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RESUMO 

 

A S-nitrosação é uma modificação pós-traducional dinâmica e reversível de proteínas 

que controla importantes funções celulares através da alteração de resíduos tióis de cisteínas 

pelo óxido nítrico (NO). Assim como a fosforilação, a S-nitrosação é capaz de alterar a 

conformação, a atividade e a função de proteínas e contribui em grande parte para a 

influência ubíqua do NO nas vias de transdução de sinal celulares. Inúmeras evidências 

apontam para um papel crucial da S-nitrosação não apenas na fisiologia dos organismos, mas 

também em inúmeras doenças humanas, entre elas o câncer. Entretanto, trata-se de um 

mecanismo ainda pouco explorado de modulação de proteínas envolvidas com a progressão 

tumoral, como as presentes na via do mTOR. Assim, o objetivo do trabalho é analisar os 

mecanismos pelos quais o NO afeta a função do mTOR.  

A análise da S-nitrosação do mTOR foi realizada através do Biotin Switch Method e 

demonstra que o doador exógeno de NO, GSNO, aumenta os níveis de mTOR S-nitrosada. 

Além disso, a GSNO reduz a fosforilação das proteínas mTOR, p70S6K e 4EBP-1 de forma 

tempo- e dose-dependente. A fosforilação da proteína p70S6K, reduzida pela exposição ao 

NO, é restaurada pela adição do agente redutor e denitrosante DTT. Entretanto, o pré-

tratamento das linhagens celulares PC-3, DU145 e MCF-7 com o inibidor da guanilil ciclase, 

ODQ, ou com o sequestrador de NO livre, PTIO, não reverte o efeito da GSNO na fosforilação 

das proteínas mTOR, p70S6K e 4EBP-1, corroborando a hipótese de que o mTORC1 é 

modulado por S-nitrosação.  A viabilidade das linhagens tumorais humanas PC3, DU145, 

MDA-MB-468, MCF-7, HT-29, CACO-2 e A549 também diminui após exposição aos doadores 

de NO, sendo observada redução da proliferação e aumento da morte celular. As linhagens 
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PC-3, MCF-7 e MDA-MB-468, que apresentam mutações ativadoras na cascada de 

sinalização PI3K-mTOR, são mais sensíveis à presença do NO. 

Assim, a S-nitrosação do mTORC1 é uma importante modificação pós-traducional 

capaz de modular a atividade quinase da proteína mTOR e reduzir a proliferação de células 

tumorais humanas, apresentando potenciais implicações terapêuticas. 
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ABSTRACT 

 

S-Nitrosation is a dynamic and reversible post-translational modification of proteins that 

controls important cellular functions through the modification of cysteine thiol side chains by 

nitric oxide (NO). mTOR signaling pathway deregulation is involved in various cancer types 

and contributes to cancer cell proliferation as well as growth factor independence. The aim of 

this work was to analyze the mechanisms by which S-nitrosogluthatione (GSNO) affects 

mTOR function. S-nitrosation of mTOR was assessed by the Biotin Switch Method. GSNO was 

shown to S-nitrosate mTOR with a consequent time- and dose-dependent decrease in the 

phosphorylation of mTOR and S6K proteins, which were reversed by the addition of the 

denitrosating agent DTT. Pre-treatments of cells with the inhibitor of soluble guanylyl cyclase, 

ODQ, or with the NO scavenger, PTIO, had no effect on the GSNO-mediated decrease in 

phosphorylation of mTOR and its substrates p70S6K and 4EBP-1. Results also demonstrated 

that cancer cell line viability decreased after exposure to the NO donors GSNO and S-nitroso-

N-acetyl-cysteine (SNAC), altering proliferation and increasing cell death. PC-3, MCF-7 and 

MDA-MB-468 cell lines, which have mutations in the PI3K-mTOR pathway, showed a greater 

response to GSNO. Therefore, S-nitrosation is a novel post-translational modification capable 

of modulating mTOR activity, with possible therapeutic implications. 
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INTRODUÇÃO 

 

O CÂNCER 

Ao contrário do que muitos acreditam, o câncer é provavelmente uma doença tão velha 

quanto a própria humanidade. A descrição mais antiga do câncer humano foi encontrada em 

papiros egípcios escritos entre os anos 3000-1500 a.c. Dois deles, conhecidos como os 

papiros “Edwin Smith” e “George Ebers”, apresentam detalhes de condições consistentes com 

as descrições modernas da doença. O papiro Edwin Smith, por exemplo, descreve 8 casos de 

tumores ou úlceras de mama, recomendando a cauterização como medida paliativa para o 

tratamento da moléstia. Hoje, o câncer é a principal causa de morte em países desenvolvidos 

e a segunda principal causa de morte nos países em desenvolvimento, e a busca por novas 

terapias para a doença mobiliza a comunidade médica e científica de todo o mundo.  

Segundo relatório recente da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (1), o 

impacto global do câncer no mundo mais do que dobrou nos últimos 30 anos. 

Aproximadamente 12,7 milhões de casos novos de câncer e 7,6 milhões de mortes pela 

doença ocorreram em 2008 em todo o globo, com 56% dos casos e 64% das mortes 

ocorrendo em países em desenvolvimento (2). No Brasil, as estimativas de 2012 se 

assemelham às de 2013 e apontam para a ocorrência de 518.510 novos casos de câncer (3). 

Os tipos mais incidentes no território nacional, à exceção do câncer de pele não melanoma, 

são os cânceres de próstata e pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama e colo de 

útero no sexo feminino. As fronteiras do câncer têm se expandido nos países em 

desenvolvimento não apenas como resultado do crescimento e envelhecimento da população, 
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mas também pela adoção de hábitos de vida associados ao câncer como fumo, inatividade 

física e o consumo crescente da chamada dieta “ocidentalizada”. 

Os números alarmantes geralmente associados ao câncer demandam estratégias que 

propiciem detecção precoce, melhor estratificação do tumor para guiar terapias e o 

desenvolvimento de métodos preventivos mais eficazes. O aumento do conhecimento acerca 

da biologia do câncer nas últimas duas décadas permitiu a identificação de circuitos 

moleculares característicos em tumores sólidos. Essas vias refletem anormalidades 

específicas que se acredita levar à progressão de malignidades.  

Diferentes estudos sobre cânceres humanos e modelos murinos apontaram a 

importância de aberrações genéticas que contribuem para o comportamento do tumor. 

Diversos oncogenes e proteínas supressoras tumorais, mais especificamente a 

phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K), MYC, RAS, p53, phosphatase and tensin homologue 

(PTEN) e a proteína retinoblastoma (RB), são frequentemente associadas a diversos 

cânceres, apesar dos perfis de mutação dos diferentes tipos de câncer variarem 

consideravelmente. 

Em termos de importância, a cascata de sinalização da PI3K é mais apropriadamente 

denominada como super-rodovia do que como simples via de sinalização tumoral, uma vez 

que se encontra alterada de múltiplas formas em diversos tipos de malignidades humanas 

(4,5). Mutações somáticas no gene PIK3CA, que codifica a subunidade catalítica p110 da 

PI3K, ocorrem em mais de 30% de alguns dos tipos mais comuns de cânceres epiteliais, 

incluindo câncer de mama, cólon, próstata e endométrio (6). A ativação genética e epigenética 

frequente por mecanismos moleculares diversos sugere que a ativação da via PI3K é 

provavelmente um passo crítico na oncogênese. A PI3K é elemento fundamental nas vias de 
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transdução de sinal e apresenta papel importante na regulação de diferentes características 

celulares, incluindo crescimento, sobrevivência e metabolismo. 

O gene PTEN, que codifica a fosfatase que antagoniza a PI3K, é o segundo gene 

supressor tumoral mais afetado em tumores, após a p53 (7,8). A atividade de fosfatase 

lipídica do PTEN desfosforila os produtos 3-fosfoinositídeos da PI3K, importantes ativadores 

de quinases relacionadas com sobrevivência celular, como a phosphoinositide-dependent 

kinase 1 (PDK1) e Akt. 

A proteína Akt tem o potencial para fosforilar mais de 9000 proteínas em mamíferos (9), 

entretanto, ainda é necessário determinar os seus efetores críticos para a gênese do câncer. 

As principais linhas de evidência apontam para dois efetores evolutivamente conservados: a 

forkhead family of transcription factors (FOXO) e o mechanistic target of rapamycin (mTOR). 

Os fatores transcricionais FOXO, que inibem a proliferação de células em mamíferos, são 

diretamente fosforilados e inativados pela Akt (10), enquanto o mTOR, que associa-se ao 

aumento da proliferação celular, é indiretamente ativado pela Akt. Além das mutações 

inativadores e deleção do PTEN, outros mecanismos também contribuem para a 

hiperativação da Akt no câncer, como a amplificação do gene da Akt e o aumento da ativação 

de receptores tirosina quinase, como a ativação dos receptores heterodiméricos ErbB-2/ErbB-

3.  

Acredita-se que os cânceres dependentes da ativação da oncoproteína Akt contam 

com a subsequente ativação do mTORC1 para promover a tumorigênese. A via de sinalização 

do mTOR integra sinais intra- e extracelulares e atua como um regulador central do 

metabolismo e crescimento celular, proliferação e sobrevivência. Durante a proliferação a 

célula precisa aumentar sua biomassa e replicar o seu genoma antes de dividir-se para gerar 
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duas células filhas. Assim, a célula necessita gerar energia suficiente e adquirir ou sintetizar 

biomoléculas que atendam a demanda da proliferação.  

Em cerca de 40-90% dos dez tumores humanos mais freqüentes a via de sinalização 

do mTOR encontra-se ativada de forma aberrante (11). O câncer é essencialmente uma 

doença na qual as células precisam perder seus pontos de checagem de proliferação 

normais, e as células tumorais inevitavelmente adquirem mutações oncogênicas em vias 

relacionadas a fatores de crescimento e nutrientes, desconectando a regulação metabólica 

dos sinais fisiológicos. Assim, por ser um regulador chave do crescimento e proliferação 

celulares, o mTOR tem sido alvo de intensa investigação por seu papel no desenvolvimento e 

progressão tumorais. 

 

A PROTEÍNA mTOR 

Em todos os eucariotos, a via de sinalização do mTOR conecta a abundância de 

energia e nutrientes à execução de atividades celulares como crescimento e divisão celular 

através da sua habilidade em perceber, simultaneamente, a presença de energia, nutrientes, 

estresse e, nos metazoários, de fatores de crescimento (12).  “Crescer” relaciona-se a um 

conjunto de processos bioquímicos – intimamente ligados com a disponibilidade de nutrientes 

e energia – pelo qual os organismos aumentam seus tamanhos e número de células através 

da síntese de novos componentes celulares como proteínas, ácidos nucléicos e lipídios. As 

células contam, ainda, com um conjunto de programas para lidar com momentos de escassez 

de nutrientes e baixa energia. Assim, para evitar o desequilíbrio energético e a morte as 

células rapidamente reprimem os programas de biossíntese durante o jejum (diminuindo ou 
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suspendendo a proliferação), aumentam a reciclagem de proteínas e organelas mais velhas, e 

provêm uma fonte interna de metabólitos.  

Assim, o mTOR apresenta implicações importantes em doenças nas quais o 

crescimento encontra-se desregulado e a homeostase comprometida como o câncer, doenças 

metabólicas e o envelhecimento. Uma vez desregulada, a sinalização do mTOR alimenta o 

crescimento destrutivos de tumores. A hiper-estimulação da via do mTOR pelo consumo 

excessivo de alimento pode ser fator crucial para a epidemia do diabetes. Finalmente, 

acredita-se que a via do mTOR apresenta papel central no controle do envelhecimento de 

células e tecidos, e a inibição da proteína representaria uma nova forma de aumentar a 

longevidade (12). 

 

OS COMPLEXOS mTORC1 E mTORC2 

A proteína mTOR é uma serina/treonina quinase evolutivamente conservada que 

apresenta papel fundamental na reprogramação do metabolismo tumoral. O mTOR é a 

subunidade catalítica de dois complexos distintos denominados mTOR complex 1 (mTORC1) 

e mTORC2 (Figura 1). As duas principais proteínas acessórias que distinguem esses 

complexos são a regulatory-associated protein of mTOR (RAPTOR) e a rapamycin-insensitive 

companion of mTOR (RICTOR), que definem o mTORC1 e o mTORC2, respectivamente (13-

15). Essas proteínas acessórias atuam não apenas como ancoradouros para a constituição 

dos complexos, mas também para a ligação aos seus substratos e às proteínas regulatórias 

(13,14,16-21).  

Os componentes exclusivos do mTORC1 incluem também um regulador negativo, a 40 

kDa Pro-rich Akt substrate (PRAS40, também denominada AKT1S1) (20,22). Já o mTORC2 é 
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mTORC2 em alguns tecidos e linhagens celulares (28). Esse efeito provavelmente envolve o 

sequestro progressivo do “reservatório” interno de mTOR através da associação com o 

complexo rapamicina-FKBP12, tornando-o inacessível para formação do complexo mTORC2. 

 

Os substratos e as ações do complexo mTORC1 

A composição das subunidades de cada mTORC é o que dita a especificidade de seus 

substratos. O complexo mTORC1 relaciona-se com mecanismos chave envolvidos na 

biogênese ribossomal, tradução de RNA mensageiro (RNAm), autofagia, síntese de lipídeos e 

metabolismo mitocondrial. 

A biogênese ribossomal é um processo que demanda um dispêndio energético 

importante, e é por isso intimamente ligado ao status energético da célula. A síntese de RNA 

ribossomal (RNAr) e de proteínas ribossomais é também regulada pelo mTORC1. O mTORC1 

aumenta a atividade transcricional da proteína polimerase de RNAr RNA polymerase I 

(RNAPI) através da S6 kinase 1 (p70S6K1) (29). Além de aumentar a capacidade de síntese 

protéica da célula pelo aumento do número de ribossomos, a sinalização por mTORC1 

também controla aspectos específicos da tradução do RNA mensageiro (RNAm) através de 

pelo menos duas classes de substratos diretos: as quinases ribossomais S6 (p70S6K) e a 

eukaryotic initation factor 4E (eIF4E)-binding protein (4E-BP). 

Os substratos do mTORC1, p70S6K1 e 4E-BP1, associam-se com o RNAm e regulam 

o início e o progresso da tradução, controlando as taxas de síntese protéica. Em seu estado 

não fosforilado, a proteína 4E-BP1 inibe a tradução do RNAm através de sua associação 

inibitória ao eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E). Entretanto, uma vez fosforilada 

pelo mTORC1, a 4E-BP1 dissocia-se do eIF4E, permitindo que a proteína recrute o fator de 
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iniciação da tradução eIF4G para a porção 5’ final da maioria dos RNAm (30,31). A proteína 

p70S6K1, ao ser fosforilada pelo mTORC1, promove a tradução do RNAm através da 

fosforilação ou da ligação à diversas proteínas incluindo a eukaryotic elongation factor 2 

kinase (eEF2K)(32), 80kDa nuclear cap-binding protein (CBP80) (33) e eIF4B (34), que atuam 

conjuntamente na iniciação da tradução e no elongamento do RNAm. Enquanto a tradução de 

alvos específicos do mTORC1 (ciclina D1, c-Myc, Hypoxia-inducible factor 1 (HIF1) 

contribui para o desenvolvimento e progressão tumorais, a estimulação da biogênese 

ribossomal é um dos principais mecanismos pelos quais o mTORC1 promove crescimento 

celular e proliferação nas células tumorais. 

A autofagia, mecanismo fundamental para prover substratos para a produção de 

energia durante períodos de escassez de nutrientes externos, é também regulada pelo 

mTORC1. A autofagia é a auto-degradação controlada de componentes celulares danificados, 

redundantes e até mesmo perigosos que envolvem proteínas individuais (microautofagia) e 

organelas (macroautofagia). O mTORC1 inibe a autofagia (35,36) através da fosforilação das 

proteínas autophagy-related 13 (ATG13) e unc-51–like kinase 1 (ULK1), desfazendo o 

complexo ULK1-ATG13-FIP200 (200kDa FAK family kinase-interacting protein)-ATG101. O 

complexo ULK1-ATG13-FIP200-ATG101 é responsável pela formação do autofagossomo 

(37), uma vesícula de membrana transitória que envolve e digere os componentes celulares. 

Acredita-se que a autofagia apresente efeitos pró-sobrevivência nas células submetidas a 

estresse metabólico e nutricional em tumores estabelecidos, permitindo que evadam a 

apoptose (38). Entretanto, a autofagia também apresenta efeito supressor tumoral, uma vez 

que defeitos na iniciação da autofagia promovem a tumorigênese. Assim, a ativação aberrante 
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do mTORC1 e a inibição da autofagia nos estágios iniciais da tumorigênese podem promover 

a progressão tumoral. 

O mTORC1 também controla a atividade de diversos fatores transcricionais implicados 

na síntese de lipídios e no metabolismo mitocondrial. 

 

Os substratos e as ações do complexo mTORC2 

O mTORC2 foi inicialmente identificado em Saccharomyces cerevisiae como mediador 

da organização do citoesqueleto de actina e polarização celular (15,25,39). O complexo 

controla diversos reguladores do citoesqueleto, incluindo Rho1 GDP-GTP exchange protein 2 

(Rom2) e a proteína quinase cAMP-dependent, cGMP-dependent and protein kinase C (AGC) 

Ypk2 (40,41). 

Estudos recentes revelaram novas funções para o mTORC2 na fosforilação de 

membros da família de proteínas quinase AGC. O complexo mTORC2 fosforila e ativa a Akt, a 

serum- and glucocorticoid-regulated kinase (SGK) e a protein kinase C (PKC), que regulam a 

sobrevivência celular, a progressão do ciclo celular e o anabolismo (42-45). Entre as quinases 

AGC, a Akt é especialmente importante devido ao seu papel na patogênese do câncer e do 

diabetes. Através de RNA de interferência (RNAi) em células S2 de Drosophila melanogaster, 

o TORC2 foi descrito como o complexo responsável por mediar a fosforilação da Akt em 

Ser505, resíduo homólogo à Ser473 em mamíferos (42,44,45). Trata-se de um achado chave, 

uma vez que a fosforilação em Ser473 prepara a Akt para a subsequente fosforilação em 

Thr308, no domínio catalítico, pela PDK1. Juntos, esses dois eventos fosforilativos geram a 

ativação completa da Akt. A fosforilação dos fatores transcricionais FOXO1 e FOXO3 pela Akt 

inibe seus deslocamentos para o núcleo e a ativação de programas de expressão gênica que 



27 
 

promovem a apoptose (46). Assim, o mTORC2 favorece a sobrevivência celular através da 

inibição de FOXO1 e FOXO3 mediada pela Akt. 

De forma geral, os achados localizam o mTORC2 acima de uma série de processos 

celulares chave como a progressão do ciclo celular, anabolismo e sobrevivência da célula. 

 

REGULADORES UPSTREAM DOS COMPLEXOS mTOR 

O mTORC1 atua como um integrador de sinais das quatro principais fontes regulatórias 

das células de eucariotos: nutrientes, fatores de crescimento, energia e estresse. Esses 

fatores podem cooperar ou antagonizar os efeitos uns dos outros, permitindo à célula 

controlar finamente a atividade do mTORC1. A regulação do mTORC2 é ainda pouco 

conhecida, mas as evidências existentes sugerem que, ao contrário do controle do mTORC1, 

apenas os fatores de crescimento regulam esse complexo (15,39). 

  

A regulação do complexo mTORC1 por nutrientes 

Aminoácidos são como os blocos construtores das proteínas, sendo também 

empregados na síntese de DNA, glicose e ATP. Diversos estudos demonstram que os 

aminoácidos são absolutamente necessários para a sinalização através do mTORC1 em 

cultura de células, e não podem ser compensados por outros estímulos (19,47,48). Nos 

vertebrados, os aminoácidos podem ser sentidos intracelularmente (49) e um sistema de 

transporte de aminoácidos participa de forma importante na sinalização dependente do 

mTORC1. Esse sistema importa a leucina, aminoácido chave na ativação do mTORC1, para o 

interior celular (50). Apesar da identidade e da ação do sensor do aminoácido primário ainda 

permanecerem desconhecidas, vários candidatos a mediadores têm sido apontados, como a 
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proteína sterile 20 (STE20) family kinase mitogen-activated protein kinase kinase kinase 

kinase 3 (MAP4K3)(51,52) e a PI3K catalytic subunit type 3, também denominada VPS34 

(53,54). 

A relação mais forte entre os aminoácidos e o mTORC1 é, sem dúvida, a família Rag 

de pequenas GTPases (19,55). As Rag GTPases são heterodímeros compostos por RAGA ou 

RAGB com RAGC ou RAGD; os dois membros do heterodímero apresentando estados 

distintos de nucleotídeos. Na ausência de aminoácidos, as Rag GTPases encontram-se em 

sua conformação inativa na qual RAGA ou RAGB ligam-se ao GDP e RAGC ou RAGD ligam-

se ao GTP. A presença de aminoácidos faz com que as Rag GTPases tornem-se 

conformacionalmente ativas, e RAGA ou RAGB liguem-se ao GTP e RAGC ou RAGD liguem-

se ao GDP. O heterodímero Rag ativo interage fisicamente com a proteína RAPTOR, fazendo 

com que mTORC1 associe-se à superfície de endossomos e lisossomos tardios, onde as Rag 

GTPases residem (19,55,56). Essa relocalização permite que o mTORC1 interaja com a 

pequena GTPase Ras homologue enriched in brain (RHEB) (em seu estado associado à 

GTP), um ativador essencial do mTORC1 que é controlado por fatores de crescimento 

(19,57,58).  

As proteínas Rag não apresentam nenhum alvo de sinalização óbvio. Entretanto, três 

pequenas proteínas – p14, MAPK scaffold protein 1 (MP1) e p18, coletivamente denominadas 

Ragulator – ancoram as Rag GTPases na superfície dos lisossomos. Quando a Ragulator é 

geneticamente inativada, as Rag GTPases tornam-se citoplasmáticas, o recrutamento do 

mTORC1 para os lisossomos falha, e a sinalização dos aminoácidos para o mTORC1 é 

inibida (56). Em geral, esses achados demonstram que as endomembranas apresentam papel 

fundamental no controle da atividade do complexo mTORC1 e sugerem que os seus alvos 
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subcelulares medeiam sua capacidade de integrar os sinais gerados por nutrientes e pelos 

fatores de crescimento. 

 
Figura 2. O complexo mTORC1 atua como integrador de sinais. A integração de sinais pelo 
mTORC1 baseia-se na regulação de suas interações físicas e de sua localização. Fatores de 
crescimento favorecem a ativação da Rheb, induzindo sua ligação física com mTORC1. Os 
aminoácidos, por sua vez, geram o deslocamento do mTORC1 mediado pela Rag para a 
endomembrana lisossomal, onde a proteína Rheb reside; a) Na ausência de aminoácidos e fatores de 
crescimento, Rag e Rheb GTPases encontram-se inativas e o mTORC1 é fisicamente dissociado de 
Rheb; b) Fatores de crescimento ativam a Rheb, mas os aminoácidos necessários para a interação do 
mTORC1 com Rheb estão ausentes e mTORC1 permanece inativo; c) Aminoácidos ativam as Rags, 
recrutando o mTORC1 e permitindo sua interação com Rheb. Entretando, na ausência de fatores de 
crescimento, Rheb encontra-se inativa, assim como mTORC1; d) Na presença de aminoácidos e 
fatores de crescimento, mTORC1 é recrutado para Rheb ativa e, portanto, ativado; e) Se o mTORC1 
encontra-se ativo, o aumento na concentração de aminoácidos e fatores de crescimento contribuem 
para maior ativação do complexo; f) A hiperexpressão de Rheb ou localização forçada de mTORC1 na 
membrana lisossomal tornam desnecessária o recrutamento de mTORC1 mediado pela Rag, 
permitindo a ativação do complexo mesmo na ausência de aminoácidos. 
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É importante ressaltar que os nutrientes e a energia não devem ser considerados 

interruptores “liga-desliga” das vias de sinalização: suas concentrações variam suavemente 

em função dos ciclos de alimentação. Assim, o mTORC1 provavelmente percebe pequenas 

variações desses parâmetros e ajusta continuamente a taxa dos processos biossintéticos. 

Uma vez que mTORC1 encontra-se ativo, aumentos na concentração de aminoácidos e 

fatores de crescimento podem ativá-lo ainda mais. Outros sinais regulatórios, como os 

gerados pela AMP-activated protein kinase (AMPK) e mecanismos envolvendo alças de 

retroalimentação, podem modular ou completamente inibir esses sinais recebidos pelo 

mecanismo de integração, garantindo que os nutrientes, fatores de crescimento e energia não 

gerem sinais conflitantes. Assim, a regulação do mTORC1 é um processo que envolve 

decisões com diversos passos que considera múltiplos indicadores do estado energético da 

célula antes de comprometê-la com o crescimento e proliferação. 

 
A regulação do complexo mTORC1 por fatores de crescimento 

Os organismos multicelulares dependem de meios de comunicação amplos para 

coordenar a distribuição dos nutrientes e o crescimento de populações celulares do corpo. 

Com o surgimento dos metazoários, a via do mTOR tornou-se essencial para a sinalização de 

vias iniciadas por fatores de crescimento, como a insulina, capaz de informar o estado 

nutricional do organismo como um todo. Um dos pontos chave para a sinalização por fatores 

de crescimento para o mTORC1 é a pequena GTPase RHEB que, associada ao GTP, 

estimula a atividade quinase do complexo (57,58). Nos metazoários a RHEB apresenta um 

papel fundamental, e sua perda elimina a ativação do mTORC1 por fatores de crescimento e 

nutrientes. Por outro lado, a expressão elevada de RHEB é capaz de manter a atividade do 

mTORC1 mesmo na ausência de fatores de crescimento e nutrientes. 
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Como os fatores de crescimento modulam a atividade da RHEB? A ligação da insulina 

ou do insulin-like growth factor (IGF) aos seus receptores ativa a via da PI3K, gerando a 

fosforilação e ativação da proteína Akt. A Akt, por sua vez, fosforila a proteína tuberous 

sclerosis complex 2 (TSC2) (também denominada tuberina) que, juntamente com TSC1 

(também conhecida como hamartina), forma o complexo TSC1-TSC2 (59-61). O complexo 

TSC1-TSC2 age como uma GTPase activating protein (GAP) para a Rheb (62-65); uma vez 

que RHEB-GDP é incapaz de ativar o mTORC1, TSC1-TSC2 efetivamente inibe a via de 

sinalização do mTORC1. Assim, a fosforilação da proteína TSC2 mediada pela Akt (59-61) 

inibe a atividade GTPase da RHEB, promovendo assim a ativação do complexo mTORC1. A 

Akt fosforila, ainda, a proteína PRAS40 (66), levando a sua ligação com a proteína 14-3-3 e 

impedindo-a de inibir o mTORC1 (20,22). 

Os fatores de crescimento também podem sinalizar para o mTORC1 por vias 

alternativas ao eixo PI3K-Akt. Por exemplo, a proteína extracellular signal-regulated kinase 

(ERK), componente da  via de sinalização Ras-Raf-MAPK/ERK kinase (MEK)-ERK, fosforila a 

proteína TSC2, inibindo-a (67). Mais, a via Wnt também tem sido implicada na sinalização por 

mTORC1 (68,69). A proteína glycogen synthase kinase 3 (GSK3) atua como um regulador 

negativo da mTOR através da fosforilação de TSC2; assim, através da inibição da GSK3, 

Wnt ativa a via do mTORC1. 

A convergência de múltiplas vias de sinalização iniciadas por fatores de crescimento no 

mTORC1 permite que o complexo participe de diversos processos fisiológicos e de 

desenvolvimento. Assim, o mTORC1 é indispensável já no início do desenvolvimento 

embrionário (46,70,71).  
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A regulação do complexo mTORC1 por energia e estresse 

A inibição química da glicólise e da função mitocondrial inibem a atividade do mTORC1, 

indicando que o complexo percebe o estado energético da célula (14,72). Esse papel é crucial 

uma vez que os processos de crescimento mediados pelo mTORC1 consomem grande parte 

da energia celular e poderiam ser fatais para as células em jejum.  

A glicólise e a respiração mitocondrial convertem os nutrientes em energia, que é 

estocada sob a forma de adenosina trifosfato (ATP). Em situações de deprivação energética, 

os níveis celulares de ATP rapidamente diminuem. A via do mTORC1 percebe indiretamente 

a queda dos níveis de ATP por mecanismos centrados na proteína 5´AMP-activated protein 

kinase (AMPK) (73). Ambos adenosina monofosfato (AMP) e ATP são reguladores alostéricos 

da AMPK; quando a razão AMP:ATP aumenta, a AMPK fosforila a proteína TSC2 (69,74). 

Assim, através da estimulação da atividade GAP do complexo TSC1-TSC2 sobre a proteína 

RHEB, a AMPK inibe a sinalização por mTORC1. Mais, a AMPK também fosforila a proteína 

RAPTOR, fazendo com que se ligue à proteína 14-3-3 e gerando a inibição do mTORC1 por 

mecanismos alostéricos (75). 

Numerosos agentes causadores de estresse afetam os níveis de ATP, podendo regular 

o mTOR através do eixo AMP-AMPK. Por exemplo, durante períodos de hipóxia, a respiração 

mitocondrial é alterada, diminuindo os níveis de ATP e causando a ativação da AMPK. Por 

outro lado, outros agentes causadores de estresse não se baseiam primariamente na AMPK 

para sinalizar os níveis energéticos celulares. Os danos causados no DNA resultam na 

inibição da atividade do mTORC1 através da ativação da AMPK dependente da proteína p53 

(76,77). A p53 apresenta como alvos transcricionais Sestrina 1 e Sestrina 2, proteínas 

implicadas na resposta aos danos ao DNA. Artigos recentes demonstram que as sestrinas 
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ativam a AMPK de forma potente, mediando a inibição da atividade do mTORC1 após danos 

ao DNA (78).  

 

A regulação upstream do complexo mTORC2 

Surpreendentemente pouco é sabido sobre a ativação upstream do complexo 

mTORC2. Em decorrência do papel do complexo na regulação das proteínas Akt, SGK e 

PKC, infere-se que os fatores de crescimento possam controlar mTORC2 tanto diretamente 

quanto indiretamente. De fato, a estimulação de cultura celular com insulina promove a 

fosforilação da Akt em Ser473 pelo mTORC2 (45). 

Uma vez que as proteínas Akt, SGK e PKC respondem a diferentes fatores de 

crescimento, a gama de reguladores upstream do mTORC2 pode ser bem ampla. Assim, 

como a especificidade do sinal é alcançada? Uma solução potencial pode ser a existência de 

múltiplas isoformas de mSIN1. Três das cinco variantes conhecidas de mSIN1 fazem parte do 

mTORC2, definindo efetivamente três complexos distintos dos quais apenas dois são 

regulados pela insulina (23). Assim, mSIN1 atua como um adaptador entre mTORC2 e fatores 

de crescimento específicos. 

 

A PROTEÍNA mTOR NA ETIOLOGIA DO CÂNCER E COMO ALVO TERAPÊUTICO 

A evidência mais direta de que a proteína mTOR pode controlar a tumorigênese vem 

da síndrome do câncer familiar, fenômeno gerado por mutações nos reguladores negativos do 

mTOR como TSC1-TSC2, LKB1 e a proteína PTEN. Dados epidemiológicos indicam que 

mutações esporádicas ou desregulação da PI3K, Akt e PTEN são, juntamente com a p53, as 

alterações mais prevalentes nos cânceres humanos (4). 
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A proteína 4E-BP1 também vem sendo apontada como uma reguladora chave da 

proliferação celular. A 4E-BP1 situada-se abaixo do mTORC1 (Figura 3), e sua inativação 

pode contribuir diretamente com o crescimento de cânceres esporádicos. Células MEFs que 

não apresentam 4E-BP1 e 4E-BP2 apresentam aumento da proliferação mas não alteram 

seus tamanhos, indicando que a inibição das 4E-BPs pelo mTORC1 comanda a progressão 

do ciclo celular mas não o crescimento da célula (79). Mecanisticamente, a inibição da 4E-

BP1 mediada pelo mTORC1 gera ativação do eIF4E e permite a tradução de RNAm de genes 

pró-tumorigênicos, incluindo reguladores do ciclo celular.  

O complexo mTORC1 também aumenta, ainda que indiretamente, a enzima fatty acid 

synthase (FAS), um alvo transcricional de SREBP1 envolvido na biogênese de lipídios que 

favorece a rápida proliferação das células tumorais (80) (Figura 3).  

Evidências crescentes sugerem ainda que a autofagia participa da supressão tumoral. 

Os dados mais diretos que sustentam o papel anti-câncer da autofagia vem de ratos 

heterozigotos para a proteína autofágica beclina (81,82) e de ratos que apresentam 

deficiência na proteína ATG4C (83), ambos favoráveis ao tumor. Assim, a ativação 

constitutiva do mTORC1 pode favorecer indiretamente a tumorigênese através da supressão 

da autofagia. Além disso, o mTORC1 promove a angiogênese através da regulação da 

proteína HIF1α; assim, a sinalização por mTORC1 favorece o crescimento tumoral por 

fornecer ao tumor nutrientes e oxigênio(84) (Figura 3). 

Através da ativação da Akt (45) e SGK (43), o mTORC2 controla diretamente a 

tumorigênese (Figura 3). A proteína Akt promove a proliferação, sobrevivência e a captação 

de nutrientes pelas células cancerosas. Os tumores que apresentam inativação do supressor 

tumoral PTEN (um inibidor da sinalização pela Akt) ou por mutações oncogênicas da PI3K 
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As terapias baseadas na droga rapamicina encontraram um problema desafiador em 

decorrência da alça de retroalimentação negativa mediada pela proteína p70S6K1. A 

hiperativação do complexo mTORC1 inicia a alça de retroalimentação negativa através da 

ativação da proteína p70S6K1, dificultando o funcionamento do insulin receptor substrate 1 

(IRS1), uma proteína adaptadora responsável pelo recrutamento de efetores do receptor de 

insulina (IR). Assim, a fosforilação do IRS1 mediada pela p70S6K1 resulta em insensibilidade 

à insulina e na diminuição da ativação da Akt em Thr308 mediada pela PDK1. A rapamicina, 

ao inibir o mTORC1 e consequentemente a ativação da p70S6K1, gera um aumento 

significativo da sinalização mediada pela PI3K e oferece importantes sinais de sobrevivência e 

proliferação através da ativação da Akt e das demais quinases AGC (85). Além disso, a 

inibição da p70S6K1 ativa a cascata de sinalização MEK-ERK (86), assim como a transcrição 

do platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) (87). Esses mecanismos geram alças de 

retroalimentação antagônicas à ação da rapamicina, diminuindo a eficácia da droga em 

modelos animais de câncer e pacientes (85,86) (Figura 4).  

Apesar de doses elevadas de rapamicina ou o seu uso prolongado bloquear o 

mTORC2 em algumas linhagens celulares (28,88), a rapamicina é seletiva ao mTORC1. 

Considerando o papel do mTORC2 e, especialmente, dos seus alvos promotores da 

tumorigênese (como a Akt) (89), o problema é preocupante. A rapamicina também não é 

capaz de inibir completamente todas as funções do mTORC1; por exemplo, a droga afeta 

apenas parcialmente e de forma transitória a fosforilação da proteína 4E-BP1 (36,88,90-92). 

Assim, através da inibição da alça de retroalimentação p70S6K1-IRS1 e a 

hiperativação da via PI3K-Akt, a rapamicina pode estimular a fosforilação da 4E-BP1 (e, 

portanto, a ativação do eIF4E e a tradução) ou outras funções do mTORC1 favoráveis aos 
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ozônio, suspeito carcinógeno e precursor da chuva ácida, o gás apresentava uma péssima 

reputação. Entretanto, em 1987, com a descoberta de que este radical livre gasoso é um 

produto do metabolismo celular de mamíferos (93,94), os pesquisadores perceberam que a 

molécula até então dita venenosa era também um componente fundamental para o organismo 

humano. Desde então, o NO tem se mostrado uma importante molécula de sinalização celular 

presente em diferentes tipos de células e com diversas funções fisiológicas e patofisiológicas.  

Em contraste com moléculas de sinalização previamente caracterizadas que atuam 

através da ligação não-covalente a seus receptores, o NO e suas espécies derivadas exercem 

suas atividades biológicas por modificações químicas de seus alvos – preferencialmente 

interagindo com radicais livres, metais de transição e grupamentos tióis de proteínas. As 

descobertas iniciais da sinalização celular mediada pelo NO focaram suas atenções nas 

reações com metais. O reconhecimento da enorme importância da reação do NO-heme com a 

guanilato ciclase veio em 1998, quando os pioneiros Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid 

Murad foram agraciados com o prêmio Nobel em fisiologia e medicina. O NO, entretanto, 

recebeu reconhecimento mundial já em 1992, quando foi eleito “molécula do ano” pela revista 

Science (95). 

O NO é um gás incolor multifuncional de natureza lipofílica, ou seja, ele é capaz de 

difundir-se facilmente entre as células. Na célula, o NO é sintetizado a partir da L-arginina por 

diversas enzimas NADPH dependentes denominadas NO sintases (NOS) (Figura 5). São 

descritas três isoformas de NOS: a NOS neuronal (nNOS ou NOS1), a NOS induzível (iNOS 

ou NOS2) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS3). As isoformas nNOS e eNOS são 

constitutivamente expressas (predominantemente nas células neuronais e em células do 

endotélio vascular, respectivamente) e são denominadas como NOS constitutivas (cNOS). A 
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OS MECANISMOS DE AÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO 

Muitos dos processos fisiológicos promovidos pelo NO são mediados por vias de 

sinalização dependentes de cGMP (98). O NO e seus metabólitos como nitrito, nitrato, S-

nitrosotiol, nitrosaminas e peroxinitrito também apresentam papel importante na mediação dos 

efeitos citotóxicos e/ou genotóxicos do NO como a inibição da respiração mitocondrial, danos 

à proteínas e ao DNA que resultam em mutações gênicas, perda da função protéica, necrose 

e apoptose (99,100).  

 

A via de sinalização dependente de cGMP 

O NO liga-se com avidez à subunidade β da enzima soluble guanylyl cyclase (sGC), 

ativando-a (101,102). A ativação da NO-GC aumenta a conversão de GTP em cGMP, que 

inicia a via de sinalização cGMP resultando em alterações fisiológicas (103,104) como 

relaxamento vascular e do músculo gastrointestinal liso, inibição da agregação plaquetária, 

proteção cardíaca contra isquemia/reperfusão e melhora nas funções cognitivas. Evidências 

sugerem que grande parte desses efeitos são mediados pela ativação da cGMP-dependent 

protein kinase (PKG) (105). 

 

A S-nitrosação 

O NO (ou, de forma mais correta, as espécies reativas de NO) também atua através da 

S-nitrosação dos resíduos de cisteína de proteínas alvo. Essa modificação pós-traducional já 

era reconhecida há 20 anos para a albumina por pesquisadores que acreditavam em sua 

implicação no controle da função protéica e na atividade celular, mas as pesquisas na área 

eram desfavorecidas em decorrência de dificuldades metodológicas (106). Na última década, 
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porém, com o estabelecimento de um novo método para identificar proteína S-nitrosadas, o 

número descrito de substratos passíveis de serem S-nitrosados aumentou 

surpreendentemente (107,108), corroborando a hipótese de uma regulação ubíqua e da 

presença de sítios tióis ativos nas diferentes classes de proteínas. 

O “Biotin Switch Method” ou “método da troca por biotina” foi desenvolvido por Samie 

Jaffrey e Solomon Snyder em 2001 para a detecção de proteínas S-nitrosadas(109). O 

método é composto por 3 passos principais (Figura 6). No passo 1, os tióis livres presentes 

nas proteínas são bloqueados pela incubação com o agente metil metanotiosulfonato 

(MMTS). Nas condições utilizadas, o MMTS não é capaz de reagir com os nitrosotióis ou com 

as pontes dissulfeto pré-existentes. Após o bloqueio dos tióis livres, as ligações dos 

nitrosotióis são seletivamente decompostas pela adição de ácido ascórbico (passo 2), 

resultando na redução dos nitrosotióis em tióis livres. No passo 3, os tióis recém formados 

reagem com o agente sulfidril-biotinilante específico N-[6-(biotinamido)hexyl]-3´-(2´-

pyridyldithio)propionamide (biotin-HPDP). Uma vez que o MMTS compete com a biotin-HPDP 

pelos grupamentos tióis, é necessário remover o MMTS completamente através da 

precipitação das proteínas com acetona. As proteínas marcadas podem ser facilmente 

precipitadas com estreptavidina e detectadas por immunoblotting com os anticorpos 

específicos. 

As pesquisas mais recentes envolvendo a biologia do NO refletem uma noção cada vez 

mais clara de que a S-nitrosação é uma modificação pós-traducional de proteínas 

precisamente regulada no tempo e no espaço (110,111). A regulação temporal (relacionada 

ao estímulo) da S-nitrosação e denitrosação e a regulação espacial (alvo) desse processo 

entre as proteínas conferem especificidade para os efeitos derivados do NO.  
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Considerando as vias de transdução de sinal, a denitrosação não deve ser considerada 

unicamente como mecanismo de “desligamento” protéico uma vez que algumas proteínas 

apresentam-se constitutivamente S-nitrosadas em seu estado basal e tornam-se denitrosadas 

em resposta a um estímulo específico, facilitando a transmissão do sinal. 

 

S-nitrosação: determinantes de especificidade 

Considerando a possibilidade de reações químicas ocorrerem em praticamente todas 

as moléculas contendo grupamento tiol nas células, no passado não se acreditava que o NO 

poderia modular tióis de proteínas com especificidade suficiente para funcionar com um 

regulador pós-traducional eficiente da função protéica. Entretanto, nos últimos anos tornou-se 

clara a presença de mecanismos que impõem barreiras temporais e espaciais para o acesso 

do NO aos seus alvos protéicos apropriados.  Assim, apesar de uma ou mais isoformas de 

NOS residirem na maioria dos tipos celulares e grande parte das proteínas apresentarem 

resíduos de cisteína, a especificidade de substrato é uma característica marcante da S-

nitrosação endógena de proteínas. Além disso, nas proteínas nas quais o sítio (ou sítios) de 

S-nitrosação foi identificado, a modulação de suas funções em condições fisiológicas resulta 

da modificação de uma ou de poucas cisteínas (108,114). Os principais determinantes de 

especificidade caracterizados são: interações eletrostáticas que controlam o pKa (nucleofilia) 

de tióis, compartimentalização hidrofóbica (114), reguladores alostéricos (por exemplo, Ca2+, 

Mg2+, e O2/redox) que modulam a acessibilidade ou reatividade do tiol (115) e interações entre 

NOS e proteínas que são alvos da S-nitrosação. Assim, a seletividade da S-nitrosação entre 

proteínas é determinada também pela co-localização das fontes de NO e seus alvos em 

compartimentos subcelulares (108). 
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Estudos recentes apontam, ainda, para a transnitrosação cisteína-cisteína, na qual o 

grupamento NO é transferido também entre proteínas S-nitrosadas. Trata-se, portanto, de um 

novo mecanismo no qual proteínas-SNO são consideradas nitrosilases (116). Assim, as NOS 

ligam-se aos seus substratos, que são S-nitrosados. A nitrosação das proteínas induz novas 

interações proteína-proteína. Em contrapartida, novas proteínas nitrosadas são sujeitas a 

regulação alostérica e podem funcionar como nitrosilases, propagando o sinal baseado no 

NO. A analogia com a fosforilação é direta: modificação pós-traducional que regula a função 

protéica e, em particular, a interação proteína para a propagação de sinal através de outras 

modificações pós-traducionais à jusante. Além disso, a disparidade entre o trio de enzimas 

NOS e o grande número de proteínas quinase é resolvida pelas numerosas possibilidades 

combinatórias entre as cisteína-nitrosilases e seus substratos. 

 

Óxido nítrico: nova ferramenta de combate ao câncer? 

Apesar de suas funções fisiológicas em mecanismos envolvendo o vasorelaxamento, 

neurotransmissão, inibição da agregação plaquetária e defesa imune serem bem estudadas, o 

NO também atua como uma molécula mensageira intracelular em diversas células de 

praticamente todos os sistemas do organismo. Diversos estudos têm reportado uma função 

importante, ainda que discrepante, do NO tanto na promoção quanto na inibição da 

progressão tumoral e metástase (117). O efeito do NO nas células, em especial nas células 

tumorais, depende da atividade e localização das isoformas NOS, da concentração e duração 

da exposição ao NO, e da sensibilidade celular ao NO. Assim, enquanto a ativação da 

sinalização pelo NO é capaz de induzir citotoxicidade de células tumorais e de sensibilizar as 
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células tumorais a outros tratamentos, como a radiação, o bloqueio da sinalização pelo NO 

pode inibir a transformação neoplásica e a angiogênese.  

Em meados da década de 50, Krebs e Fischer fizeram a descoberta seminal de que as 

fosforilases a e b do glicogênio eram de fato as formas fosforilada e nativa, respectivamente, 

da mesma enzima (118). Apesar da importância dessa descoberta não ter sido reconhecida 

prontamente, ela serviu como ímpeto para mais de meio século de pesquisas que 

estabeleceram a O-fosforilação dos resíduos de serina, treonina e tirosina como tendo papel 

crucial na regulação de essencialmente todas as funções celulares (119). Dezenas de 

milhares de artigos publicados têm desde então revelado as implicações da O-fosforilação no 

controle da atividade protéica e atestaram o aparecimento evolutivo desse modelo de 

modificação pós-traducional de proteínas. Esse conhecimento e as descobertas recentes no 

campo do NO forneceram idéia de como a especificidade da S-nitrosação de proteínas 

celulares de mamíferos é alcançada. Assim como a semente plantada por Krebs e Fischer no 

campo da fosforilação de proteínas, a S-nitrosação tem revelado ser uma modificação pós-

traducional ubíqua e fundamental que influencia inúmeras funções celulares chave. Neste 

sentido, considerando que via de sinalização intracelular PI3K-Akt-mTOR é classicamente 

relacionada não apenas ao controle de processos como crescimento e proliferação celular, 

mas também à sobrevivência da célula, o entendimento das alterações geradas pela presença 

do NO nas proteínas da via, principalmente na proteína mTOR, é fundamental para 

compreender o papel do gás no comportamento das células cancerígenas. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Analisar os efeitos do óxido nítrico na proliferação e viabilidade de linhagens tumorais 

humanas e avaliar o efeito da S-nitrosação da proteína mTOR em sua atividade quinase.  

 

Objetivos específicos 

 Verificar se as proteína mTOR é passível de S-nitrosação por doadores de óxido 

nítrico; 

 Analisar os efeitos de doadores exógenos de NO na viabilidade celular de linhagens 

tumorais humanas; 

 Analisar os efeitos de doadores exógenos de NO na proliferação de linhagens 

tumorais humanas; 

 Analisar os efeitos de doadores exógenos de NO na apoptose de linhagens tumorais 

humanas; 

 Analisar o efeito de doadores exógenos de NO na fosforilação das proteínas mTOR e 

p70S6K; 

 Analisar os efeitos da S-nitrosação do mTOR na atividade protéica e seus impactos 

na via de sinalização Akt-mTOR-p70S6K. 
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ABSTRACT 

S-Nitrosation is a dynamic and reversible post-translational modification of proteins that 

controls important cellular functions through the modification of cysteine thiol side chains by nitric 

oxide (NO). mTOR signaling pathway deregulation is involved in various cancer types and contributes 

to cancer cell proliferation as well as growth factor independence. The aim of this work was to analyze 

the mechanisms by which S-nitrosogluthatione (GSNO) affects mTOR function. S-nitrosation of mTOR 

was assessed by the Biotin Switch Method. GSNO was shown to S-nitrosate mTOR with a consequent 

time- and dose-dependent decrease in the phosphorylation of mTOR and S6K proteins, which were 

reversed by the addition of the denitrosating agent DTT. Pre-treatments of cells with the inhibitor of 

soluble guanylyl cyclase, ODQ, or with the NO scavenger, PTIO, had no effect on the GSNO-mediated 

decrease in phosphorylation of mTOR and its substrates p70S6K and 4EBP-1. Results also 

demonstrated that cancer cell line viability decreased after exposure to the NO donors GSNO and S-

nitroso-N-acetyl-cysteine (SNAC), altering proliferation and increasing cell death. PC-3, MCF-7 and 

MDA-MB-468 cell lines, which have mutations in the PI3K-mTOR pathway, showed a greater response 

to GSNO. Therefore, S-nitrosation is a novel post-translational modification capable of modulating 

mTOR activity, with possible therapeutic implications. 
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INTRODUCTION 

Nitric oxide (NO) is a biological signaling molecule synthesized from L-arginine, NADPH and 

oxygen by the enzyme NO synthase (NOS) (1). NO was first described as a powerful pulmonary 

vasodilator (2, 3) and neurotransmitter. It reacts with different molecules to form reactive nitrogen 

species (RNS) that can induce potent cytotoxic effects and post-translational protein modifications, 

such as nitration and S-nitrosation (4-6). NO also has diverse physiological and pathophysiological roles 

and molecules capable of transferring the nitrosonium cation (NO+) to cysteine residues of proteins can 

lead to their inactivation as already shown to various metabolic enzymes (7, 8), cysteine proteases (9), 

and phosphatases (10, 11). The accumulation of experimental findings of these reactions has led to the 

proposal that S-nitrosation may be a post-translational process similar to phosphorylation, capable of 

regulating a large array of biological processes including tumorigenesis (5, 12, 13). 

NO/RNS has a central role in the promotion of inflammation-induced diseases, such as cancer 

(5, 6). Depending on the cancer genetic background, the microenvironment and the subcellular levels 

of NO/RNS, NO/RNS induces pro- or anti-tumorigenic effects (4, 5). Therefore, evaluating the post-

translational modifications  induced by S-nitrosation in signaling pathways involved in carcinogenesis, 

such as the mTOR signaling pathway, is essential to better understand the opposite outcomes of 

NO/RNS in carcinogenesis. 

Deregulation of the mTOR pathway occurs in diverse human diseases where growth is 

deregulated and homeostasis is compromised, such as cancer and metabolic diseases (14). In 

mammalian cells mTOR is regulated by growth factors and hormones. Association of growth factors to 

their receptors results in phosphorylation and recruitment of IRS1 to cell membrane (15), creating 

recognition motifs for the binding of key molecules such as the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). 
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PI3K activation regulates the phosphorylation and activation of Akt, the protein kinase that directly 

phosphorylates and inhibits TSC2 (16, 17). Phosphatase and tensin homologue deleted on 

chromosome 10 (PTEN) lipid phosphatase counteracts PI3K signals(18), and is considered an important 

tumor suppressor in the PI3K-Akt pathway. Inactivation of the TSC1-TSC2 complex by Akt allows Rheb-

GTP to accumulate and activate mTOR (17).  

The target or rapamycin (TOR) proteins are evolutionarily conserved protein kinases that 

assembles two distinct multiprotein complexes responsible for the regulation of different branches of 

the mammalian TOR (mTOR) network. The mTOR complex 1 (mTORC1) consists of mTOR, the 

regulatory-associated protein of mTOR (raptor), the G protein b-subunit-like protein (GβL) (19) and the 

proline-rich protein kinase B (PKB, also known as Akt) substrate 40 kDa (PRAS40) (20), and regulates 

cell growth through effectors such as p70SK61 (15) ad eukaryotic translation initiation factor 4E-

binding protein 1 (4EBP-1). The mTOR complex 2 (mTORC2) contains mTOR, the rapamycin-insensitive 

companion of mTOR (rictor) (21), the mammalian stress-activated protein kinase (SAPK)-interacting 

protein-1 (mSIN1) (22) and GβL, and is critical for the regulation of the pro-survival kinase Akt/PKB 

(23).  

S-nitrosation modulates the activity of  various upstream proteins involved in mTOR cascade 

signaling, such as IRS-1 (24), Akt (25) and phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 

10 (PTEN) (26, 27) activity, however, the role of NO on the mTOR kinase remains unclear. In the 

present study, we report that mTOR is sensitive to NO and that its enzymatic activity is reduced by S-

nitrosation, which leads to reduced cancer cell proliferation. 
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents. Anti-phospho-ACC(Ser79), anti-phospho-Akt(Ser473), anti-phospho-AMPK(Thr172), anti-

phospho-mTOR (Ser2448), anti-phospho-mTOR (Ser2481), anti-phospho-PRAS40(Thr246), anti-

phospho-p70S6K(Thr389), anti-phospho-raptor(Ser792), anti-phospho-4EBP-1(Thr37/46), and other 

antibodies were  from Cell Signaling Technology (Beverly, MA) unless otherwise specified. Anti-iNOS (C-

12) was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). CHAPS, Biotin-HPDP, 

methanethiosulfonate (MMTS), and NeutrAvidin-agarose resins were from Pierce Biotechnology 

(Rockford, IL). Compound C was from Calbiochem (La Jolla, CA). 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-

1-one (ODQ), 3-[4,5-dimethylthazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide  (MTT), and PTIO were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). K-LISATMmTOR (Recombinant) Activity Kit was purchased 

from EMD Chemicals USA (Gibbstown, NJ). FITC Annexin V and propidium iodide (PI) were purchased 

from BD Biosciences Pharmigen (Franklin Lakes, NJ). CFSE and fetal bovine serum (FBS) were purchased 

from Invitrogen (Carlsbad, CA). 

 

Cell lines and cell culture. MCF-7, PC-3, CACO-2, HT-29, and A549 were obtained from Rio de Janeiro 

Cell Bank (BCRJ). DU145 and MDA-MB-468 were obtained from American Type Cell Culture Collection 

(ATCC). MCF-7, MDA-MB-468, DU145, and CACO-2 were maintained in DMEM, PC-3 and A549 in RPMI 

1640, and HT-29 in McCoy´s 5A supplemented with 10% FBS. All cell lines were grown in humidified 

atmosphere at 37°C in 5% CO2. 

 

Synthesis of GSNO and SNAC. GSNO was synthesized through the S-nitrosation of reduced GSH by an 

equimolar amount of acidified (HCl) sodium nitrite. GSNO formed in the reaction was precipitated with 
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acetone, vacuum filtered and washed firstly with cold water and finally with acetone (28). The solid 

GSNO obtained was freeze-dried for 24 hours, stored -20°C, and used to prepare fresh solutions at the 

desire concentrations. SNAC was synthesized in a similar process through the S-nitrosation of NAC by 

acidified (HCl) sodium nitrite. The solutions were always prepared immediately before use. Freshly 

prepared GSNO and SNAC solutions in DMEM medium, pH 7.4, were added to the cell cultures to 

attain the final concentrations desired.     

 

Immunoblotting. Protein samples were homogenized in extraction buffer (10 mM EDTA, 100 mM Tris 

base, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 5 mM sodium orthovanadate, 2 mM 

PMSF, 10 µg/ml aprotinin, 1% Tween-20), and protein concentration was determined by 600nm assay 

from Pierce Biotechnology (Rockford, IL). Before immunoblotting, 5x Laemmli sample buffer was 

added, and samples were boiled for 5 min. Protein samples were separated by SDS-PAGE and blotted 

onto a nitrocellulose membrane. The membrane was incubated under stirring with a specific antibody 

overnight at 4°C, followed by incubation for 2 h with the horseradish peroxidase-conjugated secondary 

antibody, and visualized using the ECL Western blotting substrate from Pierce Biotechnology (Rockford, 

IL). 

 

MTT viability assay. Cell viability was measured by quantitative colorimetric MTT assay. Approximately 

2 x 104 cells were seeded in 24-well plates containing 1mL of specific complete medium. Cells were 

allowed to attach overnight before treatment at the indicated dose and time. Subsequently, cells were 

treated with 0.3 mg/mL of MTT for 4 h at 37°C.  The supernatant was removed, and the insoluble 
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Formazan product dissolved in ethanol with gentle shaking at room temperature. The absorbance was 

measured using a microplate reader at 570 nm. 

 

Flow cytometry. For the cell death assay, exponentially growing cells were exposed to various 

treatments as indicated in the legend of Figure 6, trypsinized and centrifuged at 200g for 5 min. The 

cell pellet was resuspended in binding buffer (10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) and stained 

with 5 µl propidium iodide (50 µg/mL) and 5 µl FITC annexin V (10 µg/mL) for 15 min at room 

temperature. Cell death was determined by flow cytometry analysis using FACScan flow cytometer 

(Becton Dickinson, San Jose, CA). For the CFSE proliferation assay, approximately 1x105exponentially 

growing cells were seeded in 6-well plates and allowed to adhere overnight. The culture medium was 

removed and cells labeled with 2 µM CFSE by incubation for 15 minutes at 37°C. Labeling was 

quenched with DMEM supplemented with 10% FBS and the cells were exposed to specific treatments. 

FACS analysis was performed after 72 hours of incubation. 

 

Co-immunoprecipitation and Western Blotting. For co-immunoprecipitation studies, whole-cell 

extracts were prepared in 0.3% CHAPS buffer (10 mM EDTA, 100 mM Tris base, 10 mM sodium 

pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 5 mM sodium orthovanadate, 2 mM PMSF, 10 µg/ml 

aprotinin, 0.3% CHAPS) and immunoprecipitated with the anti-mTOR antibody. Precipitated proteins 

were washed four times in washing buffer (2 mM sodium orthovanadate, 100 mM Tris base, 1 mM 

EDTA, 0.3% CHAPS), loaded onto 8% SDS-PAGE gels, transferred onto a nitrocellulose membrane and 

detected with ECL Western blotting detection substrate from Pierce Biotechnology (Rockford, IL). 
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Biotin switch assay. The Biotin Switch Method was performed as previously described (29). In brief, 

protein samples were homogenized in extraction buffer (250 mM Hepes-NaOH pH 7.7, 1 mM EDTA, 0.1 

mM neocuproine, 0.4% CHAPS, 1% [v/v] protease inhibitor cocktail), and all free SH groups were 

chemically blocked by treatment with MMTS. Subsequently, nitrosothiols were reduced to free SH 

group by treatment with ascorbate. The resulting newly formed SH groups were then biotinylated with 

a sulfhydryl-specific reagent, biotin-HPDP. The introduced biotin serves as a placeholder that identifies 

thiol residues that had been S-nitrosylated in proteins at the time of cell lysis and helps to concentrate 

the proteins by affinity precipitation with immobilized NeutrAvidin-agarose beads. The biotinylated 

proteins obtained were then resolved by SDS-PAGE. 

 

mTOR kinase assay. The assay was performed following the manufacturer’s procedure. Briefly, 100 µl 

of recombinant p70S6K-GST fusion protein was incubated in the glutathione-coated 96-well plate for 1 

hour, at room temperature. 100 ng of human recombinant mTOR kinase in the presence of 10 µM 

wortmannin (positive control), 1 mM GSH or GSNO at concentrations 10 µM, 100 µM, 1000 µM was 

added to each well. The reaction was initiated by the addition of 50 µl kinase assay buffer containing 

100 µM ATP, and incubated for 30 min at 30°C. After being washed, the plate was treated with 100 µl 

of anti-p70S6K-T389 for 1 hour and then with 100 µl of HRP-conjugated antibody to detect the T389-

phosphorylated p70S6K. Finally, 100 µl of TMB was added and incubated for 20 minutes. The reaction 

was stopped by the addition of 100 µl ELISA stop solution. Absorbance was measured at 450nm and 

595nm using a microplate spectrophotometer. 
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Statistical analysis. Unless otherwise stated, all experiments were repeated three times after 

experimental conditions were optimized. Statistical analysis was performed by using one-way ANOVA 

and Bonferroni post hoc test for comparison of means. The level of significance adopted was p<0.01. 
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RESULTS 

S-nitrosation of mTOR reduces the kinase activity of the protein 

The biotin switch method was used to characterize the possible post-translational modification 

of mTOR associated with its S-nitrosation by GSNO. Figure 1 shows that exposition of human breast 

cancer MCF-7 cell line, and prostate cancer PC-3 and DU145 cell lines to increasing doses of GSNO led 

to a dose-response increase in the S-nitrosation of mTOR compared to basal levels. Cells treated with 

the highest dose of GSNO were also blocked and labeled in the absence of ascorbate to confirm that 

signals in the assay were S-nitrosation specific (Figure 1A). Moreover, cells treated with glutathione 

(GSH) showed no S-nitrosated mTOR, as expected, while the S-nitrosation observed by the addition of 

GSNO was reversed by the incubation with the reducing agent dithiothreitol (DTT) in both PC-3 and 

DU145 cell lines (Figure 1B). 

To investigate the role of S-nitrosation in the regulation of mTOR kinase activity, the 

immunopurified protein was treated with increasing concentrations of GSNO, in the range 10-1000 

µM, and the kinase activity towards p70S6K was analyzed (Figure 1C). Treatment with GSNO resulted 

in a dose-dependent inhibition of mTOR kinase activity, and at the concentration of 1 mM GSNO led to 

a 43% decrease in the kinase activity of mTOR compared to the vehicle. 

 

Exogenous NO donors decrease the viability of human cancer cell lines 

Activation of the Akt/mTOR pathway is fundamental to the proliferation program. To determine 

whether GSNO affects cancer cell viability, human tumor cell lines were incubated with increasing 

doses of GSNO for 48 hours and the MTT assay performed. All the cell lines showed significant 

reduction of cell viability (p < 0.01) when treated with doses higher than 250 mM GSNO compared with 
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the control group (Figure 2A). Although all cell lines analyzed showed a dose-dependent decrease in 

cell viability, the reduction of cell viability of MDA-MB-468 (79%), MCF-7 (86%) and PC-3 (87%) cell 

lines after 2 mM GSNO treatment compared to the untreated group was particularly elevated. 

Interestingly, PC-3 and MDA-MB-468 cell lines are both PTEN-negative while MCF-7 harbors an 

activating mutation of the PIK3CA gene that encodes phosphoinositide 3-kinase (PI3K). PTEN is the 

tumor suppressor that acts as an antagonist of PI3K (30) and its deletion or increased PI3K activation 

are both related to promotion of mTOR phosphorylation.  

The MCF-7, PC-3, and DU145 cell lines were also exposed to another NO donor, S-nitroso-N-

acetyl-cysteine (SNAC), and, again, a dose-dependent decrease in cell viability was observed (Figure 

2B). GSH (Figure 2C) and N-acetyl-cysteine (NAC) (Figure 2D) showed no effect on cell viability 

compared to the control group.  

We next asked if the decreased cell viability observed after cell exposure to NO donors was 

related to an increase in cell death or a decrease in cell proliferation. The MCF-7, PC-3 and DU145 cell 

lines were analyzed by flow cytometry. The NO donor decreased cell proliferation, as shown by the 

CFSE proliferation assay (Figure 2E). For apoptosis analysis, cells were simultaneously stained with FITC 

annexin V and propidium iodide (PI) following 72 hours GSNO treatment. Cells in the lower-right 

quadrant (PI-negative / FITC annexin positive) were considered as early apoptotic and cells in the 

upper-right quadrant (both PI and FITC annexin positive) were considered as late apoptotic. As shown 

in Figure 2F, all cell lines showed a dose-dependent increase in the apoptotic cell death levels 

compared to the untreated group. 
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NO inhibits the Akt/mTOR pathway in a time- and dose-dependent manner 

To further support a role for S-nitrosation in regulating mTOR kinase activity, we next analyzed 

whether exposure of cells to GSNO led to decreased phosphorylation of mTOR substrates. Phospho-Akt 

(Ser473), phospho-mTOR (Ser2448), phospho-p70S6K (Thr389), and phosho-4EBP-1 (Thr37/46) levels 

were analyzed by Western blot after treatment of MCF-7, PC-3, and DU145 cells with 1 mM GSNO for 

30 minutes, 1, 2, or 4 hours. As shown in Figure 3A, treatment with the NO donor resulted in a time-

dependent reduction of mTOR, p70S6K, and 4EBP-1 phosphorylation. The Akt phosphorylation slightly 

increased after NO exposure in PC-3 and DU145 cell lines, but further decreased compared with the 

untreated group.  

Cells were also treated with increasing concentrations of GSNO for 1 hour and the 

phosphorylation levels of proteins were analyzed by Western blot. The GSNO also attenuated the 

mTOR and p70S6K phosphorylation in a dose-dependent manner (Figure 3B). The Akt protein showed a 

dose-dependent increase in its Ser473 phosphorylation in all cell lines studied after addition of the 

compound; phosphorylation was dramatically blunted when high concentrations were used.  

 

NO inhibition of the mTORC1 complex is independent of cGMP and is not related to NO 

derivatives 

NO promotes many physiological processes—including smooth-muscle relaxation, inhibition of 

platelet aggregation and adhesion—through the activation of the NO-cGMP signaling pathway (31). In 

order to verify if the effect of NO on phosphorylation of Akt, mTOR, and p70S6K is related to the 

activation of the NO-cGMP pathway, the cells lines were incubated with the inhibitor of guanylyl 

cyclase, ODQ. As shown in figure 4A, ODQ failed to block the effects of the GSNO on the reduced mTOR 
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and p70S6K phosphorylation, indicating that the inhibitory effect of the NO donor is cGMP-

independent. However, inhibition of guanylyl cyclase resulted in significant attenuation of the GSNO 

effect on Akt phosphorylation, indicating the involvement of cGMP in GSNO-mediated Akt inactivation. 

As mTORC2 regulates Akt by phosphorylation on Ser473, these results reveal that the complex activity 

is probably not affected by NO through S-nitrosation.  

Several cytotoxic and/or genotoxic effects of NO in the cells are mediated by NO and NO 

metabolites such as nitrite, nitrate, nitrosamines, S-nitrosothiols and peroxynitrite. The NO donor 

GSNO spontaneously decomposes at physiological pH to produce NO. To eliminate the possibility that 

the observed inhibition of the p70S6K activity by GSNO is due to NO release from de RSNOs or other 

NOx species subsequently formed, the effects of the NO scavenger PTIO (32) on the GSNO effect was 

tested (Figure 4B). PTIO is an effective scavenger of NO, and as such, exposure to PTIO should scavenge 

all free NO available in the cell culture medium and eliminate the direct participation of NO in the 

regulation of the mTORC1. S-nitrosation of the target proteins, however, could escape the scavenging 

of NO in the cells and subsequently, in appropriate physiological conditions, may deliver NO to the 

proteins as needed for the signaling cascade. Cells treated in the absence and presence of PTIO 

together with GSNO showed no difference in the phosphorylation of p70S6K, demonstrating that this 

effect is not related to NO metabolites. 

To further substantiate our conclusion that inactivation of mTOR after exposure to high 

concentrations of NO is dependent on S-nitrosation, we investigated the effect of DTT on the 

phosphorylation of p70S6K. DTT is a reducing agent that reverses the SNO bond to SH. Cells were pre-

treated with 1 mM GSNO for 1 hour in DMEM and then washed with PBS. DTT was then added for 20 

minutes before cell extraction. The excess of DTT competes with endogenous thiols for S-nitrosation. 
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As shown in Figure 4C, the incubation with DTT restored the kinase activity of the mTOR for its 

substrate, p70S6K. Inhibition of the mTOR kinase activity by the NO donor and its reversal by DTT 

correlates well with simultaneous S-nitrosation and denitrosation of the kinase (Figure 4C).  Moreover, 

the addition of DTT not only decreased the effect of the GSNO on the phosphorylation of Akt, mTOR 

and S6K but also reversed the effect of the NO donor over the proliferation of the cell lines.  

 

The inhibitory effect of NO over mTOR is independent of PI3K/Akt and AMPK proteins 

To further test if the inhibitory effect of the NO donor is independent of the decreased Akt 

activity we activated mTORC1 by the addition of leucine. PC-3 cell lines were pre-treated with leucine 

for 3 hours before treatment with GSNO for another 2 hours (Figure 5A). As expected, addition of 

leucine increased the phosphorylation of mTOR, p70S6K, and 4EBP-1, and slightly decreased the 

phosphorylation of Akt. Treatment with GSNO, however, inhibited leucine-induced activation of 

p70S6K. This finding shows that the reduced phosphorylation of p70S6K by GSNO is not related to 

upstream signaling from Akt. Surprisingly, the addition of GSNO to the leucine pre-treated cell lines 

increased phospho-Akt levels.  The phosphorylation of 40kDa Pro-rich Akt substrate (PRAS40) Thr246, a 

substrate of Akt, was also increased by the presence of both GSNO and leucine compared to GSNO 

treatment alone. Dibble and colleagues (33) showed that S6K mediates the phosphorylation of rictor 

on Thr1135, another mechanism of feedback regulation between mTORC1 and Akt signaling. The 

reduction on p70S6K phosphorylation by NO may release this negative feedback, allowing leucine to 

increase Akt phosphorylation by an unknown mechanism. It also explains the increased 

phosphorylation of mTOR in both Ser2481 and Ser2448 in the presence of leucine and GSNO. These 

observations indicate that the inhibitory effect of the NO donor over mTOR and p70S6K is Akt-
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independent, yet it also affects the Akt activity. Our data reveal that S-nitrosation of mTOR decreases 

the activity of the mTORC1 besides the phosphorylation status of the protein by Akt upstream 

signaling. 

The GSNO treatment also increased raptor phosphorylation, which coincides with the observed 

increase in the 5´AMP-activated protein kinase (AMPK) activation, the kinase responsible for the raptor 

phosphorylation in Ser792. Thus, we hypothesized that if GSNO increases AMPK activity, the mTOR-

mediated decrease in phosphorylation could be related to the inhibitory effect of the AMPK kinase. To 

determine if AMPK is required for the NO activity, we pre-treated cells with compound C, an AMPK 

inhibitor, and treated them with the NO donor for 2 hours. As expected, pre-treatment with compound 

C inhibited AMPK (Thr172) phosphorylation, reducing phospho-Acetyl CoA Carboxylase (Ser79) and 

phospho-Raptor (Ser792) levels. Nevertheless, pre-treatment with compound C did not reverse the 

effect of GSNO on the mTOR substrate phosphorylation (Figure 5C). These findings are consistent with 

the hypothesis that the decreased p70S6K phosphorylation results from mTOR S-nitrosation and is not 

related to AMPK activation by NO. 

 

mTOR interacts with iNOS and decreases the kinase activity of the protein 

Amino acid availability and mitochondrial function regulate the activity of p70S6K and 4EBP-1 

(34, 35) as well as the strength of the interaction between raptor and mTOR (34). It was also 

demonstrated that thiol oxidants induced activation of the mTORC1 pathway by inducing a 

destabilization of the raptor-mTOR interaction, whereas a reducing reagent inhibited the pathway, 

stabilizing this interaction (36). We next asked if the raptor-mTOR complex is sensitive to an NO donor. 

We analyzed the amount of raptor in mTOR complexes immunopurified from cells treated with 1 mM 



63 
 

GSNO for 4 hours. The amount of raptor associated to the mTOR complexes treated with GSNO was 

lower compared with the untreated group (Figure 6A). Thus, our results show that GSNO disrupts the 

interaction between mTOR and raptor, and this might contribute to the decreased activity of the 

mTORC1. 

Substrate specificity in protein S-nitrosation depends on close proximity of the substrate 

protein to iNOS. We therefore tested the interaction of mTOR and iNOS by co-immunoprecipitation 

(Figure 6B). mTOR immunoprecipitate was obtained from MCF-7 cell lines treated with L-NIL 

hydrochloride—a relatively selective inhibitor of iNOS—or LPS for 8 hours and the amount of 

expressed iNOS was analyzed by Western blotting. Supporting the specific interaction between mTOR 

and iNOS, iNOS was not detected in mTOR immunoprecipitate obtained using control antibodies. iNOS 

was detected in the LPS-treated immunoprecipitate but not in L-NIL hydrochloride-treated group. Our 

finding of decreased interaction between mTOR and iNOS after treatment with L-NIL led us to look for 

phosphorylation of p70S6K in the presence of the iNOS inhibitor. Increasing doses of L-NIL enhanced 

the phosphorylation of mTOR substrates, p70S6K, and 4EBP-1 in a dose-dependent manner (Figure 6C). 

 

DISCUSSION 

 The TOR protein kinase has the ability to simultaneously sense energy, nutrients, stress and—in 

metazoans—growth factors. For this reason, the TOR signaling pathway is responsible for linking 

energy and nutrient abundance to the execution of cell growth and division in all eukaryotes. mTORC1 

and mTORC2 exert their actions by regulating other important kinases such as p70S6K and Akt, 

respectively, and deregulation of the mTOR pathway occurs in diverse human diseases. 

Reactive nitrogen species (RNS) and reactive oxygen species (ROS) are generated by 
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mammalian cells as by-products of metabolism and can elicit electrophilic and oxidative modifications 

of protein cysteine thiols, affecting the physiological function of proteins and impacting upon diverse 

physiological pathways as well as contributing to pathological states (5, 37-40). Reversible 

modifications of cysteines are associated with homeostatic maintenance by means of cellular redox 

state. Here we show, for the first time, that mTOR is affected by its S-nitrosation after incubation with 

GSNO. Because S-nitrosation of mTOR reduces its enzymatic activity, it can be considered that GSNO 

might contribute to the decreased proliferation of different human cancer cell lines, and that at local 

milimolar concentrations GSNO may also increase cell death. 

The generation of reactive nitrogen species such as nitrosonium ion (NO+) and peroxynitrite 

(OONO–) by oxidative stress facilitates nitrosative post-translational modifications including S-

nitrosylation, S-nitrosation, and tyrosine nitration(41); these mechanisms have been classified as 

cGMP-independent. Endogenous NO or free NO released by exogenous NO donors modify the activity 

of enzymes through mechanisms that are dependent on cGMP signaling via coordination of NO with 

the heme group of guanylyl cyclase (an S-nitrosylation reaction).  

The absence of S-nitrosation of mTOR without treatment of the homogeneized proteins with 

ascorbate is an evidence for the existence of reactive cysteine residues in mTOR that were S-nitrosated 

by GSNO (Eq. 1). The consequent loss of kinase activity after incubation of the cells with GSNO also 

shows that such cysteine residues are fundamental for the activity of the catalytic subunit of the mTOR 

complexes. 

 

mTOR-Cys-SH  +  GSNO    mTOR-Cys-SNO   +  GSH           (1) 
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It must be noted that a certain amount of S-nitrosated mTOR is already present in the cells that 

were not incubated with GSNO, although this amount is clearly smaller that the amount obtained in 

incubation with 10 M GSNO (Figure 1A). This basal level of S-nitrosated mTOR is probably assigned to 

the basal level of nitrosative processes present in the cells, in normal culture conditions. These results 

are reinforced by the observation in Figure 1B that the extent of S-nitrosation of mTOR is greatly 

reduced after treatment with DTT, meaning that S-nitrosated mTOR is reduced back to mTOR-Cys-SH 

by DTT, as expected. It must also be noted that an equivalent decrease in the kinase activity of mTOR 

compared to the vehicle was achieved for 100 M GSNO and 10 M Wortmannin. As Wortmannin is a 

direct inhibitor of mTOR (42), GSNO can be considered to exert a relatively strong  inhibition of mTOR 

activity.  

Here, we show that the presence of the selective inhibitor of NO-sensitive guanylyl cyclase or 

the addition of a NO scavenger did not reversed the inhibition of the mTOR caused by GSNO; these 

finding further corroborate the hypothesis that GSNO modulates the mTORC1 by S-nitrosation, and not 

by the presence of free NO found inside the cell.  

Different cell lines treated with increasing doses of GSNO showed decreased p70S6K and 4EBP-

1 phosphorylation. The Akt phosphorylation increased when exposed to concentrations as high as 500 

µM GSNO. However, the Akt activity decreased after exposure to higher concentrations of GSNO (> 1 

mM), and this is consistent with recent reports showing that the protein can also be modulated by S-

nitrosation (25, 27). Numajiri and colleagues (27) showed that PTEN is highly sensitive to relatively low 

concentrations of NO and that the enzymatic activity of the phosphatase is inhibited by the resulting S-

nitrosation of Cys-83. Because S-nitrosation of PTEN inhibits its enzymatic activity, they also observed 

that low concentrations of NO result in increased Akt activity. However, S-nitrosation of Akt results in 
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inhibition of its activity (24, 25, 43). As such, high concentrations of NO are necessary to S-nitrosate 

both Akt and PTEN. Thus, in the presence of low (physiological) concentrations of NO, SNO-PTEN 

formation would enhance Akt signaling activity, whereas high (pathological) levels of NO would S-

nitrosate Akt to directly inhibit its function. Importantly, the reduced kinase activity of mTORC1 was 

not related to the impairment of the upstream signaling by the Akt S-nitrosation, once NO reduces the 

complex activity towards p70S6K even when activated by leucine, through an Akt-independent 

mechanism (44). 

The presence of an NO donor also activated the AMPK pathway. Under conditions of energy 

deprivation, when AMPK is activated by the elevated AMP/ATP intracellular ratio, mTOR activity 

becomes repressed (45, 46). The link between mTOR inhibition and AMPK activation was first 

demonstrated with the use of the AMPK activator AICAR (5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole-4-

carbox-amide ribonucleoside) (45), connecting protein synthesis and energy sensing functions. 

However, inhibition of AMPK was not able to reverse the GSNO-dependent reduction of the mTOR 

kinase activity, further excluding the role of the AMPK on the mTOR inhibition by GSNO. 

Recent studies demonstrated that the mTORC1 can be regulated by a redox-sensitive 

mechanism (36, 47), and that it possibly exists in both reduced and oxidized forms in the cellular 

environment. Typical intracellular redox regulators (glutathione, thioredoxin, glutathione S-transferase, 

etc.) can modulate the ratio of oxidized to reduced mTOR during the cellular life cycle depending on 

the metabolic activities in response to nutrients, the action of growth hormones, or on the influence of 

stress (47). In our work, the oxidation of the thiol by GSNO decreased the activity of the mTORC1. In 

summary, although there have been other reports that oxidation increases mTOR activity, our results 

demonstrate the unique finding that high concentrations of GSNO affect mTOR through S-nitrosation 
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and hinders cell survival and proliferation. 

As mTORC1 activity is elevated in many human tumors (48), there has been much interest in 

targeting this kinase complex with highly specific inhibitors, such as rapamycin (sirolimus) and its 

analogues (e.g., temsirolimus and everolimus) (49-51). However, although studies are on-going, these 

inhibitors have had limited success as cancer therapeutics thus far, and they elicit cytostatic rather 

than cytotoxic responses. An important recent finding is that rapamycin-derived compounds, which are 

allosteric inhibitors of mTOR, only partially inhibit mTORC1 function (52). The activation of the 

upstream proteins of PI3K-Akt pathway by blocking mTORC1-dependent feedback mechanisms is 

another potential contributing factor to the limited effectiveness of these compounds as single anti-

tumor agents (33). The effects of NO over the PI3K-Akt-mTOR pathway are particularly interesting as 

GSNO is not only capable of decreasing mTORC1 complex activity but in high concentrations it also 

attenuates IRS-1 (24) and Akt (25) phosphorylation, reversing the feedback loop triggered by p70S6K 

inactivation on PI3K-Akt signaling (Figure 7). Moreover, GSNO also activates the AMPK signaling 

pathway, further contributing to the inhibition of mTORC1. 

In conclusion, our data highlight an important effect of GSNO on the mTOR signaling pathway. 

Thus, targeting the mTORC1 with NO donors may be an interesting therapeutic option for cancer 

therapy as NO can circumvent the main resistance mechanisms triggered by clinically used mTOR 

inhibitors. 
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FIGURE LEGENDS 
 

Figure 1. S-nitrosation of mTOR by GSNO decreases the kinase activity of the protein. (A) PC-3, 

DU145 and MCF-7 cell lines were exposed to increasing concentrations of GSNO for 2 hours and the 

Biotin Switch Method performed. Ascorbic acid was added as a negative control. Representative blots 

from three independent experiments; (B) PC-3 and DU145 cell lines were exposed to 1 mM GSH and 1 

mM GSNO for 2 h, and S-nitrosation of mTOR was detected by the Biotin Switch Method. 10 mM DTT 

was added to 1 mM GSNO pre-treated cell lines for 15 min. Representative blots from three 

independent experiments; (C) 100 ng human recombinant mTOR was treated with increasing 

concentrations of GSNO or 10 µM Wortmannin (negative control) and the kinase activity of the protein 

analyzed with K-LISATMmTOR activity kit. Data are mean values ± SD from experiments performed 

three times in triplicate. *p<0.01 versus vehicle.  

 

Figure 2. Exogenous NO donors decrease the proliferation and increase cell death of human cancer 

cell lines. (A) Human tumor cell lines were exposed to increasing doses of (A) GSNO, (B) GSH, (C) SNAC 

or (D) NAC for 48 h and cell viability measured by MTT assay. Data are mean values ± SD from 

experiments performed in triplicate and repeated at least three times. *p<0.01 versus untreated 

group; (E) PC-3, DU145, and MCF-7 cell lines were pre-treated with 2 µM CFSE for 20 min and then 

treated with increasing concentrations of GSNO for 72 h. Cell proliferation was analyzed by flow 

cytometry. Representative histograms from experiments performed in triplicate and repeated three 

times; (F) PC-3, DU145, and MCF-7 cell lines were treated with increasing concentrations of GSNO for 
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72 h and stained with annexin V-FITC and propidium iodide for 15 min. Cell death was analyzed by flow 

cytometry. Representative dot plots from experiments performed three times. 

 

Figure 3. GSNO decreases the mTOR substrate phosphorylation in a time- and dose-dependent 

manner. (A) PC-3, DU145, and MCF-7 cell lines were exposed to 1 mM GSNO for the indicated times 

and the mTOR, Akt, p70S6K, and 4EBP-1 phosphorylation detected by Western blot; (B) PC-3, DU145, 

and MCF-7 cell lines were exposed to increasing doses of GSNO for 1 h and the mTOR, Akt, p70S6K, 

and 4EBP-1 phosphorylation detected by Western blot. Representative blots of three independent 

experiments. 

 

Figure 4. GSNO affects mTOR through S-nitrosation and its effect on the mTOR pathway is cGMP-

independent. (A) PC-3 cells were pre-treated with 50 µM of ODQ for 30 min and then treated with 1 

mM GSNO for 2 h. The phosphorylation of mTOR, Akt, and p70S6K was detected by Western blot; (B) 

PC-3, DU145, and MCF-7 cell lines were pre-treated with 1.25 mM PTIO for 30 min and then treated 

with 1 mM GSNO for 2 h. Phospho-p70S6K was detected by Western blot; (C) PC-3, DU145, and MCF-7 

cell lines were pre-treated with 1 mM GSNO for 1 h and then treated with 10 mM DTT for 20 min. 

Phospho-p70S6K was detected by Western blot. Representative blots of three independent 

experiments.  
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Figure 5. GSNO effect on the mTOR activity is independent of the AMPK and Akt signaling pathways. 

(A) PC-3 cells were grown in leucine-free medium for 3 h and then treated with 5 mM leucine for 2 h. 

The cell lines were exposed to 1 mM GSNO for 1 h and the phosphorylation of the mTOR, p70S6K, 

4EBP-1, Akt, PRAS40, AMPK, and Raptor detected by Western blot; (B) PC-3, DU145 and MCF-7 cell 

lines were pre-treated with 50 mM compound C for 3 h and then treated with 1 mM GSNO for 1 h. 

AMPK, ACC, p70S6K, and Raptor phosphorylation was detected by Western blot. Representative blots 

of three independent experiments.  

 

Figure 6. iNOS interacts with mTOR decreasing the kinase activity of the protein. (A) PC-3 cells were 

treated with 1 mM GSNO for 1 h and raptor was immunoprecipitated with protein A-Sepharose. 

Proteins were loaded onto an SDS-PAGE gel and the amount of Raptor associated with mTOR detected 

by Western blot; (B) PC-3, and DU145 cell lines were treated with 50 µM L-NIL or 500 ng/mL LPS for 4 h 

and the mTOR was immunoprecipitated with protein A-Sepharose. Proteins were loaded into a SDS-

PAGE gel and the amount of iNOS associated with mTOR detected by Western blot; (C) PC-3 cells were 

treated with increasing concentrations of L-NIL for 4 h and the phosphorylation of p70S6K and 4EBP-1 

analyzed by Western blot. Representative blots of three independent experiments. 

 

Figure 7. NO inhibits different targets of PI3K-Akt-mTOR pathway. (A) PI3K-Akt-mTOR pathway 

regulates cellular processes that have an important role in cancer. The negative feedback loop 

triggered by p70S6K on IRS-1 is shown in the absence of inhibitors; (B) Therapeutic inhibition of mTOR 

activity by rapamycin only partially suppresses mTORC1 function, efficiently inhibiting p70S6K but not 
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eIF4E. Moreover, rapamycin relieves the p70S6K-dependent feedback loop and promotes cell survival 

through the upregulation of the IRS1-Akt pathway; (C) NO blocks IRS-1 (24), Akt (25), and mTORC1 and 

may be an interesting therapeutic option for cancer therapy as GSNO can circumvent the main 

resistance mechanisms triggered by clinically used mTOR inhibitors.  
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CONCLUSÃO 

 

É cada vez maior a busca por alvos moleculares específicos para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas mais eficazes e menos tóxicas para o câncer. Neste sentido, a 

descoberta de que a ativação da via PI3K-Akt-mTOR é um dos fatores cruciais para a 

progressão de diversos tipos de cânceres é de fundamental importância para que estudos 

mais aprofundados sejam realizados. A identificação recente de novos reguladores da via de 

sinalização da mTOR e a maneira como atuam fortaleceu o conceito de que a proteína atua 

como um integralizador de sinais.  

Diversos trabalhos envolvendo os diferentes aspectos do NO têm sido publicados, 

incluindo estudos em tumores (120-123). Esses trabalhos tentam integrar as informações 

aparentemente conflitantes das funções do NO, uma vez que diferentes estudos demonstram 

que o NO pode tanto promover quanto inibir a progressão tumoral e a metástase (99,117).  

Um dos mecanismos utilizados pelo NO para modular as vias de sinalização celulares é 

a S-nitrosação de proteínas (108,114). Assim como a fosforilação, a S-nitrosação é um 

importante mecanismo de modificação pós-traducional capaz de alterar a conformação, a 

atividade e a função de protéica (110). Portanto, este pode ser um mecanismo potencial ainda 

não explorado de modulação de proteínas importantes para a progressão do câncer, como as 

presentes na via da mTOR.  

Nossos resultados demonstram que a S-nitrosação é um mecanismo capaz de modular a 

atividade quinase da proteína mTOR, diminuindo a sua habilidade de fosforilar seus 

substratos diretos, as proteínas p70S6K e 4EBP-1. Essa alteração afeta a fisiologia celular, 
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alterando a viabilidade da célula através da diminuição da sua proliferação em doses 

menores. Além disso, doses elevadas geram aumento da morte celular.  

As terapias baseadas na droga rapamicina encontraram barreiras importantes em 

decorrência da alça de retroalimentação negativa mediada pela proteína p70S6K. A 

rapamicina ao inibir o mTORC1 e, consequentemente, a proteína p70S6K gera um aumento 

severo da sinalização mediada pela PI3K e oferece importantes sinais de sobrevivência e 

proliferação através da ativação da Akt e das demais quinases AGC (85), gerando alças de 

retroalimentação antagônicas à ação da rapamicina e diminuindo a eficácia da droga em 

modelos animais de câncer e pacientes (85,86). Em concentrações relativamente baixas (< 

500 µM) o NO, assim como a rapamicina, diminui a fosforilação da proteína p70S6K, mas 

ativa a Akt. No caso do NO, a ativação da Akt é decorrente da S-nitrosação da fosfatase 

PTEN, mecanismo que reduz sua atividade enzimática (124). Entretanto, em concentrações 

elevadas, o NO é também capaz de S-nitrosar as proteínas IRS-1 (125) e Akt (126,127), 

resultando em inibição de suas atividades quinases e reversão dos efeitos da alça de 

retroalimentação negativa gerada pela inibição da p70S6K. Mais, a presença do NO é 

também responsável pelo aumento da atividade quinase da AMPK que, apesar de não ser 

responsável pelo decréscimo da fosforilação observada na proteína p70S6K pelo NO, 

fortalece a ação inibitória do composto em relação à via de sinalização PI3K-Akt-mTOR. 

Assim, nossos dados demonstram que o NO apresenta efeitos significativos sobre a via 

de sinalização PI3K-Akt-mTOR. A inibição do mTORC1 através da exposição ao NO pode 

apresentar implicações terapêuticas importantes para o câncer, uma vez que o gás reverte os 

principais mecanismos de resistência gerados pelos inibidores do mTOR atualmente 

empregados clinicamente.   
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