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RESUMO 

 

 

Machado LES. Impacto da expressão das proteínas da família RSK 

sobre a progressão tumoral em astrocitomas. São Paulo; 2015. 

[Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

A via de sinalização de Ras/proteína quinase dependente de mitógenos 

(MAPK) é essencial na regulação da proliferação, sobrevivência, 

crescimento e diferenciação celular. Essa via tem sido objeto de intensa 

investigação devido a mutações ou superexpressão de muitos dos seus 

componentes no câncer humano. Um dos alvos diretos das MAPKs é a 

família de proteínas 90 kDa ribosomal S6 kinase (p90RSK ou RSK) que tem 

sido implicada na regulação de diversos processos celulares. Apesar de sua 

relação com o processo tumoral, o papel de RSKs em astrocitomas nunca 

foi explorado. Astrocitomas são neoplasias primárias do Sistema Nervoso 

Central (SNC) com diferenciação astrocitária e que compreendem a maior 

parte dos tumores desta topografia. Estas neoplasias são graduadas de I a 

IV baseadas em critérios histológicos, relacionados com o prognóstico. O 

tratamento é primariamente cirúrgico, porém insatisfatório, pois os tumores 

recorrem com frequência e/ou evoluem para neoplasias de maior grau. 

Deste modo, compreender melhor o comportamento destes tipos tumorais 

pode ajudar a desenvolver novos tipos de tratamento para esta doença. 

Neste estudo, utilizamos uma série de tumores astrocíticos de Graus I a IV e 

analisamos a expressão e fosforilação de alguns componentes da via de 

MAPK através de reações de imuno-histoquímica. Proteínas da via MAPK 

foram analisadas e correlacionadas com a expressão e fosforilação de RSK, 

permitindo uma visão do padrão de funcionamento dos processos celulares 

nestes grupos tumorais. A expressão do supressor tumoral PTEN, assim 

como o grau de proliferação celular (Ki-67) também foi analisado frente a 

expressão e fosforilação de RSK. Embora não tenha sido identificada uma 

associação importante entre níveis de expressão ou fosforilação de RSK 

com o grau histológico ou proliferação celular, foi possível verificar 

correlação significativa entre expressão de PTEN e níveis de RSK. 

Verificamos também que RSK exerceu impacto na sobrevida de pacientes 

com astrocitoma Grau IV. 



SUMMARY 
 

 

Machado LES. [Impact of the RSK protein family expression on tumoral 

progression in astrocytomas]. São Paulo; 2015. [Dissertação de Mestrado-

Fundação Antônio Prudente]. 

 

The RAS/mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway plays a 

critical role in the control of cellular proliferation, survival, growth and 

differentiation. One of the direct targets of the MAPK pathway, the 90 kDa 

ribosomal S6 kinase (p90RSK or RSK) family of proteins has a direct 

involvement in the regulation of many cellular processes. Despite the 

connection between RSKs and tumoral processes, the role of RSKs in 

astrocytomas has never been explored. Astrocytomas are central nervous 

system neoplasms showing astrocytic differentiation and account for most of 

primary nervous system tumors. Treatment is mainly surgical however, once 

complete tumor resection cannot be achieved, relapse and progression to 

higher grade astrocytoma frequently occur. High grade astrocytomas are 

highly invasive and do not respond to any available chemotherapeutic 

agents, imposing to patients an average survival of months. Thus, the better 

understanding in the behavior of these tumor types may help the 

development of new therapies for this disease, so far incurable. In the 

present study a series of high and low-grade astrocytomas was analyzed 

through immunohistochemistry protocols to evaluate the role of the MAPK 

pathway expression and phosphorylation in these tumors. MAPK pathway 

components were correlated with both RSK expression and phosphorylation 

allowing for insight into the functionality of cellular processes in this 

population. Along with the expression of tumour suppressor PTEN, the index 

of cellular proliferation (Ki-67) was also assessed and correlated with RSK 

expression and phosphorylation. Although no significant findings were 

observed between RSK expression/phosphorylation, proliferation index or 

higher tumor grades, PTEN expression as well as RSK levels and overall 

survival were found to be associated. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 GLIOMAS 

 

 Caracterizados como tipo morfológico mais comum de neoplasia 

primária do SNC em adultos, o termo glioma engloba diversos tipos de 

lesões cerebrais de caráter heterogêneo, progressão e prognóstico 

diferenciado. Gliomas são classificados segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) de acordo com padrão histológico de diferenciação celular, 

sendo o mesmo fator preditivo de prognóstico. Variam de baixo a alto grau 

(Grau I a IV), correspondendo ao grau de malignidade neoplásica (HSU e 

YUNG 2006; DUBROW e DAREFSKY 2011). Acredita-se que um dos 

processos envolvidos no desenvolvimento de gliomas tenha início a partir da 

transformação de células neuronais progenitoras em astrócitos, um dos tipos 

celulares presentes no SNC (Figura 1). 
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Fonte: ZHU e PARADA (2002). 

Figura 1 – Processo de diferenciação astrocitária e classificação tumoral.  

 

Através de uma série de eventos distintos como ativação oncogênica 

e mutações em supressores tumorais, vias que normalmente regulariam 

renovação, proliferação e sobrevivência astrocitária passam a contribuir para 

o desenvolvimento tumoral e potencial aquisição de fenótipo maligno desta 

população celular  (LLAGUNO et al. 2009). Acredita-se ainda que essas 

células tronco tumorais exibam potencial replicativo e migratório, conferindo 

invasividade, propriedades metastáticas além de resistencia à terapia a 

esses tumores astrocitários (LLAGUNO et al. 2008).	

 

1.2 ASTROCITOMAS GRAU I A IV 

 

Consideradas neoplasias benignas, astrocitomas pilocíticos (Grau I) 

correspondem às lesões primárias cerebrais de maior incidência em 

pacientes pediátricos. O tumor é bastante circunscrito, e de crescimento 

lento (Tabela 1). O prognóstico é geralmente favorável uma vez que esse 
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tipo de lesão exibe tendência à estabilidade e até regressão em sua 

progressão. Nos casos de astrocitoma pilocitário do nervo óptico proveniente 

da perda da expressão do gene Neurofibromin 1 (NF1), as lesões se 

mantém estáveis ou apresentam crescimento lento (LOUIS 2007). Em 

pacientes com lesões supratentorais, a ressecção completa pode resultar 

em 100% de sobrevida livre de doença em um período de 10 anos 

(MCKEEVER 2010). A intervenção cirúrgica pode ser associada com 

radioterapia em pacientes que apresentam recidiva, progressão tumoral ou 

impossibilidade de ressecção total da lesão (JOHNSON et al. 2012). O 

aumento do índice mitótico determina a transição de astrocitoma pilocítico 

para astrocitoma difuso de baixo grau (Grau II), de caráter mais agressivo 

(LOUIS 2007).  

Astrocitomas difusos ocorrem preferencialmente nos lobos frontal e 

temporal em ambos crianças e adultos, com maior frequência em adultos de 

30 a 40 anos de idade. Correspondem a ~15% de todas as neoplasias de 

caráter astrocitário e incidem em aproximadamente 1.4 pessoas por 

milhão/ano. Apresentam celularidade aumentada e alguma atipia nuclear 

com infiltração difusa no parênquima cerebral, porém exibem baixo índice 

mitótico e ausência de necrose ou proliferação vascular (REIFENBERGER e 

COLLLINS 2004) (Tabela 1). Devido à invasão difusa de estruturas 

anatômicas periféricas à lesão, ressecção completa não é possível e lesões 

recorrem, progredindo espontaneamente para astrocitoma anaplásico de 

alto grau (Grau III) e glioblastoma secundário (Grau IV) (LOUIS 2007). 

Mutações no gene supressor tumoral p53 (TP53), consideradas o evento 
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mutacional mais precoce e frequente, são observadas em até 60% dos 

pacientes que apresentam gliomas Grau II (PERAUD et al. 2002; CAMELO-

PIRAGUA et al. 2011). São relacionadas à maior incidência de 

transformação maligna, representando fator de risco desfavorável para 

sobrevida geral e livre de doença (STÄNDER et al. 2004). 

Astrocitomas anaplásicos são microscopicamente caracterizados por 

infiltração astrocitária difusa com celularidade aumentada, atipia nuclear e 

células multinucleadas. Apresentam também alguma atividade mitótica, 

porém ausência de microvascularização ou necrose tecidual (Quadro 1). 

 

Quadro 1 – Classificação histológica simplificada dos astrocitomas segundo 
a OMS 
 

Grau I – Astrocitoma Pilocítico 
• tumor delimitado 

• baixo potencial proliferativo 

Grau II – Astrocitoma Difuso 
• atipia citológica 

• infiltrativo 

Grau III – Astrocitoma Anaplásico 
• atipia nuclear 

• atividade mitótica 

Grau IV – Glioblastoma 
• proliferação  microvascular 

• necrose 

 

A sobrevida inicial de pacientes com gliomas Grau III, média 3 a 5 

anos, pode ser aumentada quando ressecção é acompanhada de radio e 

quimioterapia (HSU e YUNG 2006). Correspondem a cerca de 4% de todos 

os gliomas com incidência de 0,5 a 0,7 novos casos em 100.000 

pessoas/ano, ocorrendo com maior frequência na quarta e sexta décadas de 
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vida (STUPP et al. 2007). Seguem padrão de localização dos astrocitomas 

de infiltração difusa, surgindo preferencialmente nos hemisférios cerebrais. 

Podem originar-se de novo com ausência de lesão precursora ou a partir de 

transformação maligna de lesões Grau II, uma vez que astrocitomas 

anaplásicos exibem alta frequência de mutações no gene TP53 (LOUIS 

2007). 

Astrocitomas Grau IV, também chamados glioblastomas, ocorrem 

preferencialmente na massa branca subcortical dos hemisférios cerebrais e 

apresentam infiltração difusa em regiões corticais adjacentes. Lesões 

multifocais apresentando caráter infra e intratentoriais podem ter origem 

policlonal (LOUIS 2007). A maior parte destas lesões (>90%) ocorrem de 

novo sem evidência clínica ou histopatológica de lesões de menor grau 

preexistentes e determinam prognóstico menos favorável uma vez que 

exibem desenvolvimento rápido (<3 meses). Afetam mais frequentemente 

pessoas com idade superior a 60 anos, resultando em baixo índice de 

sobrevivência (média de 4,7 meses) (OHGAKI e KLEIHUES 2007).  

Glioblastomas provenientes de lesões Grau II ou III, denominados 

glioblastomas secundários, ocorrem com menor frequência (<10%), 

tipicamente na quarta década de vida. O intervalo de transformação entre 

lesões Grau II/III e achados histopatológicos Grau IV (média 4-5 anos) 

reflete no maior índice de sobrevida observado (LOUIS 2007). 

Histologicamente apresentam pleomorfismo celular acompanhado de 

hipercromasia e atipia nuclear, caracterizada por aumento na proporção 

núcleo-citoplasma (VOGEL 2009). Exibem atividade mitótica com pobre 



6 

diferenciação astrocitária, podendo ser ocasionalmente encontrados 

linfócitos perivasculares e metaplasia, exemplificada por achados de células 

epiteliais escamosas. Angiogênese, proliferação microvascular e necrose 

tecidual são critérios histopatológicos essenciais para determinação 

diagnóstica (HSU e YUNG 2006) (Quadro 1). 

A proliferação microvascular decorre da eventual vaso-oclusão, 

trombose vascular e consequente isquemia tecidual, podendo ser observada 

através da presença de células endoteliais com atividade mitótica dispostas 

em multicamadas nas áreas de necrose. Estruturas celulares em forma de 

paliçada são frequentemente encontradas, delimitando regiões de necrose 

devido a processo de evasão e migração celular à periferia do foco necrótico 

(LOUIS 2007) (Quadro 1). 

 

1.3 ALTERAÇÕES NAS VIAS DE TRANSDUÇÃO DE SINAL EM 

GLIOMAS 

 

Avanços terapêuticos tem permitido melhor manejo de pacientes 

portadores de neoplasias tumorais, seja por intervenção cirúrgica com 

utilização de avançados recursos em neuroimagem, emprego de 

radioterapia ou administração de agentes quimioterápicos mais específicos. 

Todavia, pacientes diagnosticados com lesões de alto grau ainda 

apresentam baixos índices de sobrevida e nos casos de glioblastoma, a 

sobrevida média continua 14 meses após diagnóstico (ADAMSON et al. 

2009). A falha na resposta às opções de terapia convencional tem 
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direcionado cada vez mais o foco de pesquisadores para o melhor 

entendimento das bases moleculares e vias de sinalização intracelular 

envolvidas diretamente nos processos de tumorigênese, em busca de 

opções terapêuticas mais efetivas (HSU e YUNG 2006). 

A heterogeneidade histológica apresentada pelos padrões celulares 

de lesões neoplásicas cerebrais demonstra a complexidade genotípica 

envolvida nestes processos tumorais, resultando em fenótipos distintos. Em 

gliomas, vias de sinalização intracelulares são diretamente afetadas por 

mutações em genes responsáveis pela codificação de constituintes da 

cascata, resultando em amplificação da via de sinalização (HSU e YUNG 

2006). Um exemplo é a ativação constitutiva da via Ras/proteína quinase 

dependente de mitógenos (MAPK) por superexpressão do fator de 

crescimento epidermal (EGF), promovendo contínua proliferação e 

sobrevivência à célula tumoral (ANJUM e BLENIS 2008). 

A ativação da via de MAPK por EGF inicia-se da ligação deste fator 

de crescimento aos receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR) 

mediando uma vasta sequência de sinalização citoplasmática e nuclear 

essencial para funções celulares como proliferação, diferenciação e 

apoptose (MATTHEWS e GERRITSEN 2010a). Em glioblastomas, 

amplificações em EGFR são frequentes (>50%) e a presença da mutação 

EGFRvIII, caracterizada por perda de domínio extracelular via deleção dos 

exons 2 ao 7 e consequente ativação ligante-independente, resulta em 

proliferação celular por ativação constitutiva das vias de sinalização MAPK e 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (LOUIS 2007).  
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O processo de tumorigênese envolve a participação de outros fatores 

de crescimento e seus respectivos receptores, como é o caso do 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que se encontra 

superexpresso em todos os graus de tumores astrocíticos (HAVRDA e 

ISRAEL 2008). Astrocitomas apresentam níveis aumentados de uma 

isoforma de PDGF (PDGFA) e seu respectivo receptor PDGFRα, 

glioblastomas apresentam níveis ainda mais elevados.  

A proteína Ras constitui uma guanosina-trifosfatase (GTPase) 

associada à membrana celular, responsável por mediar a transdução de 

sinais extracelulares provenientes de receptores como EGFR e 

receptor fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR). Uma vez 

ativado, Ras interage com a proteína quinase Raf através de ligação à 

região N-terminal de Raf, formando o complexo Ras-Raf. A função 

serina/treonina quinase de Raf é então ativada e Raf atua como MAP-kinase 

kinase (MAP2K), ativando os substratos quinase regulada por sinal 

extracelular 1/2 (ERK1/ERK2) (Figura 2). A ativação de ERK1/ERK2 resulta 

em sua translocação para o núcleo celular (SANTARPIA et al. 2012). Uma 

vez no núcleo, ERK fosforila diversos fatores de transcrição. A ativação 

oncogênica de Ras contribui para o desenvolvimento e manutenção de 

fenótipos malignos e embora mutações em Ras não sejam prevalentes em 

gliomas, sua forma ativa Ras-GTP é encontrada de forma abundante nestes 

tumores (BLUM et al. 2005). Adicionalmente, NF1 gene regulador do 

crescimento de astrócitos, age como supressor da função de Ras e é 

associado ao desenvolvimento de astrocitomas de baixo grau em indivíduos 
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que apresentam alterações genéticas como perda de heterozigose (LOH) na 

região deste gene (GUTMANN et al. 2000). 

A via de PI3K representa outra cascata de transdução de sinal 

envolvida na regulação da progressão do ciclo celular. A ativação de PI3K 

ocorre em resposta à ligação de fatores de crescimento a seus receptores. 

PI3K catalisa a fosforilação do segundo mensageiro intracelular 

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3). 

Níveis aumentados de PIP3 resultam no recrutamento à membrana e 

ativação das proteínas phosphoinositide-dependent kinase PDK1 e proteína 

quinase B (AKT), efetoras downstream da via (Figura 2). Ativação de AKT 

promove desregulação em processos celulares como morte, proliferação e 

crescimento celular através da fosforilação de diversos substratos desta via, 

como fosforilação da proteína proapoptótica Bcl-2-associated death 

promoter (BAD), fosforilação e inativação de p53 (MATTHEWS e 

GERRITSEN 2010b) e glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3β) 

(SHIMURA et al. 2012), além da diminuição dos níveis de transcrição do 

inibidor de quinases dependentes de ciclina (CDKs) p27, (NARITA et al. 

2002; MATTHEWS e GERRITSEN 2010b). 
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Fonte: ANJUM e BLENIS (2008). 

Figura 2 - Sinalização intracelular das Vias MAPK / PI3K e processos de 

sinalização intracelular a partir da ativação de RSK.  

 

A fosfatase homóloga à tensina (PTEN) inibe a ativação de AKT, 

convertendo PIP3 em PIP2. A expressão de PTEN é silenciada através de 

alterações gênicas comuns em glioblastomas primários e secundários, 

ocorrendo aproximadamente em 70% e 63% dos casos respectivamente. O 

silenciamento deste supressor tumoral pode ocorrer através de LOH do 

cromossomo 10, evento caracterizado por perda da funcionalidade de 

ambos alelos no locus do gene PTEN, e consequente perda da expressão 

do mesmo (BLEEKER et al. 2012). 

Outro alvo indireto de AKT é a proteína mammalian target of rapamyn 

(mTOR). A proteína mTOR forma dois complexos funcionais distintos 

(mTORC1 e mTORC2), que controlam vários processos celulares. Quando 

mTOR está associada à proteína regulatory-associated protein of mTOR 

(Raptor), mammalian LST8/G-protein β-subunit like protein (mLST8/GβL), 

proline-rich Akt substrate of 40 kDa (PRAS40) e DEP domain-containing 
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mTOR-interacting protein (DEPTOR), constitui-se o complexo mTORC1 

(SARBASSOV et al. 2004). mTORC1 participa na resposta a vários sinais 

extracelulares e intracelulares. Na presença de aminoácidos e adenosina 

trifosfato (ATP), a ativação de mTORC1 aumenta a síntese geral de 

proteínas que são essenciais para o crescimento e proliferação celular. 

As funções de mTORC1 são atingidas através da fosforilação de 

moléculas efetoras, dentre as mais estudadas estão 4E binding protein (4E-

BP) e ribosomal S6 kinase (p70S6K) (HAY et al. 2006). As proteínas 4E-BPs 

são capazes de interagir e controlar a ação de eukaryotic initiation factor 4E 

(eIF4E), um fator de início de tradução (MARCOTRIGIANO et al. 1999). 

Quando as 4E-BPs encontram-se hipofosforiladas possuem alta afinidade 

por eIF4E. A hiperfosforilação de 4E-BP, desencadeada por mTOR, resulta 

no rompimento da sua ligação com eIF4E, permitindo o início do processo 

de tradução (GINGRAS et al. 2001). A proteína p70S6K, por sua vez, 

quando fosforilada por mTOR na região Thr389, fosforila a proteína S6, um 

componente da sub-unidade ribossomal 40S. Alguns estudos mostram que a 

fosforilação de S6 pode aumentar a tradução de ácidos ribonucleicos 

mensageiros (mRNAs) denominados 5’terminal oligopyrimidine tract (5’TOP) 

(MEYUHAS e HORNSTEIN 2000) que, por codificarem componentes da 

maquinaria traducional (como por exemplo proteínas ribossomais, fatores de 

alongamento e fatores de iniciação) são capazes de aumentar os níveis de 

tradução globais da célula (CASTEDO et al. 2002; HAY e SONENBERG 

2004; MA e BLENIS 2009). 
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Uma vez que tumores Grau IV apresentam grande heterogeneidade 

genômica, a identificação de subclasses moleculares existentes neste tipo 

tumoral permite melhor análise dos mecanismos envolvidos na patogênese 

e progressão tumoral de tumores primários e secundários, respectivamente 

(The Cancer Genome Atlas Research Network 2008). Atualmente, o Cancer 

Genome Atlas Research Network (TCGA) emprega tecnologias de 

sequenciamento de larga escala para detalhamento das alterações 

moleculares envolvidas na rede de sinalização de tumores Grau IV. Análises 

genômicas, epigenômicas, transcriptômicas e proteômicas tem possibilitado 

ampliar a gama de alterações identificadas que tem envolvimento no 

desenvolvimento deste tumores, notadamente nas vias de p53, Rb e 

componentes da via PI3K. A classificação tumoral pode então ser realizada 

segundo o subtipo molecular identificado, sendo divididos em pro-neural, 

neural, clássico e mesenquimal de acordo com a expressão gênica e padrão 

de metilação de DNA encontrados. Tal entendimento da patobiologia tumoral 

permitiu evidenciar a redundância funcional envolvida no desenvolvimento 

desta classe tumoral assim como permite melhor predição prognóstica e de 

resposta a tratamento (The Cancer Genome Atlas Research Network 2013). 

Em contrapartida, a classificação genética de tumores de menor grau (II e 

III) possibilita predição prognóstica favorável para tumores com mutações no 

gene IDH e melhor resposta a radio-quimioterapia quando em conjuto com 

mutações IDH são encontradas deleções 1p/19q, sendo esse perfil gênico 

também associado a maior tempo de sobrevida. Através do sequenciamento 

do exoma, de mRNA, miRNA e TERT e análise do perfil do número de 
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cópias e metilação de DNA, o TCGA classificou pacientes com tumores de 

menor grau em gliomas com mutação IDH e codeleção 1p/19q, gliomas com 

mutação IDH sem codeleção e gliomas tipo selvagem para IDH. Mediante 

análise de dados clínicos, pacientes do grupo tipo selvagem para IDH, 

apresentaram menor tempo de sobrevida quando comparado aos dois 

primeiros grupos, sendo que o grupo com mutação IDH e codeleção 1p/19q 

apresentou o maior tempo de sobrevida global (The Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2015). Neste contexto, a classificação tumoral pode ser 

amplamente favorecida pela adição de testes moleculares à classificação 

histopatológica para manejo clínico e predição prognóstica. 

 

1.4 RSKs E O DESENVOLVIMENTO TUMORAL 

 

As RSKs são uma família de Serina/Treonina-quinases compostas 

por quatro isoformas que compartilham um alto grau de homologia (75-80% 

de identidade de aminoácidos) e são caracterizadas pela presença de dois 

domínios quinase funcionais. As RSKs são ativadas diretamente pelas ERKs 

em resposta a fatores de crescimento, hormônios, neurotransmissores, 

quimiocinas entre outros. As RSKs fosforilam muitos alvos citosólicos e 

nucleares e tem sido implicadas na regulação de diversos processos 

celulares como a proliferação, sobrevivência e motilidade celular, expressão 

gênica e síntese de proteínas. O mRNA das RSKs 1 a 3 é encontrado em 

todos os tecidos testados, o que apoia uma redundância funcional. No 



14 

entanto, variações específicas nos níveis de expressão sugerem que as 

RSKs também podem ter funções específicas (MA e BLENIS 2009). 

 Condizente com sua participação em diversos fenômenos, as RSKs 

se localizam tanto no citoplasma quanto no núcleo e sua ativação pode 

ocorrer em ambos locais. Após a ativação, uma fração das RSKs entra no 

núcleo, o que se correlaciona com a indução de immediate early genes. 

Dentre as 4 isoformas, RKS4 é predominantemente citoplasmática, 

constitutivamente ativa e exibe atividade quinase independente de fatores de 

crescimento (ANJUM e BLENIS 2008). A lista dos substratos de RSK tem 

crescido continuamente e inclui, entre outros, fatores de transcrição, 

proteínas anti-apoptóticas e reguladores do ciclo celular. RSK também 

fosforila receptores nucleares de hormônios, como o estrogênio e receptores 

de andrógenos, cooperando para promover a máxima ativação destes 

receptores (STRATFORD e DUNN 2011). 

As RSKs podem promover a proliferação celular através de vários 

mecanismos diferentes. Por exemplo, RSKs fosforilam e inibem a atividade 

do inibidor de CDK2 p27KIP1 e aumentam a estabilidade de c-fos, um fator 

de transcrição que regula a expressão de ciclina D1. Além disso, as RSKs 

regulam negativamente GSK3, envolvida na degradação de c-Myc e ciclina 

D1. Mais recentemente, foi mostrado que RSK impede a inibição da 

atividade de c-Myc pela proteína mitotic arrest deficient 1 (MAD1). Por outro 

lado, as RSKs também atuam na regulação da apoptose, inibindo a 

atividade pro-apoptótica da proteína BAD e da proteína death-associated 

protein kinase (DAPK). RSK estimula também o fator de transcrição 
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proteína de ligação ao elemento de resposta do AMPc (CREB), aumentando 

a expressão de genes de sobrevivência, tais como Bcl-2 (ROMEO e ROUX 

2011). 

As RSKs também promovem a síntese de proteínas, controlando a 

biogênese de ribossomos e a tradução de mRNAs. RSK fosforila o co-

ativador transcricional transcription initiation factor (TIF-1), aumentando 

produção de RNAs ribossomais. Além disso, RSK também modula vários 

componentes da cascata de mTOR. RSK fosforila diretamente e desativa 

tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), uma proteína supressora de tumor 

que inibe a atividade de mTOR, resultando em aumento de sinalização de 

mTOR. Além disso, foi recentemente demonstrado que RSK fosforila Raptor, 

uma proteína do complexo 1 de mTOR que desempenha importante papel 

na atividade do complexo. Por outro lado, RSK também estimula a tradução 

de mRNAs de maneira independente de mTOR. Estudos mostram que RSK 

se associa a polissomos, que são mRNAs associados a ribossomos 

ativamente envolvidos na tradução, o que é consistente com a atividade de 

RSK na fosforilação de proteína ribossomal S6 (rpS6). RSK também fosforila 

diretamente o fator de início de tradução eIF4B e estimula o seu 

recrutamento para o complexo de início da tradução. eIF4B promove a 

tradução de mRNAs que codificam proteínas envolvidas no crescimento e 

sobrevivência celulares, sugerindo que RSK pode alterar estes processos 

biológicos mudando o padrão de tradução de mRNAs (ROMEO e ROUX 

2011). 



16 

 RSK1 e RSK2 são expressos numa vasta variedade de tipos 

tumorais, incluindo mama SMITH et al. (2005), próstata CLARK et al. (2005), 

mielomas múltiplos KANG et al. (2007), linfoma de células T KANG et al. 

(2009) e melanoma MIRMOHAMMADSADEGH et al. (2007), assim como 

tumores de cabeça e pescoço (KANG et al. 2010). Várias linhas de 

evidência realçam o papel de RSK na transformação celular e na 

tumorigênese. Em particular, RSK2 é essencial para a transformação celular 

induzida por Ras constitutivamente ativado estimulando a proliferação 

celular e o crescimento independente de ancoragem CHO et al. (2007) ou 

pelo receptor de fator de crescimento de fibroblasto 1 (FGFR1) (XIAN et al. 

2009). A expressão de RSK1 e RSK2 mostrou-se elevada em amostras de 

tumores de mama e de próstata e a inibição da atividade de RSK reduz a 

proliferação de linhagens celulares destes tipos tumorais, sugerindo que 

RSK regula positivamente a proliferação dessas populações celulares 

(CLARK et al. 2005; SMITH et al. 2005). Outro substrato de RSK é o fator de 

transcrição/tradução Y-box binding protein-1 (YB-1), um gene de 

desenvolvimento silenciado em tecidos adultos, mas expresso 

preferencialmente em tumores. No câncer de mama, RSK e YB-1 se 

associam para promover o crescimento de células tumorais (STRATFORD 

et al. 2008) e resistência à drogas. Como RSK está altamente ativado em 

células de câncer de mama que adquiriram resistência a trastuzumabe, 

poderia ser utilizado como alvo terapêutico importante em tumores positivos 

para o receptor do fator de crescimento epitelial humano 2 (HER-2). De fato, 
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o inibidor de RSK BI-D1870 inibiu o crescimento de linhagens de câncer de 

mama trastuzumabe-resistentes (DHILLON et al. 2010).  

RSK também participa na proliferação celular e crescimento 

independente de ancoragem de células de melanoma (ZHENG et al. 2009). 

RSK2 também foi envolvida na invasão e potencial metastático de 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (CECP) (KANG et al. 

2010). Da mesma forma, RSK1 e RSK2 foram recentemente identificadas 

como principais agentes de transição epitétio-mesênquima induzida por 

Ras/ERK1/2 (DOEHN et al. 2009). Além disso, RSK2 promove a 

transformação hematopoiética induzida por FGFR3 em modelos de leucemia 

murina (KANG et al. 2009). RSK2 também foi descrita com um papel chave 

na formação de osteosarcomas c-Fos-dependentes (DAVID et al. 2005). 

Em contraste com o padrão de RSK vista como um oncogene, RSK3 

foi mostrada como potencial supressor de tumor no câncer de ovário, já que 

a superexpressão de RSK3 em linhagens celulares de câncer de ovário 

diminui as taxas de proliferação e os níveis de expressão dessa proteína 

estão reduzidos em muitos tumores de ovário esporádicos (BIGNONE et al. 

2007). RSK4 também se comporta como um potencial supressor de tumor, 

participando na parada de crescimento dependente de p53 (BERNS et al. 

2004) e na senescência celular induzida por oncogenes (LÓPEZ-VICENTE 

et al. 2009). A superexpressão de RSK4 diminui a proliferação de células de 

câncer de mama aumentando o número de células na fase G0/G1 do ciclo 

celular (THAKUR et al. 2008). RSK4 também exibe elevada atividade basal 
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independente da via de Ras/ERK1/2, indicando um modo diferente de 

ativação desta isoforma (DÜMMLER et al. 2005). 

 Ao contrário do que se poderia esperar, considerando que as RSKs já 

foram envolvidas em muitos aspectos da tumorigênese, o papel destas 

proteínas em tumores cerebrais nunca foi explorado. Particularmente os 

astrocitomas de alto grau, são tumores que não respondem a nenhuma 

terapia atual e um melhor entendimento da biologia deste tipo de tumor 

poderia levar ao desenvolvimento de novas terapias. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

 Análisar a expressão e fosforilação da proteína RSK1 em 

astrocitomas de Graus I a IV; 

 Correlacionar a expressão e fosforilação de RSK1 com a atividade de 

componentes da via de MAPK; 

 Correlacionar a expressão e fosforilação de RSK1 com o marcador de 

proliferação celular Ki-67; 

 Analisar a associação entre expressão e fosforilação de RSK1 e 

PTEN; 

 Analisar a influencia da expressão de RSK1 e componentem da via 

de MAPK com o índice de sobrevida global em pacientes Grau IV. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CASUÍSTICA, CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Foi utilizado um conjunto de 2 TMAs (Anexos 2 e 3) para cada 

marcador utilizado nas reações de imuno-histoquímica (IHQ). Ambos TMAs 

foram também utilizados na dissertação de mestrado de título “O controle da 

tradução pela via de mTOR nos mecanismos de tumorigênese em 

glioblastomas” do aluno Arthur W Alvarenga. Os TMAs totalizavam 287 

amostras parafinadas, incluindo alguns tipos tumorais que não foram 

objetivo deste estudo (Tabela 1). Deste modo, na análise, foram incluídos 

somente os casos que apresentassem tipos tumorais pertinentes a este 

trabalho (Tabela 2). No caso de ambas lâminas conterem o mesmo número 

de registro de paciente, foi utilizado a média dos valores obtidos na análise 

histológica (HSCORE) para composição do gráfico e análise estatística. 

Os TMAs foram obtidos do acervo do Departamento de Anatomia 

Patológica do Hospital A. C. Camargo. Dados clínicos e patológicos foram 

obtidos a partir de prontuários médicos da instituição (Anexo 4). As 

informações utilizadas para este estudo constam na Tabela 3. Todo material 

desta pesquisa, representado pelo bloco de parafina e suas respectivas 

lâminas estão arquivados no Departamento de Anatomia Patológica do 

Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Câncer A C Camargo. Foram 
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excluídas amostras onde não houvesse representação adequada da 

neoplasia no bloco de parafina. 

 

Tabela 1 – Quantidade de amostras e tipos tumorais presentes nos TMAs 
utilizados 
 

 NB* Gliose Grau I Grau II Grau III Grau IV GA** OL*** 

TMA Gliais 14 16 39 46 15 9 7 13 

TMA GBM 15 - - 4 2 90 4 13 

*NB – tecido normal, **GA – astrocitoma gemistocítico, ***OL – oligodendroglioma 

 

Tabela 2 - Quantidade de amostras e tipos tumorais incluídos neste estudo 
 
 NB* Gliose Grau I Grau II Grau III Grau IV 

n 20 16 39 50 16 90 

*NB – tecido normal 
 

Tabela 3 - Dados clinicos, patológicos e status dos pacientes 
 

Grau Histológico I II III IV 

Gênero (n) 
Masc. – 22 

Fem. - 17 

Masc. – 23 

Fem. - 25 

Masc. – 9 

Fem. - 7 

Masc. – 53 

Fem. - 36 

Idade mediana (anos) 6 33,5 35 54 

Sobrevida mediana (meses)  101,7  69,66  33,26  10,25  

 



22 

3.2 TÉCNICA DE TISSUE MICROARRAY (TMA) 

 

A utilização de TMAs possibilita o estudo da expressão protéica de 

tumores em larga escala através de ensaios de IHQ, com uma acurácia 

comprovada. Seu emprego é justificado uma vez que oferece vantagens de 

custo e tempo para pesquisas em grandes centros com grandes bancos de 

dados (MILANES-YEARSLEY et al. 2002; GULMANN et al. 2003). 

A construção do TMA foi realizada após ser escolhida e identificada, 

por um patologista, a área adequada na neoplasia através de uma marcação 

circular em cada nova lâmina de vidro na região mais representativa do 

tumor e correspondente ao bloco de parafina escolhido. 

Usando o tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, 

Maryland) a área de interesse foi retirada com um “core” de 0,6mm de cada 

bloco doador e transferido para um outro bloco chamado de receptor. Os 

TMAs GBM foram montados com amostras em duplicata. A partir desse 

novo bloco foram preparados cortes histológicos seriados em lâminas de 

vidro cortadas através de microtomia mecânica na espessura de 4μm. 

Estas lâminas foram examinadas no microscópio óptico para observar 

a representatividade das células neoplásicas. A avaliação da representação 

celular da neoplasia foi definida como aproveitamento do TMA. Para uma 

amostragem ser considerada satisfatória foi necessária uma representação 

de pelo menos 10% de área circular do core de 0,6mm após uma análise no 

microscópio óptico de vários níveis de corte. 
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3.3 REAÇÃO DE IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

 Os cortes provenientes dos TMAs foram desparafinizados pela 

incubação a 60°C por 24 horas, seguido de banhos sucessivos em três 

soluções de xilol por 10 minutos cada, posteriormente hidratados em 

soluções com concentrações decrescentes de etanol (100%, 95%, 80%, 

70%) e lavadas em água corrente e destilada. Para a recuperação 

antigênica as lâminas foram incubadas em solução tampão de citrato 10mM 

pH 6.0 em câmara de pressão (DAKO S2801, USA) por 15 minutos até 

elevação de temperatura a 125ºC, 18-24 psi e posterior resfriamento. Para o 

bloqueio da peroxidase endógena as lâminas foram imersas em H2O2 10% 

(3 lavagens de 10 minutos cada) (Merck, Germany). Após etapa adicional de 

lavagem em água corrente (5 minutos), foi realizado bloqueio de interações 

inespecíficas com Dako Protein Block (Dako, USA) por 1 hora em cuba 

escura. A seguir, todas as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

primário (Tabela 4) diluído em título a ser estabelecido, em solução de 

bloqueio por 18 horas a 4ºC em câmara úmida. 

Após este período foi realizada lavagem com PBS (2 lavagens de 5 

minutos cada) e posterior incubação de todas as lâminas com polímero HRP 

link (DAKO, USA) por 30 minutos em cuba escura. Após as lavagens, as 

lâminas foram incubadas com HRP enzyme (DAKO, USA) por 30 minutos 

em cuba escura. Após lavagem, a revelação foi feita utilizando cromógeno 

3,3’-Diaminobenzidine (DAB) (Biocare Medical, USA), diluído em DAB 
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Substrate Buffer (1:50). As lâminas foram contra-coradas com hematoxilina 

e montadas em Tissue-Tek® Prisma®/Film (Sakura, USA). 

 

Tabela 4 – Anticorpos utilizados nas reações de IHQ 
 
Anticorpo Clone Recuperação 

Antigênica 

Bloqueio 

Proteico 

Tempo de 

Incubação 

Título Fabricante 

pERK1/2 Policlonal 

coelho 

(Thr202/Tyr204) 

(#9101L) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

2h TA* 1:200 Cell 

Signaling

RSK1 Policlonal 

coelho (C-21) 

(#sc-231) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

ON** 4°C 1:200 Santa 

Cruz 

pRSK1 Monoclonal 

coelho (S380) 

(#9335S) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

ON** 4°C 1:25 Cell 

Signaling

S6 Monoclonal 

coelho (5G10) 

(#2217) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

ON** 4°C 1:100 Cell 

Signaling

pS6 Monoclonal 

coelho 

(S235/236) 

(#4857S) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

ON** 4°C 1:200 Cell 

Signaling

pS6 Policlonal 

coelho 

(S240/244) 

(#2215S) 

Tampão 

Citrato 10 mM 

pH 6,0 

Dako 

Protein 

Block 

1h TA* 1:200 Cell 

Signaling

*TA = temperatura ambiente, **ON = overnight 
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3.4 FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

3.4.1 Determinação do valor de HSCORE 

As lâminas foram examinadas por patologista que avaliou a presença 

de tecido da histologia correta e a qualidade da marcação. Todos spots que 

não mais representassem area tumoral original devido a perda de tecido 

durante a reação de IHQ, que apresentassem areas de necrose ou qualquer 

padrão tecidual não condizente com o objetivo deste estudo foram excluidos 

da análise. 

As lâminas foram digitalizadas no aparelho ScanScope XT (Aperio). A 

intensidade de marcação de cada anticorpo foi avaliada na célula total e 

núcleo celular através do software ImageScope (Aperio), que verifica 

intensidade e porcentagem de pixels marcados. O ScanScope classificou 

cada pixel como 0 (negativo, intensidade variando entre 0-100), 1 

(fracamente positivo, intensidade variando de 100-175), 2 (positivo, 

intensidade variando de 175-220) ou 3 (fortemente positivo, intensidade 

variando de 220-256) e quantificou o número de pixels em cada categoria. A 

partir destes dados, o HSCORE foi calculado de acordo com a fórmula:  

HSCORE = Σ(i × Pi),  

onde Pi = porcentagem de pixels positivos, com variação de 0% a 

100% e intensidade de marcação do pixel i= 0, 1, 2 ou 3. Desta forma, a 

variação do HSCORE é de 0 a 300. A utilização do ScanScope XT (Aperio) 

leva em consideração a validação deste equipamento realizada por 

ALVARENGA (2013).  
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Como foram construídos dois TMAs em lâminas independentes para 

abrigar todos os casos disponíveis, realizamos uma normalização adicional 

para contemplar possíveis diferenças entre as lâminas que poderiam ser 

geradas durante o procedimento experimental. Para esta normalização, foi 

realizada uma média dos HSCOREs de todos os spots das duas lâminas e o 

HSCORE de cada ponto foi dividido pela média: 

HSCOREnormalizado= HSCORE / ͞x(HSCORE) 

Os resultados foram analisados através do software Graphpad e os 

níveis quantitativos de expressão e fosforilação das proteínas foram 

correlacionados com os diferentes graus tumorais encontrados e 

mortalidade, permitindo gerar conclusões a respeito da participação das 

proteínas da família RSK na evolução da doença. 

 

3.4.2 Análises Estatísticas 

A Análise de Medianas 

 As análises de medianas foram realizadas através da utilização do 

teste de Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunn para comparações 

múltiplas. O nível de significância foi deteminado em 5%, logo, valores de 

p<0.05 foram considerados significativos estatisticamente. 

 

B Análise de Correlação 

As análises de correlação foram realizadas através da utilização do 

teste de coeficiente de correlação de Spearman, o qual é um método não-

paramétrico que utiliza variáveis quantitativas de distribuição não-normal 
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para determinação de coeficiente de correlação. Este coeficiente varia de 0, 

valor que representa não correlação entre os dados analisados, a 1, valor 

que representa correlação perfeita entre os mesmos. O nível de significância 

foi deteminado em 5%, logo, valores de p<0.05 foram considerados 

significativos estatisticamente 

 

C Análises de Sobrevida 

 As análises de sobrevida foram realizadas através da utilização do 

teste de Log Rank. Foi calculado o primeiro quartil dos níveis de expressão 

ou fosforilação das proteínas analisadas e a partir deste limiar, os casos 

foram divididos em dois grupos, low e high, sendo este primeiro gupo 

representativo da população que demonstrasse valores de até 25% de 

expressão ou fosforilação encontrados para cada proteína na análise 

histológica. Para análises de sobrevida global foram utilizados somente 

pacientes Grau IV uma vez que o número de amostras de Grau III era baixo. 

Os Graus I e II apresentam baixas taxas de óbito, não sendo viável a 

construção de curvas de sobrevida. O tempo de sobrevida foi calculado a 

partir da data da ressecção cirúrgica até o evento de óbito ou data de último 

contato com o paciente. Foram excluídos pacientes com idade menor de 21 

anos ou pacientes com tumores em outras localidades, sugestivo de 

possível síndrome genética. O nível de significância foi deteminado em 5%, 

logo, valores de p<0.05 foram considerados significativos estatisticamente. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

 Com o intuito de obter-se melhor entendimento da interação das 

diversas proteínas da via de MAPK/RSK e seus papéis na patogênese dos 

astrocitomas, analisamos a expressão e fosforilação das proteínas da via em 

uma série de astrocitomas de diversos graus. Particularmente, foram 

analisados a expressão e fosforilação de ERK1/2, RSK1 e a proteína 

ribossomal S6. 

 

4.1.1 Padronização das reações de Imuno-histoquímica 

 Inicialmente foram realizadas reações teste, utilizando-se de controles 

sabidamente negativos e positivos, com o intuito de estabelecer quais 

seriam as condições de reação mais adequadas para cada anticorpo. Os 

controles utilizados foram gliomas aos quais tivemos acesso a tecido fresco 

e parafinado. O tecido fresco foi utilizado em ensaios de western blotting 

(WB), onde foi observada a presença de banda única na altura esperada e 

foram selecionadas amostras com maior e menor expressão do antígeno. As 

mesmas amostras foram então selecionadas para a padronização da reação 

de IHQ, que levou em conta também a expressão esperada de cada 

proteína de interesse.  

A partir do estabelecimento de condições ideias de reação, as 
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mesmas foram então reproduzidas no conjunto de lâminas TMA. Durante 

este estudo, a modificação de etapas de processamento, a exemplo de 

recuperação antigênica, tempo e temperatura de incubação de anticorpos, 

se mostrou igualmente importante e fundamental para a obtenção de 

resultados satisfatórios.  

A reação contra pERK1/2 utilizou-se da diluição 1/200 por 2h em 

temperatura ambiente. Uma vez que as metodologias validadas para 

utilização deste anticorpo não incluem IHQ, estabelecemos os controles 

positivos e negativos obtidos via WB como referência, obtendo negatividade 

para tecido considerado como controle negativo e forte marcação 

citoplasmática e nuclear no tecido considerado controle positivo (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Padronização da IHQ contra pERK1/2. (A) Tecido tumoral a fresco foi 

submetido a ensaio de western blotting contra a forma fosforilada de ERK1/2. Foram 

escolhidos tecidos com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da 

IHQ. (B e C) Os mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da 

reação de IHQ. (B) Tecido tumoral utilizado como controle positivo, apresentando alta 

positividade citoplasmática e nuclear. (C) Tecido tumoral utilizado como controle negativo, 

exibindo praticamente nenhuma marcação.  



30 

 Para a reação contra RSK1 foi necessária a modificação do tempo de 

incubação, apresentando melhor resultado na diluição 1/200 e incubação 

overnight (ON). Embora esse anticorpo seja descrito como validado para 

utilização em IHQ, o fabricante descreve sitios esperados de marcação 

somente em tecido gástrico, citando marcação específica citoplasmática e 

nuclear em tecido glandular. Contudo, obtivemos resultado semelhante ao 

descrito, em tecido cerebral (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4 - Padronização da IHQ contra RSK1. (A) Tecido tumoral a fresco foi 

submetido a ensaio de western blotting contra a forma total de RSK1. Foram escolhidos 

tecidos com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da IHQ. (B e C) 

Os mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da reação de IHQ. (B) 

Tecido tumoral utilizado como controle negativo. (C) Tecido tumoral utilizado como controle 

positivo, apresentando alta positividade citoplasmática e nuclear. 
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 A reação contra pRSK1 exibiu melhores resultados quando tecidos 

foram incubados ON a 4ºC e anticorpo diluído na proporção 1/25. Assim 

como pERK1/2, o fabricante do anticorpo anti-pRSK1 não apresenta 

informação a respeito de validação deste produto para IHQ. Desta forma 

baseamos a acurácia dos nossos resultados no perfil proteico das amostras 

obtido via WB (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5 - Padronização da IHQ contra pRSK1. (A) Tecido tumoral a fresco foi 

submetido a ensaio de western blotting contra a forma fosforilada de RSK1. Foram 

escolhidos tecidos com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da 

IHQ. (B e C). Os mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da 

reação de IHQ. (B) Tecido tumoral utilizado como controle negativo. (C) Tecido tumoral 

utilizado como controle positivo, apresentando certa positividade citoplasmática. 
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 Para a padronização da reação contra S6 (Figura 6), a diluição do 

anticorpo na proporção 1/100 e incubação ON a 4ºC mostrou melhores 

resultados. O fabricante apresenta a informação de validação deste 

anticorpo em IHQ e embora não ofereça a informação de localização de 

marcação, propõe o título utilizado neste trabalho. 

 

 

Figura 6 - Padronização da IHQ contra S6. (A) Tecido tumoral a fresco foi 

submetido a ensaio de western blotting contra a forma total de S6. Foram escolhidos tecidos 

com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da IHQ (B e C). Os 

mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da reação de IHQ. (B) 

Tecido tumoral utilizado como controle negativo. (C) Tecido tumoral utilizado como controle 

positivo, apresentando certa positividade citoplasmática. (D) Tecido normal exibindo 

marcação neuronal. 
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 Para a reação anti-pS6(S235/236), a melhor condição de reação 

mostrou-se diluição de anticorpo na proporção 1/200 e incubação ON a 4ºC. 

Embora o fabricante indique o título 1/75 como validado para IHQ, obtivemos 

melhor resultado com o anticorpo mais diluído (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7 - Padronização da IHQ contra pS6(S235/236). (A) Tecido tumoral a 

fresco foi submetido a ensaio de western blotting contra a forma fosforilada de S6. Foram 

escolhidos tecidos com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da 

IHQ (B e C). Os mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da 

reação de IHQ. (B) Tecido tumoral utilizado como controle negativo. (C) Tecido tumoral 

utilizado como controle positivo, apresentando certa positividade nuclear. 
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 Finalmente, a reação anti-pS6(S240/244) (Figura 8), exibiu melhores 

resultados quando anticorpo foi diluído em 1/200 e tecido incubado por 2h 

em temperatura ambiente. Embora não validado para IHQ, a especificidade 

de marcação nos resíduos em questão é descrita na especificação técnica 

do anticorpo, disponibilizada na página do fabricante. 

 

 

 

Figura 8 - Padronização da IHQ contra pS6(S240/244). (A) Tecido tumoral a 

fresco foi submetido a ensaio de western blotting contra a forma fosforilada de S6. Foram 

escolhidos tecidos com maior e menor expressão da proteína alvo para a padronização da 

IHQ (B e C). Os mesmos tecidos parafinados foram utilizados para a padronização da 

reação de IHQ. (B) Tecido tumoral utilizado como controle negativo. (C) Tecido tumoral 

utilizado como controle positivo, apresentando certa positividade citoplasmática. 
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4.2 ANÁLISE DOS SPOTS EM DUPLICATA NOS TMAs 

 

 Uma vez que os TMAs GBM, fornecidos para a execução deste 

trabalho, disponibilizavam dois spots do mesmo tecido doador (duplicata) e 

considerando que existe heterogeneidade intratumoral nesta classe 

neoplásica (VARTANIAN et al. 2014), a análise de regiões distintas do 

mesmo segmento tumoral poderia, em teoria, resultar em melhor 

representação do perfil tumoral. Decidimos então correlacionar a 

quantificação padrão (spot I), realizada em todas as proteínas neste 

trabalho, com sua duplicata (spot II) afim de verificar se a utilização de uma 

segunda quantificação auxiliaria na obtenção de uma melhor 

representatividade tumoral. O estudo de VAN ZWIETEN (2013) demonstrou 

98% de correlação entre spots originais e duplicatas em reação de IHQ 

diagnóstica, utilizando 57 anticorpos primários. No presente estudo foi 

observado, tanto na fração total quanto nuclear, que existe correlação 

significativa entre as duas variáveis, indicando que a análise de somente 

uma delas mostra-se suficiente para a representação do perfil da expressão 

desta proteína (Figura 9 e 10). 
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Figura 9 - Correlação entre duplicatas do TMA. TMA contendo amostras de 

gliomas de diversos graus foi submetido a reação de IHQ para a proteína rpS6. A presença 

da proteína total foi quantificada tendo sido gerado um HSCORE. Os dados das duas 

duplicatas (S6 spot I e S6 spot II) foram plotados em um gráfico de pontos e foi calculado o 

coeficiente de correlação entre as duas. Spearman p<0,05, r=0,6414. 

 

 

Figura 10 - Correlação entre duplicatas do TMA, fração nuclear. TMA contendo 

amostras de gliomas de diversos graus foi submetido a reação de IHQ para a proteína rpS6. 

A presença da proteína no núcleo foi quantificada tendo sido gerado um HSCORE. Os 

dados das duas duplicatas (S6 spot I e S6 spot II) foram plotados em um gráfico de pontos 

e foi calculado o coeficiente de correlação entre as duas. Spearman p<0,05, r=0,5758. 
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4.3 IMUNO-HISTOQUÍMICA DOS TMAs 

 

 A análise da expressão de RSK1 total não revelou alteração 

significativa entre os diversos graus tumorais. Como mencionado 

anteriormente a ativação de RSK pode resultar em sua translocação para o 

núcleo celular (ANJUM e BLENIS 2008), levando à ativação de diversos 

substratos, associados à regulação da atividade apoptótica e do ciclo celular 

(STRATFORD e DUNN 2011). Deste modo, quantificamos também a 

presença de RSK1 no núcleo. Foi observado maior expressão de RSK1 

nuclear em tumores Grau II, Grau III e Grau IV quando comparado a cérebro 

normal. Em tumores de Grau IV foi observado uma grande variação na 

expressão e fosforilação de RSK1 (Figuras 11 e 12), sugerindo que possam 

haver tumores com características distintas dentro desta população. 
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Figura 11 - Expressão de RSK1 em astrocitomas. TMAs contendo amostras de 

astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reações de IHQ contra RSK1. (A) 

Imagem representativa de glioblastoma negativo para a proteína analisada, tanto em sua 

expressão citoplasmática como nuclear. (B) Imagem representativa de tecido com 

expressão positiva de RSK1. HSCORES totais de 10 e 161 respectivamente.	(C e D) Após 

a reação de IHQ, a quantificação foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e 

o HSCORE normalizado foi calculado tanto para a expressão total (C) quanto para a 

expressão nuclear (D). Cada caso foi marcado com um ponto e em vermelho está indicada 

a mediana. A diferença entre os diversos graus tumorais foi calculada através do teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. Expressão de RSK1 

total p=0,1184. NB n=13, Gliosis n=16, Grau I n=37, Grau II n=49, Grau III n=15, Grau IV 

n=86. Expressão de RSK1 nuclear NB versus II, III e IV, Gliosis versus III, p<0,0001. NB 

n=13, Gliosis n=16, Grau I n=37, Grau II n=50, Grau III n=13, Grau IV n=86. NB - tecido 

normal, Gliosis - Gliose. 
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RSK é diretamente fosforilada pelas ERK1/2, o que leva a sua 

ativação. Uma vez ativada, RSK pode promover sobrevivência celular por 

inativação de efetores apoptóticos assim como mediar substratos envolvidos 

no crescimento e proliferação celular (CARRIERE et al. 2008). Desta 

maneira, analisamos também o estado de fosforilação de RSK nos 

diferentes casos. Observamos que embora não haja diferenças significativas 

da fosforilação de RSK1 total e nuclear na comparação dos tumores com o 

tecido normal, é possível notar uma grande variação de fosforilação nos 

glioblastomas o que não é visto no tecido normal ou em tumores de menor 

grau (Figura 12). 
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Figura 12 - Fosforilação de RSK1 em astrocitomas. TMAs contendo amostras de 

astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reações de IHQ contra pRSK1. (A) 

Imagem representativa de glioblastoma negativo para a proteína analisada, tanto em sua 

expressão citoplasmática como nuclear. (B) Imagem representativa de tecido reativo frente 

anti-pRSK1. HSCORES totais de 7 e 60 respectivamente.	(C e D) Após a reação de IHQ, a 

quantificação foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE 

normalizado foi calculado tanto para a fosforilação total (C) quanto para a fosforilação 

nuclear (D). Cada caso foi marcado com um ponto e em vermelho está indicada a mediana. 

A diferença entre os diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-

Wallis, seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. Fosforilação de RSK1 total 

p=0,1736. NB n=19, Gliosis n=15, Grau I n=36, Grau II n=49, Grau III n=15, Grau IV n=90. 

Fosforilação de RSK1 nuclear p=0,0643. NB n=19, Gliosis n=15, Grau I n=36, Grau II n=49, 

Grau III n=15, Grau IV n=90. NB - tecido normal, Gliosis - Gliose. 
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A análise de correlação entre a expressão e fosforilação de RSK1 nos 

diversos graus tumorais foi baixa (Tabela 5), principalmente porque os 

níveis de fosforilação de RSK1 são baixos nestas amostras. Por outro lado, 

quando comparamos os valores de HSCORE de RSK1 total e fosforilada, 

observamos apenas um caso dentre as 195 amostras onde havia marcação 

para pRSK1 na presença de valores muito baixos para RSK1 total. Este 

dado é mais um argumento em favor da especificidade da marcação.  

 

Tabela 5 – Correlação entre expressão e fosforilação de RSK1 total e 
nuclear nos diversos graus tumorais 
 

RSK1 vs pRSK1 total núcleo 

Grau I p=0,0508 

r=0,3328 

p=0,0865 

r=0,2984 

Grau II p=0,0098 

r=0,3810 

p=0,1785 

r=0,1975 

Grau III p=0,0106 

r=0,7203 

p=0,5321 

r=0,1824 

Grau IV p=0,0049 

r=0,3062 

p=0,0105 

r=0,2829 

Todos os graus p< 0,0001 

r=0,3367 

p=0,0009 

r=0,2478 

 
Devido ao seu papel na transcrição e tradução, as RSKs estão 

intimamente ligadas ao controle da proliferação. Por exemplo, a inibição de 

RSK por SL0101 resulta em inibição do crescimento da linhagem celular 

tumoral MCF-7 (SMITH et al. 2005). Deste modo, comparamos a expressão 

de RSK e de sua forma fosforilada com a expressão do marcador de 

proliferação Ki-67. Os dados de expressão de Ki-67 nos mesmos TMAs 

foram obtidos da dissertação de mestrado do aluno Arthur William Alvarenga 

(ALVARENGA 2012). 
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Tabela 6 – Correlação entre a expressão de RSK1 total e nuclear nos 
diversos graus tumorais e índice de proliferação celular 
 

RSK1 vs Ki-67 total núcleo 

Grau I p=0,800 

r=0,045 

p=0,002 

r=0,500 

Grau II p=0,796 

r=0,043 

p<0,0001 

r=0,636 

Grau III p=0,115 

r=0,482 

p=0,366 

r=0,286 

Grau IV p=0,894 

r=-0,014 

p=0,201 

r=0,154 

Todos os graus p=0,536 

r=0,048 

p=0,0005 

r=0,276 
 

 Em astrocitomas de baixo grau, podemos observar uma correlação 

importante entre a presença de RSK1 e sua forma fosforilada no núcleo e a 

proliferação celular. Por outro lado, em astrocitomas de alto grau, esta 

correlação é perdida (Tabelas 6 e 7), provavelmente devido a um acúmulo 

de alterações genéticas que também influenciam no comportamento 

proliferativo. 

 

Tabela 7 - Correlação entre a fosforilação de RSK1 total e nuclear nos 
diversos graus tumorais e índice de proliferação celular 
 
RSK vs Ki-67 total núcleo 
Grau I p=0,084 

r=0,300 
p=0,001 
r=0,518 

Grau II p=0,707 
r=0,063 

p=0,002 
r=0,485 

Grau III p>0,999 
r=-0,006 

p=0,386 
r=0,309 

Grau IV p=0,715 
r=-0,040 

p=0,284 
r=-0,117 

Todos os graus p=0,500 
r=0,052 

p=0,052 
r=0,150 
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 Como a variação na expressão de RSKs não parece relacionada ao 

grau tumoral, decidimos verificar se poderia estar relacionada a outras 

alterações gênicas frequentemente encontradas em gliomas. A perda de 

PTEN através de mutações e deleções no gene é frequentemente 

observada em gliomas, contribuindo para o processo tumorigênico 

(BLEEKER et al. 2012). Desta maneira, avaliamos também a relação entre a 

expressão de RSK1 e PTEN em tumores Grau IV. A expressão de PTEN foi 

avaliada através de IHQ sendo atribuído um score de 0 a 2 em função da 

marcação tecidual, comparada à marcação do tecido endotelial adjacente. 

Expressão equivalente ao endotélio foi classificada como 2, expressão 

inferior à do endotélio 1 e ausência de expressão foi classificada como 0. 

Todo tecido normal utilizado apresentou classificação 2. Os dados de 

expressão de PTEN nos mesmos TMAs foram obtidos da dissertação de 

mestrado do aluno Arthur William Alvarenga (ALVARENGA 2012). Pudemos 

observar que nos glioblastomas, a presença de PTEN se correlaciona com 

maiores níveis de expressão de RSK1 (Figura 13). 
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Figura 13 - Análise da correlação da expressão de RSK1 total e expressão 

de PTEN em casos Grau IV. Após a reação de IHQ, a quantificação foi realizada 

automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE normalizado foi calculado. Cada 

caso foi marcado com um ponto e vermelho está indicada a mediana. A diferença entre os 

diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste 

de Dunn para comparações múltiplas. NB versus PTEN 2, PTEN 0 versus PTEN 1, PTEN 0 

versus PTEN 2, p=0,0004. NB – tecido normal. PTEN 0 n=9, PTEN 1 n=24, PTEN 2 n=25, 

NB n=15. 

 

 Do mesmo modo, observamos que a forma fosforilada de RSK1 

também se correlaciona com a presença de PTEN (Figura 14). Embora a 

perda de PTEN seja observada também em gliomas de graus menores, este 

tipo de análise não pode ser realizada nos outros graus devido ao baixo 

número de casos disponíveis. 
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Figura 14 - Análise da correlação da fosforilação de RSK1 total e expressão 

de PTEN em casos Grau IV. Após a reação de IHQ, a quantificação foi realizada 

automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE normalizado foi calculado. Cada 

caso foi marcado com um ponto e vermelho está indicada a mediana. A diferença entre os 

diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste 

de Dunn para comparações múltiplas. NB versus PTEN 2, PTEN 0 versus PTEN 2, PTEN 1 

versus PTEN 2, p=0,0016. NB – tecido normal. PTEN 0 n=7, PTEN 1 n=14, PTEN 2 n=36, 

NB n=14. 

 

 Como já mencionado anteriormente, RSKs são ativadas diretamente 

pelas ERKs (MA e BLENIS 2009), onde ERK1/2 é necessária para 

fosforilação e subsequente ativação de RSK (CARRIERE et al. 2008). KIM et 

al. 2006 também demonstraram que RSK regula negativamente a atividade 

de ERK através de bloqueio de sua localizaçao nuclear. Uma vez que a 

forma fosforilada de ERK está associada ao desenvolvimento de 

astrocitomas e transformação para fenótipo de maior malignidade (SAETTA 

et al. 2011), decidimos analisar a atividade desta proteína e sua correlação 

com a fosforilação de RSK. Como observado na Figuras 15 A e B, pERK1/2 
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exibe forte atividade tanto em tecido cerebral normal como em tecido 

tumoral. 

 Considerando que vários substratos de ERK1/2 são proteínas 

nucleares, notadamente fatores de transcrição, e que ERK1/2 é encontrado 

constitutivamente ativado em diversos tipos de tumores, além de terem seus 

níveis de expressão, tanto citoplasmáticos como nucleares, positivamente 

correlacionados com progressão tumoral (SAETTA et al. 2011), decidimos 

analisar a atividade nuclear da forma fosforilada de ERK1/2. A análise da 

forma fosforilada de ERK1/2 total não revelou diferença entre os tumores de 

diversos graus e tecido normal, porém tecidos provenientes de gliose reativa 

apresentaram uma redução dos níveis de pERK1/2 quando comparado a 

tumores Grau II, III e IV. Contudo, os níveis de ERK1/2 fosforilada, em sua 

fração nuclear, apresentaram variação significativa quando tecido normal foi 

comparado a tumores Grau III e IV. Da mesma forma, gliose apresentou 

redução dos níveis de ERK1/2 fosforilado quando comparado aos diversos 

graus tumorais (Figuras 15 C e D). 
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Figura 15 - Fosforilação de ERK1/2 em astrocitomas. TMAs contendo amostras 

de astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reações de IHQ contra pERK1/2. (A) 

Imagem representativa de tecido normal, reativo contra a proteína anaisada, tanto em sua 

expressão citoplasmática como nuclear. (B) Imagem representativa de tecido tumoral 

reativo frente anti-pERK1/2. HSCORES totais de 209 e 196 respectivamente. (C e D) Após 

a reação de IHQ, a quantificação foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e 

o HSCORE normalizado foi calculado tanto para a fosforilação total (C) quanto para a 

fosforilação nuclear (D). Cada caso foi marcado com um ponto e em vermelho está indicada 

a mediana. A diferença entre os diversos graus tumorais foi calculada através do teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. Fosforilação de 

ERK1/2 total, Gliosis versus II, Gliosis versus III, Gliosis versus IV, p=0,0002. NB n=19, 

Gliosis n=16, Grau I n=36, Grau II n=49, Grau III n=15, Grau IV n=89. Fosforilação de 

ERK1/2 nuclear, NB vs. III, NB versus IV, Gliosis vs I, II, III e IV p=0,0001. NB n=19, Gliosis 

n=16, Grau I n=35, Grau II n=49, Grau III n=15, Grau IV n=89. NB - tecido normal, Gliosis - 

Gliose. 
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 Para melhor entendermos a relação entre a ativação de ERK e como 

isso influencia na atividade de RSK durante o processo de tumorigênese, a 

correlação entre as formas fosforiladas destas duas proteínas também foi 

feita. Quando correlacionados à pERK1/2, pRSK1 apresentou correlação 

significativa em todos os graus tumorais (Tabela 8) 

 

Tabela 8 - Correlação entre a fosforilação de RSK1 e fosforilação de ERK1/2 
nos diversos graus tumorais 
 

pRSK1 vs pERK1/2  

Grau I p=0,013 

r=0,468 

Grau II p=0,013 

r=0,363 

Grau III p=0,048 

r=0,521 

Grau IV p<0,0001 

r=0,559 

 

Considerando que a proteína S6 é alvo direto de RSK e tem 

participação importante na tradução de mRNAs associados à codificação de 

proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular (CASTEDO et al. 2002), 

decidimos também analisar sua atividade. Interessantemente, a atividade 

desta proteína ribossomal em tecido cerebral parece ser predominante em 

populações neuronais (Figura 16). A expressão de S6 nos diversos graus 

tumorais não demonstrou alteração significativa em relação ao tecido normal 

(Figura 17). 
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Figura 16 - Reação de IHQ contra S6 em tecido cerebral normal. Tecido 

normal exibindo alta especificidade para conteúdo neuronal. HSCORE nuclear 106. 

 

Figura 17 - Expressão de S6 em astrocitomas. TMAs contendo amostras de 

astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reações de IHQ contra S6. (A) Imagem 

representativa de tecido tumoral, exibindo certa reatividade contra a proteína anaisada em 

sua expressão nuclear. (B) Imagem representativa de tecido tumoral reativo frente anti-S6. 

HSCORES totais de 4 e 152 respectivamente. (C) Após a reação de IHQ, a quantificação 

foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE normalizado foi 

calculado para a expressão total de S6. Cada caso foi marcado com um ponto e em 

vermelho está indicada a mediana. A diferença entre os diversos graus tumorais foi 

calculada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para comparações 

múltiplas. Expressão total de S6 p=0,0207. NB n=19, Gliosis n=16, Grau I n=36, Grau II 

n=48, Grau III n=16, Grau IV n=88. NB - tecido normal, Gliosis - Gliose. 
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Mesmo que a expressão de S6 não sofra alteração nos diversos 

graus tumorais analisados, seus níveis de fosforilação podem ser alterados 

devido a atividade das RSKs, sendo a fosforilação de S6 uma medida da 

atividade de RSKs. Para tanto, foram analisados os resíduos Ser235/236 e 

Ser240/244. Os resíduos 235/236 podem ser fosforilados tanto por p70S6K 

quanto por RSKs. Já os resíduos 240/244 são fosforilados somente por 

p70S6K (HUTCHINSON et al. 2011). A forma fosforilada de S6(S240/244) é 

muito observada em neurônios, de modo que no tecido normal se observa 

uma grande prevalência desta proteína fosforilada (Figura 18). Observa-se 

também ausência ou baixa atividade desta proteína em tecidos tumorais 

(Figura 19). 

 

 

 
Figura 18 - Reação de IHQ contra pS6(S240/244) em tecido normal 

mostrando especificidade para conteúdo neuronal. 

 



51 

 Uma vez que que a ativação de S6 pode exercer influência no 

aumento nos níveis de tradução celular (CASTEDO et al. 2002), seu grau de 

fosforilação nos diferentes graus tumorais também foi analisado. Foi 

observado aumento na atividade de pS6(235/236) em tumores Grau III 

quando comparado a tecido reativo (Figura 19 E). Contudo, observamos 

uma redução significativa na marcação com pS6(S240/244) no cérebro 

normal versus gliomas Grau IV (Figura 19 F), o que provavelmente reflete a 

ausência dos neurônios altamente marcados neste tipo tumoral. 
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Figura 19 – Fosforilação de S6 em astrocitomas. TMAs contendo amostras de 

astrocitomas de diversos graus foram submetidos a reações de IHQ contra pS6 resíduos 

S235/236 e S240/244. (A) Imagem representativa de tecido tumoral, negativo frente a 

fosforilação de S6(S235/236). (B) Imagem representativa de tecido tumoral exibindo 

reatividade frente anti-pS6(S235/236). HSCORES totais de 0,2 e 71 respectivamente. (C) 

Imagem representativa de tecido tumoral, negativo frente a fosforilação de S6(S240/244). 

(D) Imagem representativa de tecido tumoral exibindo reatividade frente anti-

pS6(S240/244). HSCORES totais de 14 e 58 respectivamente. (E e F) Após a reação de 

IHQ, a quantificação foi realizada automaticamente pelo software ScanScope e o HSCORE 

normalizado foi calculado para a fosforilação total de S6(S235/236) e S6(S240/244). Cada 

caso foi marcado com um ponto e em vermelho está indicada a mediana. A diferença entre 

os diversos graus tumorais foi calculada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido do 

teste de Dunn para comparações múltiplas. (E) Fosforilação total de S6 resíduos S235/236, 

Gliose vs III p=0,0100. NB n=19, Gliosis n=16, Grau I n=35, Grau II n=48, Grau III n=16, 

Grau IV n=90. (F) Fosforilação total de S6 resíduos S240/244, NB versus I, NB versus IV, 

Gliose vs I p=< 0,0001. NB n=19, Gliosis n=16, Grau I n=35, Grau II n=48, Grau III n=16, 

Grau IV n=87. NB - tecido normal, Gliosis - Gliose. 
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 Foram encontradas correlações significativas entre pRSK1 e pS6 nos 

Graus I a III, indicando que a fosforilação de RSK1 está sendo seguida pela 

fosforilação de seu substrato nos tumores de graus menores. 

Interessantemente, a fosforilação dos resíduos S6(S240/244), realizada por 

p70S6K, também seguiu o padrão de fosforilação de RSK1, indicando que 

provavelmente a via de PI3K-mTOR esteja concomitantemente ativada com 

a via de ERK1/2-RSK, nos tumores de Graus I a III. Já nos tumores de Grau 

IV, podemos observar que esta regulação é perdida, não havendo mais 

correlação entre a fosforilação de RSK1 e de S6 (Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Correlação entre a fosforilação de RSK1 e fosforilação de S6 nos 
diversos graus tumorais 
 

pRSK1 vs pS6 pS6 235/236 pS6 240/244 

Grau I p=0,002 

r=0,494 

p=0,0008 

r=0,539 

Grau II p=0,025 

r=0,333 

p<0,0001 

r=0,570 

Grau III p<0,0001 

r=0,876 

p=0,002 

r=0,743 

Grau IV p=0,074 

r=0,192 

p=0,074 

r=0,192 

Todos os graus p<0,0001 

r=0,327 

p=0,0001 

r=0,351 
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4.4 ANÁLISES DE SOBREVIDA 

 

 O estudo de sobrevida dos pacientes Grau IV revelou variações 

significativas quando a expressão de RSK1 total foi levada em consideração 

(Figura 20), onde indivíduos com maior expressão desta proteína 

apresentaram sobrevida mediana de 15,4 meses quando comparado a 8,6 

meses daqueles com menor expressão. 

 

 

Figura 20 - Curva de sobrevida em função da expressão de RSK1 em 

pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,0116. n=67. 
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A curva de sobrevida para fosforilação de RSK1 em pacientes Grau 

IV (Figura 21), não demonstrou variação significativa entre baixa e alta 

expressão desta proteína, exibindo sobrevida mediana de 9,8 e 12,7 meses 

para indivíduos com baixa e alta expressão respectivamente. 

 

 

Figura 21 - Curva de sobrevida em função da fosforilação de RSK1 em 

pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,5418. n=72. 

 

 A curva de sobrevida para fosforilação de ERK1/2 em pacientes Grau 

IV (Figura 22), da mesma forma, não demonstrou variação significativa 

entre baixa e alta expressão desta proteína, exibindo sobrevida mediana de 

13,5 e 9,8 meses para indivíduos com baixa e alta expressão 

respectivamente. 
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Figura 22 - Curva de sobrevida em função da fosforilação de ERK1/2 em 

pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,1344. n=69. 

 

 A curva de sobrevida para fosforilação de S6(S235/236) em pacientes 

Grau IV (Figura 23), também não demonstrou variação significativa entre 

baixa e alta expressão desta proteína, exibindo sobrevida mediana de 9,3 e 

12,4 meses para indivíduos com baixa e alta expressão respectivamente. 
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Figura 23 - Curva de sobrevida em função da fosforilação de S6(S235/236) 

em pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,9624. n=67. 

 

 A curva de sobrevida para fosforilação de S6(S240/244) em pacientes 

Grau IV (Figura 24), também não demonstrou variação significativa entre 

baixa e alta expressão desta proteína, exibindo sobrevida mediana de 16,4 e 

10,7 meses para indivíduos com baixa e alta expressão respectivamente. 
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Figura 24 - Curva de sobrevida em função da fosforilação de S6(S240/244) 

em pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,1174. n=67. 

 

 A curva de sobrevida para expressão de S6 em pacientes Grau IV 

(Figura 25), assim como as anteriores, não demonstrou variação 

significativa entre baixa e alta expressão desta proteína, exibindo sobrevida 

mediana de 10,1 e 10,8 meses para indivíduos com baixa e alta expressão 

respectivamente. 
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Figura 25 - Curva de sobrevida em função da expressão de S6 em 

pacientes Grau IV segundo teste de Log-rank. p=0,5093. n=68. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Este estudo teve por objetivo investigar a expressão e fosforilação de 

RSK1 em tecidos parafinados provenientes de pacientes diagnosticados 

com astrocitoma Graus I a IV, através da realização de protocolos de IHQ. 

Um estudo comparativo entre os resultados obtidos neste trabalho e 

publicações anteriores pode ser visualizado nos Quadros 2 A e B. 

Foi determinado inicialmente o status da via de sinalização de ERK1/2 

nesta população. Não foi observado aumento de fosforilação de ERK1/2 

durante a progressão tumoral, bem como tampouco observamos sua relação 

com a sobrevida nos pacientes com astrocitomas Grau IV. Estes dados 

contrastam com dados da literatura que sugerem uma importância de 

ERK1/2 na sobrevida destes pacientes (MAWRIN et al. 2003; PELLOSKI et 

al. 2006; SAETTA et al. 2011).  

O estudo de PELLOSKI et al. (2006) utiliza 268 pacientes, uma 

casuística bem ampla. Este mesmo estudo foi capaz de ver um valor 

prognóstico favorável para ausência de expressão de pERK1/2. Como o 

estudo não apresentou tecido não tumoral para comparação e tampouco 

controles biológicos positivos e negativos, torna-se difícil comparar os 

resultados obtidos nestes trabalhos com os nossos. Como sabemos que a 

intensidade da reação IHQ pode ser influenciada por diversos fatores 

inclusive o tempo de exposição ao cromógeno (DAB), é necessário que a 

marcação em tecidos tumorais seja acompanhada por um padrão, como o 
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tecido normal, para que comparações possam ser realizadas por outros 

pesquisadores. O estudo de MAWRIN et al. (2003) também vê valor 

prognóstico de pERK1/2 em glioblastomas, no entanto seu grupo de estudo 

é constituído de apensas 26 pacientes. 

Já no estudo de SAETTA et al. (2011) a expressão de pERK e pAKT 

foram consideradas preditivas de melhor prognóstico, o que contraria o que 

se presume de acordo com a função destas proteínas. Este estudo também 

ressalta que não houve marcação de pERK1/2 em tecido normal, o que é 

completamente distinto ao observado em nossas reações de IHQ e 

incompatível com dados de WB de células (neurônios primários, linhagens 

neuronais e astrócitos), tecidos normais (dados do laboratório) e com a 

função primordial desta proteína na célula. Considerando a casuística, nosso 

estudo é superior ao de SAETTA et al. (2011) (195 amostras vs 82 

amostras). 

Por outro lado, a fosforilação de ERK1/2 foi correlacionada com a 

fosforilação e translocação nuclear de RSK1. ERK1/2 foi demonstrada como 

enzima ativadora de RSK1 nos modelos celulares COS-7 (ZHAO et al. 1996) 

e HEK293 (ROUX et al. 2003). 

A expressão e fosforilação de RSK1 também não apresentou 

diferença entre os graus. No entanto, sua ampla variação de expressão nos 

tecidos de Grau IV nos levou a buscar por outros fatores que pudessem 

levar a uma diferença na expressão desta proteína. Interessantemente, 

pudemos observar relação entre a presença de PTEN e a presença e 

fosforilação de RSK1. Esta correlação também é observada em linhagens 
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celulares de glioblastomas, modelos de estudo para a doença (dados não 

publicados do laboratório). Ainda serão necessários mais estudos para 

observar qual função fisiológica depende a expressão combinada de PTEN 

e RSK1. 

A proliferação celular também foi relacionada com a presença de 

RSK1 do núcleo, o que indica sua ativação. Interessantemente, esta relação 

pode ser observada somente em tumores de baixo grau (I e II), o que pode 

indicar que nos tumores de alto grau outras alterações sejam fundamentais 

para o controle da proliferação. 

A expressão e fosforilação do alvo de RSK1, a proteína ribossomal S6 

também foi avaliada. Não foram observadas alterações de expressão em 

nenhum grau e tampouco houve relação com a sobrevida dos pacientes 

Grau IV. Este dado também é contrastante com a literatura, que indica que a 

presença de S6 aumenta com o grau tumoral, sem, no entanto influenciar na 

sobrevida geral (ANNOVAZZI et al. 2009). A fosforilação de S6 e sua 

relação com o grau histológico e sobrevida também é controversa. A 

fosforilação de S6 não pode ser relacionada com o grau tumoral em alguns 

trabalhos (ERMOIAN et al. 2009), enquanto outros indicam esta proteína 

como aumentada de acordo com o grau histológico e relacionada a uma pior 

sobrevida (MCBRIDE et al. 2010; YANG et al. 2011; ISMAIL et al. 2012). 

Todos os estudos citados possuem casuística menor do que a apresentada 

neste estudo. 

A correlação entre a fosforilação de RSK1 e de S6 foi observada nos 

Graus I a III, para ambos os resíduos de S6 fosforilados. Este fato é 
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interessante porque sugere que a quinase p70S6K, que fosforila o resíduo 

S240/244, deve também estar ativa no mesmo padrão de RSK1. Já nos 

tumores Grau IV, podemos presumir que a principal fonte de fosforilação de 

S6 seja p70S6K, já que a correlação entre a fosforilação de S6 e RSK1 é 

baixa. 

Ao analisar-se curvas de sobrevida da expressão e fosforilação das 

diversas proteínas estudas, não foi identificada influência significativa das 

mesmas na sobrevida em pacientes com tumores Grau IV, exceto onde a 

expressão de RSK foi analisada. Interessantemente, a expressão de RSK foi 

relacionada ao surgimento de metástases ósseas em câncer de próstata, 

resultando em um pior prognóstico (YU et al. 2014). Por outro lado, em 

tumores de mama, a presença de RSK levou a melhores níveis de resposta 

a quimioterapia em pacientes ER+ (MOON et al. 2012). 

Assim, nossos dados demonstram que não há aumento de expressão 

de RSK1 e sua forma fosforilada, ERK1/2 fosforilada ou S6 fosforilada nos 

diversos graus tumorais analisados. Interessantamente, as formas 

fosforiladas de ERK1/2, RSK1 e S6 estão associadas a tumores de menor 

grau, o que é perdido em glioblastomas. A presença de RSK1 no núcleo, o 

que indica sua ativação, apresenta associação com a proliferação celular em 

astrocitomas de baixo grau. Em glioblastomas esta relação pode ter sido 

perdida devido ao acúmulo de alterações que podem afetar a proliferação. 

Além disso, maiores níveis de RSK1 foram associados a maior tempo de 

sobrevida em pacientes Grau IV, possivelmente indicando RSK1 como fator 

prognóstico em astrocitomas de alto grau.  
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Quadro 2 A - Estudo comparativo entre os resultados de proliferação celular 
e sobrevida do presente trabalho e publicações pertinentes 
 
 

Título da publicação casuística proliferação celular sobrevida 

Presente trabalho 39 Grau I 

50 Grau II 

16 Grau III 

90 Grau IV 

Correlação com fração 

nuclear RSK em 

tumores Grau I e II 

↑ RSK ↑ OS 

Prognostic relevance of MAPK 

expression in glioblastoma 

multiforme (Mawrin et al. 2003) 

26 Grau IV (13 

long, 13 short 

survival) 

Correlação com pMAPK ↑ pMAPK ↓ OS 

High levels of phosphorylated 

MAP kinase are associated with 

poor survival among patients with 

glioblastoma during the 

temozolomide era (Patil et al. 

2013) 

108 Grau IV 

 

↑ pMAPK ↓ OS 

Prognostic associations of 

activated mitogen-activated 

protein kinase and Akt pathways 

in glioblastoma (Pelloski et al. 

2006) 

268 Grau IV  

 

↑ pp70S6k e pMAPK 

↓ OS  

Activation of STAT3, MAPK, and 

AKT in malignant astrocytic 

gliomas: Correlation with EGFR 

status, tumor grade, and survival 

(Mizoguchi et al. 2006) 

27 Grau III 

55 Grau IV 

 

↑ pERK associado 

pior prognósico 
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Quadro 2 B - Estudo comparativo entre os resultados de fosforilação de S6 
e sobrevida do presente trabalho e publicações pertinentes 
 

Título da publicação casuística pS6(S235/236) pS6(S240/244) sobrevida 

Presente trabalho 

39 Grau I 

50 Grau II 

16 Grau III 

90 Grau IV 

sem associação 

com grau tumoral 

sem associação 

com grau tumoral 
↑ RSK ↑ OS 

PTEN promoter methylation 

and activation of the 

PI3K/Akt/mTOR pathway in 

pediatric gliomas and influence 

on clinical outcome (Mueller et 

al. 2012) 

25 Grau I 

7 Grau II 

7 Grau III 

9 Grau IV 

positividade ↑ 

com grau tumoral 

positividade ↑ com 

grau tumoral 

pS6 sem 

correlação com 

PFS 

mTOR, S6 and AKT expression 

in relation to proliferation and 

apoptosis/autophagy in glioma 

(Annovazzi et al. 2009) 

10 Grau II 

10 Grau III 

34 Grau IV 

- 
positividade ↑ com 

grau histológico 

pS6 sem 

correlação com 

OS 

Activation of 

mTORC1/mTORC2 signaling in 

pediatric low-grade glioma and 

pilocytic astrocytoma reveals 

mTOR as a therapeutic target 

(Hutt-Cabezas et al. 2013) 

63 baixo grau 

pediátricos 

sem associação 

com grau tumoral 
- 

Componentes 

via mTOR sem 

correlação com 

OS 

Mammalian target of rapamycin 

signaling pathway contributes 

to glioma progression and 

patients' prognosis (Yang et al. 

2011) 

16 Grau II 

35 Grau III 

45 Grau IV 

positividade ↑ 

com grau tumoral 
- 

↑ pS6 

associado pior 

prognóstico 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que RSK1 não está 

diferencialmente expressa em astrocitomas de distintos graus. No entanto, 

em glioblastomas, a expressão de RSK1 está condicionada a presença de 

PTEN e, neste grau tumoral, RSK1 influencia a sobrevida global. 

 A ativação de RSK1 foi ligada a via de ERK1/2 em todos os graus 

tumorais. A ativação de RSK1 se correlaciona também com a ativação da 

proteína ribossomal S6 e com o grau de proliferação celular em astrocitomas 

de menor grau. Em astrocitomas Grau IV esta relação é perdida, 

provavelmente devido a influência de alterações adicionais acumuladas 

neste tipo tumoral, como por exemplo, uma super ativação da via de mTOR.  
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