméticos. Para 

isso, pretende-se avaliar a expressão de Chk2 em tratamentos crônicos, a fim 

de verificar se a deficiência de sinalização de dano no DNA encontrada ocorre 

e suportar os dados de parada de ciclo celular. Ainda, será importante avaliar 

se a deficiência de sinalização encontrada em 7 dias de tratamento induz 

instabilidade genômica pela avaliação de mutagenicidade. Para compreensão 

do perfil de ativação alterado de p21, será necessário avaliar a morfologia 

nuclear antes e depois do tratamento, a fim de verificar a possível correlação 

com o aumento de senescência nessas linhagens. Uma proteína decisiva na 

sinalização de dano celular é a 53BP1. Então, também será avaliada a ativação 

desta proteína nos esquemas de tratamento estudados por este trabalho. 

Espera-se que a adição desses novos dados possa contribuir com a 

comunidade científica na busca pela efetividade dos tratamentos vigentes 

contra os gliomas, bem como no desenvolvimento de estratégias mais 

eficientes.  
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