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RESUMO 

 

 

Nascimento DP. Efeitos da regulação da tradução via RSKs em glioblastomas. 

São Paulo; 2019. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

O Glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral mais comum e maligno, caracterizado por 

sua alta agressividade e respostas ineficazes aos tratamentos disponíveis. O 

diagnóstico impõe uma elevada taxa de mortalidade aos pacientes acometidos, que 

apresentam um tempo de sobrevida médio menor do que dois anos. A nível 

molecular, GBMs apresentam alterações em componentes chave das vias de 

sinalização de receptores tirosina quinase (RTKs), Ras/ERK e PI3K/AKT/mTORC1.  

A família das “ribosomal protein S6 kinases” (RSKs), ativada pela via Ras/ERK, foi 

proposta como um regulador da via de mTORC1, convergindo na regulação da 

síntese de proteínas. Em humanos, foram descritas quatro isoformas de RSKs (RSK1 

- 4), que apresentam alta homologia e regulam diferentes funções celulares, sendo a 

desregulação das RSKs responsável por diferentes processos oncogênicos em 

diversos tipos tumorais. Contudo, a função das RSKs na regulação da síntese 

proteica global e de mRNAs específicos em GBMs ainda não foi descrita. Com a 

finalidade de se estabelecer um modelo robusto para o estudo dos efeitos das RSKs, 

especialmente do papel específico das isoformas no processo de tradução, foram 

geradas células nocaute para RSK1, RSK2 e duplo nocautes para RSK1 e RSK2 na 

linhagem celular de GBM LN-18, através da técnica CRISPR/Cas9. Os estudos com 

os clones nocautes validou o alvo P(S1798)-TSC2 para avaliação dos efeitos das 

RSKs. Além disso, detectamos que o alvo de RSKs, P(S422)-eIF4B, pode ser 

preferencialmente regulado pelas RSKs e não por mTORC1. Importantemente, 

realizamos a translatômica das células nocaute e analisamos os mRNAs 

diferencialmente traduzidos na presença ou ausência do inibidor de mTOR, Torin1, 

para estabelecer um modelo para o estudo da tradução de mRNAs dependentes de 

RSKs. A análise por meio de microarranjos mostrou que as isoformas RSK1 e RSK2 

regulam diferentes conjuntos de mRNAs. A família de mRNAs contendo sequências 

5’TOP são um dos principais alvos de mTORC1. De maneira surpreendente, 



observamos que a maioria dos 5’TOP mRNAs tem a tradução dependente de RSK1, 

em um mecanismo visualizado somente quando mTORC1 está inativado. Essa 

observação indica fortemente que RSK1, mas não RSK2 estaria mediando um 

mecanismo redundante e de resistência contra a inativação de mTORC1. Além disso, 

propomos um mecanismo inédito de controle da tradução de 5’TOP mRNAs. Desse 

modo, descrevemos um importante modelo para o entendimento das funções 

biológicas da família das RSKs em GBMs, que contribuirá com o desenho de alvos 

terapêuticos mais eficientes.  

 

Descritores: Glioblastoma. Proteínas Quinases S6 Ribossômicas. RNA Mensageiro. 

Polissomos. Expressão gênica. Vias de sinalização. Biossíntese de Proteínas. 

  



SUMMARY 

 

 

Nascimento DP. [Effects of translation regulation via RSKs in glioblastoma]. São 

Paulo; 2019. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and malignant brain tumor, characterized 

by its aggressiveness and poor response to the available treatments. Once diagnosed, 

GBM patients are inflicted with high mortality rates, and a mean survival lower than 

two years. From a molecular point of view, GBMs display alterations in key 

components of receptor tyrosine kinases (RTK), Ras/ERK and/or 

PI3K/AKT/mTORC1 pathways. The p90 ribosomal S6 kinase family (RSK) is 

directly regulated by the Ras/ERK pathway, and is thought to regulate mTORC1 

pathway, converging on regulation of protein synthesis. Human cells display four 

RSK isoforms (RSK 1 - 4) that share high levels of sequence homology and regulate 

several cellular functions. The deregulation of RSKs seems to be responsible for 

different oncogenic outcomes in several types of tumors. Nevertheless, the function 

of RSKs in regulation of global protein synthesis and in translation of specific 

subsets of mRNA in GBM was not described so far. In order to establish a robust 

model for studying the effects of RSKs focusing on isoform-specific roles in the 

control of translation, we generated knockout cells using CRISPR/Cas9 system 

technology for RSK1, RSK2 and double-knockout cells for RSK1 and RSK2 in LN-

18 cell line. The studies with knockout cells validated the target P(S1798)-TSC2 to 

evaluate the effects of RSKs. Also, we found that the RSK target P(S422)-eIF4B 

might be preferably regulated by RSKs, rather than mTORC1 in LN-18 cells. 

Importantly, we performed the translatomics on knockout cells and analyzed 

differentially translated mRNAs in the presence or absence of the mTOR inhibitor, 

Torin1, in order to determine a model for studying the translation of RSK-dependent 

mRNAs. Microarray data analysis revealed that RSK1 and RSK2 regulate different 

sets of mRNAs. The family of mRNAs containing a 5’TOP motif is the main target 

of mTORC1. Surprisingly, we observed that the majority of 5’TOP mRNAs have its 

translation dependent on RSK1, in a mechanism that emerges only when mTORC1 is 



inactivated. This observation strongly suggests that RSK1, but not RSK2, is 

mediating a mechanism of resistance against mTORC1 inactivation. Moreover, we 

propose an unprecedented mechanism for translation control of 5’TOP mRNAs. 

With this study, we were able to describe an important model for understanding the 

biological functions of RSK in GBMs that will contribute with development of more 

efficient therapeutic targets. 

 

Key words: Glioblastoma. Ribosomal Protein S6 Kinases. RNA, Messenger. 

Polysomes. Gene expression. Signaling Pathways. Protein Biosynthesis 
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subunit alpha (subunidade alfa de PI3K1) 

PIK3R1 do inglês, phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 (subunidade 

regulatória de PI3K1) 

PIP3 do inglês, phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

PKC do inglês, protein kinase C (proteína quinase C) 

PMA do inglês, phorbol-12-myristate-13-acetate (12-miristato-13-acetato de 

forbol) 

PRAS40 do inglês, proline-rich Akt substrate 40 kDa 

Protor1/2 do inglês, protein observed with rictor 

PTB do inglês, phosphotyrosine binding 

PTEN do inglês, phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase ou 

phosphatase and tensin homolog (fosfatase homóloga à tensina) 

Raf do inglês, Raf-proto-oncogene, serine/threonine kinase 

Raptor do inglês, regulatory associated protein of mTOR (proteína regulatória 

associada à mTOR) 

Ras proteína GTPase Ras 

Rb do inglês, retinoblastoma-associated protein (proteína retinoblastoma) 

Rheb do inglês, Ras homolog (proteína homóloga a Ras) 

Rictor do inglês, rapamycin insensitive companion of mTOR 

RIN do inglês RNA integrity number (valor de integridade do RNA) 

RNA Ácido ribonucleico 

RPF do inglês, ribosome-protected mRNA fragments (fragmentos de mRNA 

protegidos por ribossomos) 

RPs do inglês, ribosomal proteins (proteínas ribossomais) 

rpS6 do inglês, 40S ribosomal protein S6 (proteína ribossomal 40S S6) 

rRNA RNA ribossomal 

RSK do inglês, ribosomal protein S6 kinase (proteína quinase ribossômica 

S6 de 90 kDa) 

RT Radioterapia 

RTK do inglês, receptor tyrosine kinase (receptor tirosina quinase) 

S6K do inglês, ribosomal protein S6 kinase (proteína quinase ribossômica 

S6 de 70 kDa) 



SDS Dodecil sulfato de sódio 

SDS-PAGE do inglês, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

Ser Serina 

SFB Soro fetal bovino 

sgRNA do inglês, single-guide RNA 

SH2 do inglês, Src homology 2 

SHIP do inglês, SH2 domain–containing inositolphosphatase (inositol 

fosfatase contendo o domínio SH2) 

SLBP do inglês, stem-loop binding protein (ou proteína proteína que se liga ao 

motivo stem-loop de mRNAs de histonas) 

SNC Sistema nervoso central 

SOS do inglês, son of sevenless 

SRF do inglês, serum response factor 

STAT3 do inglês, signal transducer and activator of transcription 3 (Proteína 

transdutora de sinal e ativadora de transcrição 3) 

TBS-T Tampão Tris-salino com detergente Tween® 

TCF Fatores de transcrição complexo ternários 

TCGA do inglês, The Cancer Genome Atlas 

Thr Treonina 

TIF1A do inglês, transcription intermediary factor 1-alpha (fator intermediário 

de transcrição 1-alfa) 

TISU do inglês, translation initiator of short 5’ UTR (iniciador da tradução de 

5’UTR curta) 

TMZ Temozolomida 

TOP do inglês, terminal oligo-pyrimidine (terminal oligo-pirimidina) 

TOS do inglês, TOR signaling 

TP53 do inglês, tumor protein p53 (proteína tumoral p53) 

Tris Tris(hidroximetil)aminometano 

Tris-HCl Tris(hidroximetil)aminometano cloridrato 

tRNA RNA transportador 

TSC do inglês, tuberous sclerosis complex (complexo da esclerose tuberosa) 

TSC2 do inglês, TSC complex subunit 2 (subunidade 2 do complexo TSC, ou 



tuberina) 

TSS Sítios de início de transcrição 

ULK do inglês, unc-51-like kinase (quinase unc-51-símile) 

uORF do inglês, upstream open reading frame (fase de leitura aberta a 

montante) 

V Volts 

VEGF do inglês, vascular endothelial growth factor 

WT do inglês, wild type (tipo selvagem) 

α-KG do inglês, α-ketoglutarate (alfa-cetoglutarato) 

μL Microlitro 

μm Micrômetro 

μM Micromolar 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Tumores localizados no cérebro e no Sistema Nervoso Central (SNC) 

representam, a nível global, 1,6% dos tumores malignos (BRAY et al. 2018). Apesar 

da incidência ser relativamente rara, esses tumores estão relacionados a um 

prognóstico ruim, pois são altamente agressivos. A agressividade é evidenciada pelas 

altas taxas de mortalidade e morbidade. Além disso, o impacto desses tumores nos 

pacientes pode ser medido por um índice que avalia quantos anos da vida do paciente 

(anos de vida em potencial) são perdidos devido a sua neoplasia. Pacientes com 

tumores no cérebro e SNC perdem mais anos de vida em potencial do que aqueles 

com  qualquer outro câncer (ROUSE et al. 2016). No mundo, cânceres do cérebro e 

SNC são o 13º tipo mais frequente em homens, com o risco estimado de 3,9/100 mil 

e ocupam a 15ª posição entre as mulheres, com o risco estimado de 3,0/100 mil 

(BRAY 2018). Nos Estados Unidos, no ano de 2015, esses tumores foram a principal 

causa de mortalidade em homens de até 40 anos e a quarta entre mulheres da mesma 

faixa etária (SIEGEL et al. 2017). Para o Brasil, durante o biênio 2018-2019 

estimam-se 5810 novos casos em homens e 5510 em mulheres, correspondendo a um 

risco estimado de 5,62 casos novos a cada 100 mil homens e 5,17 a cada 100 mil 

mulheres, sendo que a incidência e a mortalidade de câncer do SNC vêm 

aumentando durante os últimos anos (Ministério da Saúde 2018).  

 

1.1 GLIOMAS 

 

Em termos de composição, tumores malignos do cérebro e SNC incluem um 

grupo complexo de doenças, contando com mais de 50 tipos de entidades patológicas 

diferentes, que podem ter origem no cérebro, nervos cranianos e meninges. Gliomas 

são os tumores mais comuns do SNC, consistindo em 30% dos casos. Os gliomas 

correspondem a 80% dos tumores malignos, sendo responsáveis pela maioria das 

mortes relacionadas a tumores primários do cérebro e SNC. A incidência anual 

estimada de gliomas nos Estados Unidos, ajustada por idade, é de 6,24 por 100.000 

indivíduos e o risco estimado para homens é maior que para mulheres (1,3:1) 
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(OSTROM et al. 2014). Em geral, esses tumores não são curados pelos tratamentos 

padrões, que consistem de cirurgia, seguida de radio e quimioterapia. Assim, gliomas 

causam significativa mortalidade e morbidade aos indivíduos diagnosticados. 

A origem dos gliomas ainda não foi completamente elucidada. De fato, 

estabelecer uma “célula de origem” é desafiador, tendo em vista a heterogeneidade 

de tumores gliais, a ausência de lesões pré-malignas e a ausência de metodologias de 

rastreamento que forneçam tecido cerebral suficiente (PISAPIA 2017). A definição 

mais aceita para “célula de origem” refere-se ao tipo celular exclusivamente 

susceptível a uma mutação oncogênica específica (VISVADER 2011). Contudo, esta 

definição torna ainda mais complexa a determinação da origem de gliomas, já que 

uma célula que adquiriu eventos mutacionais precoces pode ser diferente daquela que 

seria melhor descrita como uma “célula de origem” particular de um tumor, ou seja, 

mutações podem continuar ocorrendo até que se estabeleça a neoplasia de fato. Dessa 

forma, acredita-se que tumores originários de células da glia tem, potencialmente, 

origem a partir de células tronco neurogliais ou progenitoras, células precursoras de 

oligodendrocitos ou astrócitos, já que as mesmas apresentam potencial regenerativo 

(ZONG et al. 2015). 

Histologicamente, gliomas são classificados de acordo com as células gliais 

de origem. Dessa forma, são divididos em astrocitomas (derivados de astrócitos, 

células que formam o principal tecido conectivo do cérebro); oligodendrogliomas 

(derivados de oligodendrócitos, células cuja função é envolver os axônios do SNC 

com mielina); ependimomas (derivados de células ependimárias, que formam um 

arranjo epitelial para revestir as cavidades do SNC); ou gliomas mistos 

oligoastrocíticos (derivados de mais de um tipo celular). Gliomas podem ser ainda 

subclassificados de acordo com os níveis presumidos de diferenciação, determinado 

com base nas irregularidades morfológicas em comparação ao tecido saudável. Essa 

classificação, discutida abaixo, leva em consideração características histológicas que 

se refletem na agressividade do tumor. Essas características incluem: aumento da 

celularidade, mitoses, proliferação endotelial e necrose. 

Em 2007, a Organização Mundial de Saúde (OMS) definiu uma classificação 

histolopatológica para tumores do SNC, com o intuito de predizer o comportamento 

biológico das diversas neoplasias que compõem o grupo (LOUIS et al. 2007). Trata-
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se de um esquema de classificação baseado em uma escala de malignidade que varia 

entre graus I - IV e compreende uma grande variedade de neoplasias, não sendo uma 

classificação estritamente histológica. Assim, de acordo com a OMS os gliomas são 

classificados em 4 graus histopatológicos, baseado nos níveis de indiferenciação, 

anaplasia e agressividade apresentados. Grau I aplica-se a lesões geralmente 

benignas, com baixo potencial proliferativo e com potencial de cura. Neoplasias de 

grau II exibem apenas hiperplasia, caracterizando-se como uma massa difusa. A 

designação grau III geralmente compreende lesões com evidencia histológica de 

malignidade, incluindo atipia e atividade mitótica ativa. O grau IV é atribuído a 

neoplasias citologicamente malignas, com atividade mitótica ativa e/ou com necrose, 

tipicamente associada com uma doença que evolui pré e pós-operação rapidamente e 

tem um desfecho fatal. Além disso, infiltração generalizada do tecido ao redor e 

propensão à disseminação crânio-espinal caracterizam neoplasias de grau IV. 

 

1.1.1 Glioblastomas 

Os Glioblastomas (GBMs) são os principais gliomas de grau IV. GBMs são 

essencialmente astrocitomas e apresentam, conforme acima mencionado, atipia 

nuclear, pleomorfismo celular, proliferação microvascular e/ou necrose (LOUIS et 

al. 2016). GBMs são responsáveis por 45,6% dos casos de tumores primários 

malignos do cérebro/SNC. A incidência anual nos Estados Unidos é baixa (a saber, 

3,1 por 100.000 habitantes), quando comparada a outros tumores, sendo maior em 

pacientes de faixa etária entre 75 - 84 anos (OSTROM et al. 2014). Os GBMs e 

outros gliomas malignos são altamente invasivos, infiltrando o parênquima cerebral 

que o cerca, apesar de, tipicamente, manterem-se no sistema nervoso central e não 

apresentarem metástase (JOHNSON e O’NEILL 2012). A agressividade do tumor é 

caracterizada pela baixa sobrevida, sendo que apenas 5% dos pacientes 

diagnosticados com GBM sobrevivem mais do que 5 anos (OSTROM et al. 2015). 

Essa porcentagem diminui para 2% para pacientes com mais de 65 anos (OSTROM 

et al. 2015). Em relação aos fatores de risco, o mais bem definido é idade, sendo que 

homens são mais afetados que mulheres (1,6:1) e brancos mais que negros (2:1).  

O tratamento padrão para GBMs consiste, inicialmente, na ressecção 

cirúrgica máxima do tumor, até extensão considerada segura (WELLER et al. 2017). 
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Contudo, devido a sua natureza altamente infiltrativa, o tumor não pode ser 

completamente ressecado cirurgicamente e, por isso, após a cirurgia, se procede com 

o tratamento adjuvante de primeira linha, que consiste em radioterapia (RT) com 

simultânea e adjuvante quimioterapia com o agente alquilante temozolomida (TMZ, 

ou Temodal) (STUPP et al. 2009). No entanto, muitos dos tumores respondem 

pobremente à quimioterapia e radioterapia padrão, sendo que a resposta daqueles 

cuja progressão é considerada controlada pela terapia não é prolongada (MASUI et 

al. 2012). Além disso, GBMs apresentam recidiva e o tempo médio de progressão da 

doença após o tratamento é de 6 a 9 meses (STUPP et al. 2009). Assim, a terapia 

padrão tem como intuito tornar a doença estável e/ou melhorar a qualidade de vida e 

funções cognitivas dos pacientes. Por esses motivos o estudo de vias moleculares 

alteradas em tais tumores é particularmente importante, visto que é necessário 

ampliar o espectro de tratamentos disponíveis, com o desenvolvimento de terapias 

direcionadas, que irão beneficiar os pacientes. 

A maioria dos GBMs surge de novo, na forma de GBMs primários, ou seja, 

sem evidencias clínica e histológica de uma lesão precursora menos maligna. GBMs 

que surgem da progressão de gliomas pré-existentes de graus II ou III são menos 

comuns e denominados GBMs secundários. GBMs primários manifestam-se, em 

geral, em pacientes idosos, enquanto os secundários são mais comuns em pacientes 

mais jovens (com menos de 45 anos). Contudo, os termos clínicos GBM, “primário” 

e “secundário”, vem sendo menos utilizado na prática, devido às classificações 

baseadas em marcadores moleculares de gliomas, que surgiram da necessidade de 

incorporar achados moleculares relevantes às características histolopatológicas e 

clínicas dos tumores (WELLER et al. 2015). 

Dessa forma, visando incorporar características fenotípicas e genotípicas que 

refletem a complexidade molecular dos gliomas, a classificação mais recente da 

OMS dos tumores do SNC adicionou informações moleculares às características 

histológicas clássicas para o diagnóstico dos tumores (LOUIS et al. 2016). No caso 

de GBMs, a classificação recomenda a avaliação do estado mutacional da proteína 

isocitrato desidrogenase 1 e 2 (IDH1 e IDH2). A mutação mais frequente em IDH 

ocorre no gene IDH1 e resulta na troca do resíduo arginina (R) por histidina (H) no 

resíduo 132 da proteína (IDH1R132H). A presença da mutação IDH1R132H segrega 
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clinicamente dois grupos de pacientes, dessa forma, GBMs são classificados em 

Glioblastoma, IDH-tipo selvagem (ou GBM primário, que corresponde por volta de 

90% dos casos, com tempo médio de histórico clínico de 4 meses) e Glioblastoma, 

IDH-mutante (ou GBM secundário, que corresponde a aproximadamente 10% dos 

casos, com tempo médio de histórico clínico de 15 meses). Os principais dados estão 

sumarizados no Quadro 1, abaixo. 

 

Quadro 1 - Características principais de GBMs IDH-tipo selvagem e IDH-mutante. 
 

 

 
Fonte: Adaptada de LOUIS et al. (2016). 

 

1.1.1.1 Marcadores Genéticos e Epigenéticos Clinicamente Relevantes em 

GBMS 

Dadas as frequência e malignidade de GBMs, muitos estudos focaram na 

tentativa de entender as bases moleculares desse tipo tumoral. Atualmente, existem 

muitas informações sobre a biologia molecular de GBMs. As alterações gênicas de 

GBMs mais prevalentes e aceitas na literatura envolvem mutações no gene do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), no gene supressor tumoral da 
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fosfatase homóloga à tensina (PTEN) e no gene supressor tumoral da proteína 

tumoral p53 (TP53) (WELLER et al 2015). Em relação às alterações cromossômicas, 

encontram-se a perda dos cromossomos 10 (que contém PTEN) e 9p (que contém o 

inibidor de quinase dependente de ciclina 2A, CDK2A) e ganho dos cromossomos 7 

(que contém EGFR) e 19 (VRANOVÁ et al. 2007; WELLER et al. 2015). Contudo, 

apenas algumas alterações genéticas e epigenéticas são relevantes no contexto 

clínico, ou seja, se traduzem na predição sobre a progressão da doença ou estão 

relacionadas ao sucesso ou falha das terapias padrões. Aqui, apresentamos as 

principais anormalidades encontradas em GBMs verificadas na rotina clínica, com 

foco naquelas que se correlacionam com características clinicamente relevantes. A 

seguir, abordaremos outras alterações gênicas que estão associadas às vias de 

sinalização alteradas em GBMs. 

 

A Mutações no Gene IDH1 

 Mutações na enzima isocitrato desidrogenase (IDH) 1 e 2 ocorrem em 

aproximadamente 5-10% de todos os GBMs e estão associadas à menor idade ao 

diagnóstico e melhor desfecho clínico (PARSONS et al. 2008). Mais de 90% das 

mutações em IDH analisadas em gliomas envolvem o gene IDH1, são 

heterozigóticas e resultam da mutação missense CGT>CAT no códon 132, trocando 

o resíduo de arginina por histidina (R132H). Mutações análogas ocorrem em R172 

de IDH2 (HORBINSKI 2013). As mutações são mais comuns em GBMs secundários 

sendo, dessa forma, consideradas como um marcador molecular de GBMs que 

possuem um prognóstico mais favorável (PARSONS et al. 2008; YAN et al. 2009). 

 A mutação pontual IDH1R132H faz com que a enzima, localizada no 

citoplasma, prefira ligar-se a alfa-cetoglutarato (α-KG), em vez do substrato original 

isocitrato, catalisando a reação de redução dependente de NAPDH de α-KG a D-2-

hidroxiglutarato (2-HG) (DANG et al. 2009). Os níveis de 2-HG, considerado um 

oncometabólito, são 10-100 vezes maiores em gliomas IDH-mutantes, quando 

comparados aos IDH-selvagens (DANG et al. 2009; GARBER 2010). A relação 

entre 2-HG e oncogênese ainda é controversa, mas acredita-se que a expressão da 

proteína mutante resulta na inibição de dioxigenases dependentes de α-KG por 2-HG. 

Enzimas que são α-KG-dependentes regulam diversos processos fisiológicos, como 
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sensibilidade a hipóxia, demetilação de histonas e mudanças na metilação do DNA 

(LOENARZ e SCHOFIELD 2008; SCHWARTZENTRUBER et al. 2012). De fato, a 

mutação está associada a um padrão epigenético distinto, designado fenótipo de ilhas 

CpG metiladas de gliomas (G-CIMP) (NOUSHMEHR et al. 2010), discutido na 

seção seguinte. 

 

B Metilação do promotor do gene MGMT 

 Outra alteração importante é a metilação do promotor do gene de O6-

metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). MGMT codifica a enzima MGMT, 

uma proteína de reparo de DNA, que atua removendo grupos alquila na posição O6 

de guanina, prevenindo assim a cascata de eventos que levam à ativação de resposta 

a danos no DNA e morte celular. MGMT pode, portanto, modular a sensibilidade ao 

tratamento quimioterápico com agentes alquilantes, como TMZ. A droga TMZ age 

de forma a transferir grupos alquila às bases de guanina, causando danos no DNA e 

consequente morte celular por apoptose. Na presença de MGMT, grupos alquila da 

posição O6 de guanina no DNA podem ser removidos e o dano reparado, conferindo, 

dessa forma, resistência às células tratadas com TMZ (KORSHUNOV et al. 2005; 

KLEINBERG 2012). A metilação do promotor do gene MGMT resulta no seu 

silenciamento, aumentando, assim, a sensibilidade das células ao tratamento com 

TMZ devido à ausência da proteína de reparo (NAKAGAWACHI et al. 2003; 

HORBINSKI 2013). Desde que foi descoberto o papel de MGMT na resistência à 

quimioterapia alquilante, MGMT tem permanecido como um biomarcador com maior 

impacto nas decisões clínicas, particularmente em pacientes idosos (WICK et al. 

2012; WELLER et al. 2015, 2017). Adicionalmente, a metilação é associada a 

melhor resposta a TMZ, assim como RT e melhora a sobrevida livre de progressão e 

sobrevida global com tratamento combinado adequado (TMZ + RT), do que qualquer 

modalidade sozinha (THAKKAR et al. 2014). Além disso, a metilação de MGMT 

está associada a tumores com mutação em IDH1/2, sendo, dessa forma, mais comum 

em GBMs secundários (EOLI et al. 2007; NAKAMURA et al. 2001; HORBINSKI 

2013).  
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C Alterações cromossômicas  

Em relação às alterações cromossômicas, é relevante mencionar perda no 

cromossomo 10, que ocorre em 80 - 90% dos casos de GBMs. O gene do supressor 

tumoral PTEN está localizado no cromossomo 10q23. Além de perda de número de 

cópias, o gene PTEN está mutado em 20 - 40% dos GBMs, ocorrendo de forma 

praticamente exclusiva em GBMs primários.  

Além disso, o status da integridade dos cromossomos 1p/19q é verificado na 

prática clínica para o diagnóstico molecular de gliomas (THAKKAR et al. 2014). As 

deleções que resultam na perda do braço curto do cromossomo 1 e longo do 19 e são 

preditivas de resposta a quimioterapia e melhor prognóstico em oligodendrogliomas, 

porém não tem utilidade em GBMs (WELLER et al. 2017). 

 

1.1.1.2 Principais Alterações e Subclassificações Moleculares de GBMs 

GBMs foram um dos primeiros tipos tumorais a serem estudados pelo 

consórcio The Cancer Genome Atlas (TCGA). Por meio desse consórcio, foi 

realizada uma análise integrada de diversas plataformas moleculares, como de 

mRNA, miRNA, número de cópias de DNA, dados mutacionais, de expressão 

proteica e de metilação de DNA, que revelaram as principais alterações moleculares 

que poderiam contribuir para a progressão e “patobiologia” da doença 

(MCLENDON et al. 2008; VERHAAK et al. 2010; BRENNAN et al. 2013). Os 

achados do TCGA confirmaram dados de estudos anteriores e possibilitaram 

enxergar a doença sob outras perspectivas. Assim, foram identificadas alterações 

altamente recorrentes, que deram luz à heterogeneidade genética de GBMs e 

possibilitaram a introdução de novos conceitos na classificação desses tumores.  

Em 2010, a subclassificação molecular inicialmente sugerida por PHILLIPS 

et al. em 2006, foi refinada, contemplando então 840 genes e dados de 

sequenciamento de 173 pacientes, que levaram à subclassificação de GBMs em 

quatro subtipos moleculares, baseados em padrões de expressão gênica e designados 

como proneural, neural, clássico e mesenquimal (VERHAAK et al. 2010). O subtipo 

clássico é descrito pela amplificação/mutação no gene EGFR, que codifica o receptor 

do fator de crescimento epidérmico, um dos membros da família de receptores 

tirosina quinase (RTKs). O subtipo mesenquimal apresenta inativação do gene NF1, 
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que codifica Neurofibromina 1, um supressor tumoral que regula negativamente o 

oncogene Ras e a proteína mTOR em astrocitomas (BANERJEE et al. 2011). O 

subtipo proneural apresenta mutações nos genes do receptor para o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA) e IDH1. De maneira importante, a 

posterior análise dos dados de padrão de metilação de GBM gerados pelo TCGA 

identificou G-CIMP alto (ou G-CIMP high), um fenótipo de hipermetilação de DNA 

presente em aproximadamente 10% dos GBMs (NOUSHMEHR et al. 2010). Este 

fenótipo está fortemente relacionado à mutação em IDH1 e ao subtipo molecular 

proneural, sendo raro em GBMs primários (~5 - 8%). Em termos de sobrevida de 

pacientes, existe uma significativa vantagem daqueles classificados como proneural 

G-CIMP high com mutação em IDH1, em relação aos outros subtipos e 

especialmente ao proneural IDH1 tipo selvagem não G-CIMP (NOUSHMEHR et al. 

2010; VERHAAK et al. 2010; BRENNAN et al. 2013). Dessa maneira o grupo de 

tumores G-CIMP high foi separado como uma entidade diferente (BRENNAN et al. 

2013). É importante salientar que não existe associação entre os subtipos moleculares 

G-CIMP high com a metilação no promotor MGMT.  

É importante ressaltar que as classificações moleculares que se seguiram à de 

2010 descartaram a existência do subgrupo neural (CECCARELLI et al. 2016). Isso 

se deve ao fato de que a classificação original incluiu nas análises dados de células 

não malignas associadas ao tumor. Assim, com estudos posteriores e refinamento dos 

dados, que excluíram outros tipos celulares das análises, foi revelada a existência de 

três subtipos de GBM (a saber, clássico, mesenquinal e proneural), além de 

confirmada a existência da plasticidade entre os mesmos (WANG et al. 2017). A 

Figura 1 esquematiza uma releitura atual que sumariza os subtipos moleculares de 

GBM, suas principais alterações moleculares e sobrevidas globais associadas. 
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Fonte: Adaptado de VAN MEIR et al. (2010); VERHAAK et al. (2010), BRENNAN et al. (2013) - 

TCGA; HUSE e ALDAPE (2014); CECCARELLI et al. (2016). 

Figura 1 – Esquema adaptado da classificação molecular de GBMs e sobrevida 

global associada. Conforme proposto em 2016, os gliomas foram subdivididos em IDH-mutante e 

IDH-selvagem. Aqui, com foco nos GBMs, mostramos que os GBMs foram subdivididos em IDH-

mutante (GBM secundário) e IDH-selvagem. Ainda, GBMs IDH-selvagem são subdivididos em três 

subtipos moleculares, de acordo com as alterações encontradas em: Clássicos, Mesenquimais ou 

Proneurais, sendo que ao subtipo Proneural pode ser associada a presença do padrão de hipermetilação 

G-CIMP (G-CIMP high). Notar que a sobrevida global do subgrupo (Proneural + G-CIMP high) é a 

maior dentre os subtipos moleculares.   

 

Contudo, os esforços das subclassificações de GBMs não foram suficientes 

para estabelecer novas abordagens terapêuticas para uso na rotina clínica, nem 

resultaram na identificação de marcadores preditivos que melhorassem o desfecho 

dos pacientes com GBM.  

Os dados do TCGA serviram para confirmar as três principais vias de 

sinalização comumente alteradas em GBMs (Figura 2) (PARSONS et al. 2008). São 

elas as vias de RTK/RAS/fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K), TP53 e proteína 

retinoblastoma (Rb), que se encontraram alteradas em aproximadamente 90%, 86% e 

79% dos casos, respectivamente. De maneira importante, 57% dos GBMs 

apresentam mutação (ativadora) e/ou amplificação de EGFR. Em particular, a 

maioria dos GBMs apresentam ativação das vias abaixo de RTKs, como 

PI3K/proteína quinase B (AKT)/proteína alvo mecanístico da rapamicina (mTOR) e 

RAS/proteínas quinase ativadas por mitógenos (MAPK). As mutações que 

desregulam essas vias e contribuem com o comportamento biológico agressivo dos 
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tumores incluem mutações nos genes que codificam os domínios catalíticos 

(PIK3CA) ou regulatórios (PIK3R1) de PI3K (~15%), que induzem a ativação de 

PI3K; além disso, deleções e/ou mutações em PTEN, gene supressor tumoral e o 

principal regulador negativo de PI3K/AKT foram observadas em aproximadamente 

41% dos casos. Mutações em NF1, produto de outro gene supressor tumoral, que 

regula negativamente as vias de Ras ocorrem em aproximadamente 10% dos GBMs. 

Os GBMs apresentam, também, mutação em Ras (aproximadamente 1% dos casos).  

 

 

Fonte: Adaptado de TCGA Research Network (2013). 

Figura 2 - Principais alterações moleculares em GBMs. Dentre as principais alterações 

moleculares encontradas em GBMs, aproximadamente 90% dos tumores apresentam 

mutações/amplificações em receptores tirosina quinase, que participam das vias de AKT e MAPK. 

Em particular, 57% dos GBMs apresenta mutação ativadora e/ou amplificação em EGFR. Além disso, 

41% dos GBMs apresenta deleção e/ou mutação no supressor tumoral PTEN, levando à ativação 

aberrante da via de PI3K/AKT. A via das MAPK também se encontra alterada em GBMs, já que 

Neurofibromina 1 (NF1), regulador negativo de Ras é mutada ou deletada em 10% dos GBMs. Ras 

encontra-se mutada em 1% dos casos analisados. Também podem ser encontradas importantes 

alterações na via de TP53 (em 86% dos casos) e RB (em 79% dos casos). Essas vias estão envolvidas 

com a progressão do ciclo celular, sinalização de senescência e apoptose. Genes com 

amplificação/mutação estão representados em vermelho enquanto genes com deleção/mutação estão 

em azul.  
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As vias de sinalização ativadas por RTK modulam diversas funções celulares, 

como crescimento, migração e sobrevivência. Membros da família de RTKs são 

compostos por um domínio extracelular, com região para interação com o ligante, 

um domínio transmembranar e uma região citoplasmática, que contém o domínio 

proteína tirosina quinase, composto por tirosinas que são autofosforiladas 

(LEMMON e SCHLESSINGER 2010). Simplificadamente, RTKs são ativados via 

dimerização dos receptores em resposta a um ligante extracelular e sofrem 

subsequente ativação do domínio intracelular tirosina quinase. É importante salientar 

que o grau de ativação de uma via por fatores de crescimento específicos depende da 

expressão e localização na superfície celular do seu cognato RTK e co-expressão de 

membros da família do receptor e diversas proteínas de ancoragem molecular. Em 

tumores, alterações como amplificação e mutações ativadoras, resultam na 

hiperativação de vários desses receptores. Em GBMs, a sinalização via EGFR 

promove divisão celular, invasão tumoral e resistência a radio e quimioterapia 

(NAGANE et al. 1996; CHAKRAVARTI et al. 2002; FAN e WEISS 2010). A 

atividade do receptor é aumentada nos casos em que há superexpressão de EGFR, 

inibição/deleção de reguladores negativos abaixo da via, EGFR constitutivamente 

ativado (por exemplo, EGFRvIII) e amplificação de EGFR (HATANPAA et al. 

2010; MAZZOLENI et al. 2010). Aproximadamente metade dos GBMs com 

amplificação em EGFR possuem uma deleção no domínio extracelular de EGFR 

(delta-EGFR ou EGFRvIII), que resulta em atividade do receptor independente de 

ligante (ALDAPE et al. 2004). A proteína EGFRvIII interage com a selvagem para 

causar transformação celular via transdução de sinal e ativação da via de sinalização 

da proteína transdutora de sinal e ativadora de transcrição 3 (STAT3) (FAN et al. 

2013). A superexpressão de EGFRvIII foi descrita como um fator forte para predição 

de prognostico ruim na presença de amplificação de EGFR (SHINOJIMA et al. 

2003). 

Além do TCGA, outros projetos disponibilizam bancos de dados públicos 

para análise em larga escala de GBMs (EDGAR 2002; MADHAVAN et al. 2009; 

BARRETT et al. 2013). Em geral, esses outros bancos servem como fontes 

secundárias ao TCGA e são utilizados em estudos que buscam por assinaturas 

genicas de GBMs, em conjunto ou à parte da subclassificação de GBMs proposta 
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pelo TCGA (LIANG et al. 2005; ZHAO et al. 2017). Contudo, mesmo com a grande 

quantidade de informações provenientes do TCGA e de outras fontes, ainda existe 

uma grande necessidade para a identificação de fatores preditivos sólidos, que 

resultariam em um tratamento individualizado dos pacientes. Para isso, é necessário 

compreender como ocorre o controle das principais vias de sinalização em GBMs, 

que resultaria na identificação de possíveis novos alvos terapêuticos.  

 

1.2 VIAS DE SINALIZAÇÃO PI3K/AKT/mTORC1 E RAS/ERK 

 

 As habilidades de sustentar sinalização proliferativa, independência de fatores 

de crescimento externos, insensibilidade a sinais inibitórios do crescimento, evasão 

da apoptose, potencial replicativo ilimitado, capacidade de estimular a angiogênese e 

de invadir tecidos normais resultam da regulação anormal ou inexistente de diversas 

vias de sinalização nesses tumores (HANAHAN e WEINBERG 2011).  

Conforme descrito pelo TCGA, as vias de sinalização comumente 

desreguladas em GBMs estão relacionadas às vias ativadas por RTKs, como 

PI3K/AKT (PKB)/mTORC1 e Ras/proteínas quinases reguladas por estímulos 

extracelulares (ERK1/2). As vias de PI3K/AKT/mTORC1 e Ras/ERK regulam os 

principais mecanismos para controle de sobrevivência, diferenciação, proliferação, 

metabolismo e motilidade celular, em resposta a estímulos extracelulares 

(MENDOZA et al. 2011). Ambas as vias têm início com a ativação de RTKs. Além 

de seus mecanismos independentes de regulação (feedbacks), as vias estão integradas 

e conversam entre si, regulando uma a outra extensivamente, por meio de inibição ou 

ativação cruzada (crosstalk) (MENDOZA et al. 2011). De maneira importante, as 

vias convergem em termos de substratos e processos celulares regulados pelos 

mesmos. A modulação da via de mTORC1, importante modulador da síntese de 

proteínas, pela via de Ras/ERK é um exemplo da convergência entre as vias e é o 

foco do nosso estudo (Figura 3). 

 A via canônica de PI3K/AKT inicia-se com a ativação de RTK ou receptores 

acoplados a proteína G (GPCR), por meio de fatores de crescimento como insulina. 

A ativação da via leva ao recrutamento e ativação de uma ou mais isoformas da 

família de PI3K da classe I, na membrana plasmática. Também importante para 
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regulação de PI3K é a interação com membros da família Ras de pequenas GTPases. 

A classe I de PI3Ks fosforila predominantemente PI4,5P2, produzindo PIP3. Apesar 

de isoformas específicas de PI3K serem diferentemente ativadas de acordo com o 

contexto celular, o resultado final é o mesmo: relocalização de AKT inativo em sítios 

na membrana que possuem acúmulo de PIP3 ou PI3,4P2, através da interação com o 

domínio PH (Pleckstrin-homology) de AKT. Domínios PH funcionam como 

módulos de ligação a lipídeos em diversas proteínas, incluindo diversas quinases 

citoplasmáticas. Assim, além de AKT, a molécula PIP3 gerada na parte interna da 

membrana plasmática recruta outra proteína serina/treonina quinase que contém o 

domínio PH, denominada quinase 1 dependente de 3-fosfoinositideo (PDK1) 

(ANDJELKOVIĆ et al. 1997; BELLACOSA et al. 1998). PDK1 é responsável por 

fosforilar AKT na Thr308. Essa fosforilação é necessária e suficiente à ativação de 

AKT, mas a ativação máxima da proteína requer fosforilação adicional em Ser473 

por mTORC2, responsável por estabilizar a fosforilação em Thr308 e o estado ativo 

de AKT (SARBASSOV et al. 2005). Os níveis de PIP3 são muito baixos em células 

de mamíferos sem estímulo de crescimento e são fortemente regulados, devido aos 

efeitos combinados de uma rígida regulação de PI3K e da ativação de diversas 

fosfatases de PIP3, como PTEN e inositol fosfatases contendo o domínio SH2 

(SHIP). 

 Uma vez ativada, AKT promove sobrevivência, proliferação e crescimento 

celular por meio da fosforilação e inibição de diversos substratos chave, que inclui o 

inibidor de mTORC1, TSC2 (ou tuberina). TSC2, junto de TSC1 (ou hamartin), 

integram o complexo proteico da esclerose tuberosa (TSC). Na ausência de fatores de 

crescimento, TSC2 funciona como uma proteína ativadora de GTPase (GAP) para a 

GTPase proteína homóloga à Ras (Rheb), um regulador positivo de mTORC1. Dessa 

forma, o complexo TSC mantem Rheb-GDP. Sob estímulo, AKT fosforila TSC2 e 

causa inibição de TSC (GAO et al. 2002; INOKI et al. 2002; MANNING et al. 2002; 

POTTER et al. 2002), permitindo que Rheb se ligue a GTP e ative mTORC1 (LI et 

al. 2004). A regulação da expressão gênica por meio do controle traducional via 

mTORC1 é um mecanismo fundamental que está implicado em diversos processos 

biológicos e sua desregulação contribui para o desenvolvimento de doenças, 

exercendo um papel-chave na tumorigênese. 



15 

A via de Ras/ERK é ativada por fatores de crescimento, hormônios 

polipeptídeos, neurotransmissores, quimiocinas e esteres de forbol (como PMA), que 

sinalizam por meio de seu RTK cognato e receptores acoplados à proteína G 

(GPCRs), ou pela ativação direta da proteína quinase C (PKC) (MCKAY e 

MORRISON 2007; ROZENGURT 2007). A autofosforilação dos RTKs induzida por 

ligantes fornece sítios de ligação específicos para proteínas adaptadoras que possuem 

domínios SH2 ou PTB, como a proteína 2 ligada a receptores para fatores de 

crescimento (Grb2). A rota mais caracterizada da ativação de Ras ocorre na 

membrana plasmática e é mediada por SOS, um fator de troca do nucleotídeo 

guanina (GEF). SOS é recrutado do citosol para a membrana como resultado de sua 

interação com Grb2 e estimula a troca do GDP ligado a Ras por GTP, que é 

necessário para uma regulação positiva da atividade de Ras e a subsequente ativação 

de uma via de MAPK. A via das MAPK, consiste de uma proteína quinase inicial 

regulada por GTPase (MAPKKK), que fosforila e ativa uma quinase intermediária 

(MAPKK) que, por sua vez, fosforila e ativa uma MAPK efetora. Na via Ras/ERK, 

esses componentes são a proteína Ras e as quinases Raf (MAPKKK), MEK 

(MAPKK) e ERK1/2 (MAPK). Essa troca de nucleotídeo permite a interação entre 

Ras com seus efetores, como Raf. Raf ativada se liga e fosforila MEK1/2 que, então, 

fosforila ERK1/2 no motivo conservado Thr-Glu-Tyr em seu loop de ativação 

(CARGNELLO e ROUX 2011). A proteína ERK ativada fosforila fatores de 

transcrição e proteínas sinalizadoras, como RSK. Os alvos nucleares de ERK 

incluem os fatores de transcrição complexo ternários (TCF), que possuem um 

importante papel na indução de genes de ativação imediata (IEGs). Os produtos de 

IEG, como c-Fos e c-Myc induzem genes de resposta tardia, que promovem 

sobrevivência, divisão e motilidade celular.  
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Fonte: Adaptado de ANJUM e BLENIS (2008). 

Figura 3 - Esquema simplificado das vias Ras/ERK e PI3K/AKT convergindo no 

controle da maquinaria de tradução. O estímulo por fatores de crescimento promove a ativação 

de receptores tirosina quinases (RTKs) na membrana plasmática. Esse estímulo pode, então, ser 

convertido em respostas intracelulares por meio da ativação das vias PI3K/AKT e Ras/ERK. A via de 

PI3K/AKT tem início com a fosforilação e ativação da proteína quinase PI3K. PI3K é responsável 

pela fosforilação de PIP2 em PIP3, o que resulta na ativação de AKT. AKT regula a tradução por 

fosforilar e inativar a função do complexo TSC, um heterodímero de TSC1 e TSC2, que regula 

negativamente a proteína RHEB. A atividade de RHEB é essencial para a ativação da via, pois essa 

proteína associa-se a mTORC1 promovendo sua ativação e consequente sinalização para os alvos 

S6K1 e 4E-BP1, essenciais para o início da tradução. A via de sinalização de Ras/ERKtem início com 

a ativação da quinase MEK1/2 que, por sua vez, fosforila e ativa ERK1/2, que participa da ativação da 

maquinaria de tradução através de um mecanismo dependente de RSK.  
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1.3 O CONTROLE DA SÍNTESE DE PROTEÍNAS 

 

Atualmente, sabe-se que os níveis de proteínas existentes em uma célula são 

modulados por diversos processos, desde a transcrição do mRNA no núcleo, até seu 

processamento, transporte, estabilidade e tradução no citosol, além da própria 

estabilidade proteica (Figura 4) (KOMILI e SILVER 2008; DESCHÊNES-SIMARD 

et al. 2014). Dentre esses processos, a tradução é o passo que mais consome energia 

na célula (BUTTGEREIT e BRAND 1995). Como resultado do alto consumo 

energético que a síntese de proteínas impõe à célula, diversos estudos apontam que a 

tradução do mRNA seja a etapa chave que determina a composição do proteoma 

(SCHWANHÜUSSER et al. 2011; KRISTENSEN et al. 2013). Dessa forma, o 

controle da tradução possui um papel importante na regulação da expressão gênica, o 

que significa que o mesmo necessita ser rigidamente controlado (ROLFE e BROWN 

1997; SONENBERG e HINNEBUSCH 2009). 

 

 
Fonte: Adaptado de PICCIRILLO et al. (2014). 

Figura 4 - Mecanismos que regulam a expressão gênica. A regulação de subconjuntos de 

mRNAs pode ocorrer a níveis de transcrição no núcleo, transporte para o citosol, degradação, 

armazenamento e tradução. As demarcações hachuradas correspondem às populações de mRNA 

estudadas pela “translatômica” (que estuda os mRNAs que estão engajados na síntese de proteínas, 

compondo translatoma) e “transcriptômica” (ou seja, que estuda a população de mRNA total, ou o 

transcriptoma).   
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Comparado à regulação transcricional, o controle traducional de mRNAs 

existentes permite mudanças mais rápidas na concentração celular das proteínas 

codificadas. A reprogramação requerida para a transformação celular e 

desenvolvimento tumoral é promovida pela ativação de vias oncogenicas chave, que 

induzem respostas adaptativas responsáveis tanto por aumentar a síntese global de 

proteínas, como por modular a codificação de mRNAs específicos em resposta a 

sinais ambientais. Essas respostas são mediadas pela desregulação do controle da 

síntese de proteínas, ou controle traducional de mRNAs. Esse controle pode ser 

utilizado como um mecanismo pelo qual vias oncogenicas promovem transformação 

celular e desenvolvimento tumoral. A desregulação do processo traducional pode ser 

considerada uma das marcas do câncer e está relacionada à proliferação aberrante, 

sobrevivência, angiogenese, alterações na resposta imune e metabolismo energético 

de câncer (KEVIL et al. 1996; POLUNOVSKY et al. 1996; LARSSON et al. 2007; 

COLINA et al. 2008; TOPISIROVIC e SONENBERG 2011).  

 

1.3.1 Iniciação da Tradução Dependente de CAP 

Durante o processo de transcrição eucariótico, os mRNAs nascentes são 

modificados nas terminações 5’ e 3’. A primeira modificação ocorre na extremidade 

5’, na qual um cap, composto por uma guanina modificada por um grupo metil (7-

metilguanosina) é adicionado, formando a estrutura 5’m(7)GpppX (na qual m(7)G é 

uma 7-metilguanosina, p é um grupo fosfato e X é qualquer base). O processo de 

adição deste composto, o capeamento, é a primeira modificação feita no RNA 

transcrito (RAMANATHAN et al. 2016), ocorrendo após a RNA polimerase II ter 

produzido um fragmento de aproximadamente 25 nucleotideos de RNA durante a 

transcrição. Já na extremidade 3’ do RNA mensageiro ocorre a poliadenilação, ou 

seja, a adição de uma sequência repetitiva de 80 - 250 adeninas sobre a extremidade 

3’ (cauda poli-A). Essas modificações são importantes, pois aumentam a estabilidade 

do mRNA e auxiliam na exportação para o citoplasma, onde desempenham um papel 

importante na tradução.  

O processo de tradução pode ser dividido nas etapas de iniciação, elongação, 

terminação e reciclagem dos ribossomos (SONENBERG e HINNEBUSCH 2009). A 

iniciação é a etapa crítica, na qual a maioria das vias de controle traducional agem. O 
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início da tradução é um processo com várias etapas que finaliza no reconhecimento 

do códon de início AUG pelo RNA transportador especializado em iniciação 

acoplado a uma metionina (Met-tRNAi), levando à montagem do ribossomo 80S, 

capaz de realizar a etapa de elongação. A via canônica da iniciação da tradução, 

responsável pela tradução da maioria dos mRNAs é dependente de 5’ cap. No 

processo de iniciação dependente de cap (Figura 5), é necessária a formação de um 

complexo ternário: Met-tRNAi + eIF2 + GTP. Esse complexo liga-se à subunidade 

ribossomal 40S em conjunto com outros fatores de início (eIFs) da tradução (eIF1, 

eIF1A, eIF3 e eIF5), formando o complexo de pré-iniciação 43S (PIC 43S). O PIC 

43S liga-se ao mRNA próximo à extremidade 5’, que contém o m(7)GpppX 5’-cap, 

formando o PIC 48S. Isso é feito com o auxílio do complexo de união ao cap, 

formado pelo complexo eIF4F (composto pela proteína de ligação ao cap eIF4E, pela 

RNA helicase eIF4A e por uma grande proteína adaptadora eIF4G) e pela proteína de 

ligação a poli-A (PABP), cuja interação com eIF4G promove a circularização do 

mRNA, por unir as terminações 5’ e 3’ do mRNA (SONENBERG e HINNEBUSCH 

2009). Dessa maneira, se forma o complexo de pré-iniciação 48S, responsável por 

escanear a região 5’ não traduzida (5’UTR), com auxílio de eIF4A, cuja atividade é 

estimulada por eIF4B, até que seja identificado o códon de início AUG. O 

pareamento perfeito com o códon AUG, no contexto de uma sequência kozak 

(KOZAK 1989), leva à parada do rastreamento do mRNA e à hidrolise de GTP do 

complexo ternário eIF2-GTP-Met-tRNAi. Assim, com a liberação de eIF2-GDP e 

outros eIFs, a subunidade 60S pode se acoplar e formar um complexo de iniciação 

80S, pronto para começar a fase de elongação da cadeia peptídica (HINNEBUSCH e 

LORSCH 2012). 
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Fonte: Adaptado de KLANN e DEVER (2004) e GEBAUER e HENTZE (2009). 

Figura 5 - A iniciação da tradução de mRNA dependente de 5’ cap em eucariotos e 

seu controle por 4E-BPs. (A) A etapa de iniciação começa com a formação do complexo de pré-

iniciação 43S (PIC 43S), resultante da união entre a subunidade ribossomal 40S com fatores como 

eIF3 e eIF1A (1A) e com o complexo ternário, formado pelo fator de iniciação da tradução 2 (eIF2) 

ligado a GTP e ao RNA de transferência ligado a metionina (Met-tRNAi
Met). O PIC 43S é, então, 

recrutado ao mRNA que foi circularizado por meio da interação entre o complexo de ligação ao cap 

eIF4F (eIF4E, junto a eIF4G e eIF4A), ligado à estrutura 5’ cap 7-metil-GTP (m7Gppp) e a proteína 

de ligação à cauda poli-A (PABP), sendo formando o complexo de pré-iniciação 48S (PIC 48S). PIC 

48S escaneia e localiza o códon de iniciação AUG e, então, ocorre a hidrólise de GTP por eIF2 e a 

consequente dissociação dos fatores associados ao PIC 48S. A dissociação permite a ligação da 

subunidade ribossomal 60S, dependente da hidrólise de eIF5B-GTP. O ribossomo 80S, formado, 

pode, então, iniciar a etapa de elongação e síntese proteica. (B) O controle da iniciação por meio das 

proteínas de ligação a eIF4E (4E-BPs). 4E-BPs se ligam a eIF4E e impedem sua interação com eIF4G, 

inibindo a etapa de iniciação da tradução. A fosforilação de 4E-BPs por mTORC1 faz com que eIF4E 

seja liberado para interação com eIF4G e, assim, ative a tradução.  

 

A iniciação da tradução é fortemente controlada (SONENBERG e 

HINNEBUSCH 2009). Durante essa etapa, os fatores de início de tradução 

desempenham um papel crucial, pois coordenam diversos pontos de controle. Em 

câncer, alguns fatores tem a expressão aumentada durante o desenvolvimento e 

progressão tumoral. De maneira importante, fatores de início de tradução podem 

aumentar a síntese de proteínas (quantitativamente) ou a expressão de mRNAs 

específicos (qualitativamente). Assim, por meio da regulação da iniciação da 

tradução, é possível controlar qual mRNA é traduzido e a taxa na qual essa tradução 

ocorre. Essa regulação contribui para o estabelecimento de ambientes celulares 

compostos por proteínas com concentrações adequadas. A deregulação desse 

controle é fundamental para o desenvolvimento e progressão tumoral. 

Estudos mostram que ocorre a desregulação de eIFs e de seus reguladores em 

diversos tipos tumorais. O fator cujo papel relacionado ao desenvolvimento e 

progressão de neoplasias que foi mais bem caracterizado até o momento é eIF4E, 

componente do complexo eIF4F. eIF4E é geralmente superexpresso em cânceres e é 

fortemente relacionado à patogênese da doença (GRAFF et al. 2008). A função de 

eIF4E é regulada de diferentes maneiras:  através da expressão de eIF4E; através da 

ligação com proteínas de ligação a eIF4E (4E-BPs) (Figura 5B); e por sua 
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fosforilação no resíduo Ser209, pelas proteínas quinases MAP de integração de sinal 

(MNK1 e MNK2) (SONENBERG e HINNEBUSCH 2009). Em tumores cerebrais, 

um estudo examinou a abundância de eIF4E em três tipos tumorais, a saber, 

astrocitomas, meningiomas e carcinomas oligodendrogliais e mostrou que há 

aumento da expressão de eIF4E nos três tipos, porem os níveis de eIF4E fosforilado 

não se correlacionam com a agressividade do tumor (TEJADA et al. 2009). Os 

fatores eIF4G e eIF4A também são encontrados superexpressos em algumas 

malignidades. Aumento da expressão de eIF4G está associado a estados agressivos 

de câncer de pulmão e câncer de mama inflamatório; além disso, eIF4G é 

superexpresso em câncer cervical, sendo que os altos níveis se correlacionam com 

um prognóstico ruim em carcinoma de nasofaringe (COMTESSE et al. 2007; 

SILVERA et al. 2009; LIANG et al. 2014). eIF4A é encontrado superexpresso em 

pulmão e câncer cervical, no qual níveis mais baixos detectados após radiação é 

preditivo de melhor sobrevida. Os níveis de eIF4A são controlados por seu inibidor, 

proteína de morte celular programada 4 (PDCD4), que se liga a eIF4A e bloqueia sua 

interação com eIF4G, impedindo a participação de eIF4A na iniciação da tradução ( 

(YANG et al. 2003; LARONDE-LEBLANC et al. 2007). Interessantemente, níveis 

de PDCD4, uma proteína supressorora tumoral, foram reportados reduzidos em 

diversos cânceres, incluindo GBMs (GAO et al. 2009).  

Na etapa de iniciação, a regulação se dá por meio do recrutamento do 

ribossomo pelo complexo eIF4F (HINNEBUSCH 2014). Dessa forma, o controle da 

atividade e formação do complexo eIF4F deve ser fortemente regulado para manter a 

homeostase celular, o que é realizado pelas principais vias de transdução de sinal 

(Figura 3). Uma das principais vias de sinalização que modula a etapa de iniciação da 

tradução dependente de 5’ cap, afetando a síntese de proteínas, tanto globalmente, 

como de mRNAs específicos, é a via de PI3K/AKT/mTORC1, por meio da ativação 

de mTORC1 (ENGELMAN 2009). A via Ras/ERK, assim como PI3K/AKT é 

comumente ativada em câncer e pode afetar mTORC1 por meio da fosforilação 

promovida por ERK ou RSKs de TSC2 e da proteína regulatória associada à mTOR 

(RPTOR ou Raptor) (BALLIF et al. 2005; CARRIÈRE et al. 2008; CARRIERE et al. 

2011). Além disso, MNK1 e MNK2, ativados por ERK, estimulam a tradução pela 



23 

fosforilação de eIF4E, promovendo iniciação da tradução e tumorigênese 

(WASKIEWICZ et al. 1997). 

 

1.3.2 O Complexo mTORC1 

mTORC1 é um dos complexos multiproteicos que contém a proteína mTOR, 

uma serina/treonina quinase, da família de PI3K-related kinase (PIKK) que compõe 

a subunidade catalítica dos dois complexos funcionalmente e estruturalmente 

distintos: o complexo 1 de mTOR (mTORC1) e o 2 (mTORC2). Por meio dos 

complexos mencionados, mTOR medeia diversas funções celulares, atuando de 

maneira importante em vias de sinalização de células eucarióticas. Dentre os 

processos regulados por mTOR, podemos citar seu papel em crescimento, 

metabolismo e doenças, sendo frequentemente desregulada em câncer (SAXTON e 

SABATINI 2017).  

Estruturalmente, mTORC1 é composto por mTOR, Raptor, mLST8, PRAS40 

e DEPTOR. Dentre as proteínas que compõem o complexo, Raptor é indispensável, 

uma vez que é responsável por facilitar o recrutamento dos substratos de mTORC1, 

ligando-se ao motivo TOS de mTOR, que é encontrado em diversos substratos 

canônicos de mTORC1 (NOJIMA et al. 2003). Além disso, Raptor é necessária à 

localização subcelular correta do complexo (SAXTON e SABATINI 2017). Já 

mLST8, associa-se ao domínio catalítico de mTOR, sendo capaz, dessa forma, de 

estabilizar o motivo loop de ativação de quinase. As subunidades PRAS40 e 

DEPTOR são caracterizadas por serem as subunidades inibitórias do complexo. Por 

outro lado, mTORC2 é composto por mTOR, mLST8, DEPTOR, Rictor (cuja função 

é análoga à de Raptor no complexo mTORC1) e das subunidades regulatórias mSin1 

e Protor1/2.  

Uma diferença fundamentalmente importante entre mTORC1 e mTORC2 

está na sensibilidade da resposta ao tratamento com rapamicina (Sirolimus), 

molécula isolada de bactérias que dá origem ao nome de mTOR (DOS et al. 2004). 

Após a identificação da rapamicina, a mesma foi extensivamente estudada e, 

finalmente, caracterizada por inibir preferencialmente o complexo mTORC1, visto 

que a sensibilidade de mTORC2 ao tratamento mostrou-se substancialmente menor 

(SARBASSOV et al. 2005). A droga atua de modo a formar um complexo com a 
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proteína intracelular FKBP12, o qual inibe alostericamente mTORC1, por meio do 

enfraquecimento da interação entre Raptor e mTOR (BROWN et al. 1994; KIM et al. 

2002). Além disso, o complexo rapamicina-FKBP12 liga-se ao domínio FRB de 

mTOR, de forma a restringir a fenda catalítica e, dessa forma, obstruir parcialmente 

os substratos do sítio ativo (OSHIRO et al. 2004; YIP et al. 2010; YANG et al. 

2013).  

Em termos funcionais, mTORC2 pode regular mTORC1 por meio da 

fosforilação de AKT e regular a organização do citoesqueleto, proliferação e 

sobrevivência pela fosforilação de diversos membros da família de proteínas quinase 

AGC (PKA/PKG/PKC) (DOS et al. 2004; ZONCU et al. 2011). Por outro lado, 

mTORC1 regula diversas funções importantes para o crescimento celular como 

tradução, biogênese ribossomal, autofagia e síntese de nucleotídeos. Os processos 

anabólicos regulados por mTORC1, ou seja, que induzem crescimento, ocorrem por 

meio da fosforilação de substratos chaves para processo de tradução, como 4E-BP1, 

proteínas quinases S6 (S6Ks, a saber S6K1 e S6K2) e proteína 1 relacionada a La 

(LARP1) (FONSECA et al. 2018). Simultaneamente, mTORC1 inibe o catabolismo, 

por meio da inibição da quinase unc-51-símile (ULK), uma quinase importante para 

o processo de autofagia (KIM et al. 2011). 

 

1.3.3 O Controle da Tradução via mTORC1 

A modulação da tradução por mTORC1 se dá, principalmente, por meio da 

regulação da montagem do complexo eIF4F, afetando a síntese proteica global e de 

mRNAs específicos (Figura 6) (ROUX e TOPISIROVIC 2018). Numa escala de 

tempo mais longa, mTORC1 promove também a transcrição de genes que codificam 

rRNAs e tRNAs (ROUX e TOPISIROVIC 2012). Isso resulta indiretamente na 

estimulação da síntese proteica por meio da ativação do fator intermediário de 

transcrição 1-alfa (TIF1A), bem como por meio da fosforilação e supressão da 

proteína repressora da transcrição de RNA polimerase III homólogo à MAF1 

(MAF1), um inibidor da RNA polimerase III, que leva ao aumento da biogênese 

ribossomal e síntese de tRNA, respectivamente (KANTIDAKIS et al. 2010; 

MICHELS et al. 2010; SHOR et al. 2010). 
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Fonte: Adaptado de ROUX e TOPISIROVICC (2018). 

Figura 6 - As vias PI3K/AKT/mTORC1 e Ras/ERK/RSK modulam a tradução de 

subconjuntos mRNAs particulares. Cada componente do complexo eIF4F modula a tradução 

de mRNAs com características específicas. A superexpressão de eIF4E, por exemplo, afeta a tradução 

de mRNAs que codificam proteínas envolvidas na iniciação e manutenção tumoral, como ciclinas, 

VEGF e BCL-xL. Já eIF4A promove a tradução de mRNAs com a região 5’ UTR rica em C/G, como 

o motivo G4.  

 

Sabe-se que 4E-BPs, quando não fosforilados, competem pelo sítio de ligação 

de eIF4G em eIF4E e interferem, dessa forma, com a montagem do complexo eIF4F 

(Figura 5B). A fosforilação de 4E-BP1 em múltiplos sítios por mTORC1 (em Thr37 
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e Thr46, seguida de Thr70 e Ser65) ocasiona mudanças conformacionais que 

resultam em sua dissociação de eIF4E, o que permite a montagem do complexo 

eIF4F e tradução de mRNAs dependentes de cap (GINGRAS et al. 1999, 2001). 

mTORC1 também fosforila eIF4G em diversos resíduos, mas a consequência 

funcional dessas fosforilações ainda é desconhecida (RAUGHT et al. 2000). 

A fosforilação de S6K1 no resíduo Thr389 por mTORC1, propicia sua 

subsequente fosforilação e ativação por PDK1. Isso resulta na fosforilação de 

diversos substratos que possibilitam a iniciação da tradução do mRNA. S6Ks 

fosforilam a proteína ribossomal S6 (rpS6), responsável por promover a montagem 

do complexo de ligação ao cap, em Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 e Ser247 em 

humanos; eIF4B, regulador positivo de eIF4A, é fosforilado em Ser406 e Ser422 

(RAUGHT et al. 2004; SHAHBAZIAN et al. 2006); e PDCD4, inibidor de eIF4A, 

em Ser67 e Ser457, que leva a sua degradação pelo proteassomo, com consequente 

liberação do fator eIF4A do complexo inibitório PDCD4-eIF4A (YANG et al. 2003), 

tornando possível a associação de eIF4A com eIF4G. S6Ks também fosforilam a 

quinase fator de elongação 2 de eucariotos (eEF2K) em Ser366 (WANG et al. 2001), 

inibindo sua função como inibidor do fator de elongação eEF2, uma GTPase que 

promove a translocação do peptidil-tRNA do sítio A para o sítio P no ribossomo, 

aumentando a taxa de elongação. 

Um dos alvos mais recentemente descritos de mTORC1 é LARP1, uma 

conservada proteína de ligação a RNA, que pertence à família que contém o motivo 

La (LAM). mTORC1 fosforila LARP1 em Ser689 e Thr692, enquanto S6K1 e/ou 

AKT podem fosforilar os sítios Ser770 e Ser979, sugerindo diversas camadas de 

regulação por fosforilação de LARP1. Os sítios de fosforilação por mTORC1 

promovem a modulação da atividade de ligação a mRNA de LARP1. De maneira 

importante, foi proposto que LARP1 desempenhe um papel na modulação da 

estabilidade e/ou tradução de mRNAs que possuem um motivo denominado terminal 

oligo-pirimidina (TOP), que consiste de um trecho 5’-terminal de oligopirimidinas, 

caracterizado por uma citosina imediatamente posterior ao cap, seguida de 4 - 15 

pirimidinas ininterruptas (FONSECA et al. 2015; LAHR et al. 2015, 2017). TOP 

mRNAs codificam para componentes da maquinaria traducional, incluindo proteínas 

ribossomais, PABP e eEF2. Assim, por meio da interação com o 5’ cap de TOP 
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mRNAs e consequente impedimento do acesso de eIF4E ao cap, a ligação de LARP1 

a TOP mRNAs inibe sua tradução em resposta a inibidores de mTORC1, sugerindo 

que a proteína serve como um interruptor que regula a tradução de TOP mRNAs 

(HONG et al. 2017). 

 

1.3.4 Outros Mecanismos de Controle da Tradução 

É importante mencionarmos que a tradução de mRNA pode ser mediada por 

fases de leitura abertas a montante (uORFs). As uORFs são janelas de leituras 

localizadas na região 5’ não traduzida do mRNA, que podem inibir a tradução da 

janela de leitura subsequente, ou até mesmo promover o início da tradução na 

sequência codificadora (YOUNG e WEK 2016). São sensíveis à fosforilação por 

eIF2α em resposta ao estresse ambiental, como, por exemplo falta de aminoácidos 

(Figura 6). Quando eIF2α está fosforilado, a abundância dos complexos ternários 

necessários para o início da tradução diminui, o que acarreta na perda do efeito 

inibidor dos uORF sobre o ORF principal e permite a tradução específica dos 

mesmos. 

A tradução independente de 5’ cap é em geral mediada por estruturas no 

mRNA chamadas de sítio de entrada interna do ribossomo (IRES) (LEPPEK et al. 

2018). Esta tradução requer um menor número de fatores de tradução e corresponde 

a 5% dos eventos de início de tradução em eucariotos. As IRES apresentam 

estruturas secundárias que promovem uma interação mais eficiente com o ribossomo 

40S, possibilitando a iniciação da tradução sem o auxílio dos fatores de tradução. A 

complexidade destas estruturas secundárias irá determinar os fatores necessários para 

a montagem adequada do ribossomo competente 80S. Portanto, a tradução 

independente de cap é uma via de tradução importante em condições de inibição ou 

redução da tradução dependente de cap. 

 

1.4 TRANSLATÔMICA APLICADA AO ESTUDO DA TRADUÇÃO 

 

Uma vez que um ribossomo começou a fase de elongação de um mRNA que 

será traduzido, outros ribossomos podem iniciar a tradução do mesmo mRNA. 

Assim, se um mRNA está sendo ativamente traduzido, diversos ribossomos se 
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encontram associados à mesma molécula e dão origem a estruturas demoninadas 

polissomos, ou polirribosomos, como mostrado na Figura 7. Dessa forma, quanto 

mais ribossomos um polissomo possuir, maior será a taxa de tradução de um 

determinado mRNA, já que mais proteínas poderão ser sintetizadas em um menor 

espaço de tempo. 

 

 

Fonte: Essential Cell Biology 2e (2014). 

Figura 7 - Esquema de um polissomo. Um mRNA ativamente traduzido possui diversos 

ribossomos associados, que traduzem simultaneamente a mesma molécula.  

 

Os estudos dos mRNAs ativamente traduzidos em um dado contexto celular, 

ou seja, daqueles mRNAs que estão associados a mais ribossomos do que os mRNAs 

que são ineficientemente traduzidos, consistem no estudo do translatoma (Figura 4). 

Estudos sobre o translatoma são importantes, pois podem fornecer informações mais 

compatíveis em relação à expressão proteica, quando comparados a estudos de 

transcriptômica. Assim, a partir da análise dos mRNAs engajados na síntese de 

proteínas, é possível entender quais mRNAs são efetivamente necessários, por 

exemplo, frente a diferentes estímulos ou em diferentes neoplasias.  

As abordagens que permitem estudar mudanças nas eficiências traducionais 

são realizadas utilizando técnicas de translatômica e incluem os perfis polissomais e 
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ribossomais (KUERSTEN et al. 2013). Por um lado, no perfil polissomal, os mRNAs 

eficientemente traduzidos (associados a mais de três ribossomos) são isolados pela 

separação bioquímica através da abordagem de ultracentrifugação em gradientes de 

sacarose e analisados por técnicas de larga escala, como microarranjos ou 

sequenciamento de última geração (LARSSON et al. 2013). Já no perfil ribossomal, 

se isolam e quantificam os fragmentos de mRNA protegidos por ribossomos (RPF) 

(KUERSTEN et al. 2013). Ou seja, enquanto uma técnica tem perspectiva de 

mRNAs (perfil polissomal), a outra tem de ribossomos (perfil ribossomal). Mais 

especificamente, uma técnica avalia mRNA traduzidos ativamente em termos de 

abundância absoluta (já que separa fisicamente os mRNAs com n > 3) e a outra o faz 

de forma relativa (já que conta o número de RPFs de mRNAs eficiente e 

ineficientemente traduzidos). Isso significa que a análise de mRNAs pouco 

abundantes cujos níveis se alteram de forma pouco dramática sob algum tratamento é 

enviesada na análise por perfil ribossomal, visto que são menos ponderadas 

(GANDIN et al. 2016). 

Além disso, por meio do perfil polissomal é possível obter informações sobre 

as regiões 5’UTR dos transcritos, já que os mRNAs são isolados de forma integral, 

em contraste com as regiões RPFs que são analisadas por meio do perfil ribossomal 

(GANDIN et al. 2016). Isso é importante, visto que se sabe que as características 

intrínsecas dos mRNAs como, por exemplo, a estrutura primária e secundária das 

regiões 5’UTR modulam a tradução dos mesmos e, muitas vezes, determinam a taxa 

de ligação dos ribossomos (HINNEBUSCH et al. 2016). Dessa forma, as sequências 

na região 5’UTR, como as 5’TOP, reguladas por mTORC1/LARP1, servem como 

um elemento regulador cis que inibe a ligação de proteínas reguladoras da tradução 

(GEBAUER et al. 2012). 

A técnica para isolar transcritos por meio do perfil polissomal baseia-se na 

sedimentação dos polissomos em gradientes de sacarose de acordo com a quantidade 

de ribossomos ligados a uma molécula de mRNA (MIKULITS et al. 2000). Dessa 

forma, quanto mais ribossomos ligados ao mRNA, mais densa fica a molécula e 

maior sua velocidade de sedimentação no gradiente. Essa distribuição dos diferentes 

componentes ribossomais (a saber, 40S, 60S, monossomos 80S e polissomos) é, 

então, determinada através da leitura em fluxo da absorbância a 254 nm. O resultado 



30 

dessa separação denomina-se perfil polissomal. A técnica de perfil polissomal 

permite, portanto, que sejam realizados o fracionamento e a coleta das amostras, de 

acordo com o número de ribossomos ligados a um transcrito. Assim, a fração 

polissomal de mRNA pode ser comparada diretamente com o transcriptoma total, 

isto é, com o conjunto de mRNA presente em um extrato celular, para determinar a 

proporção e identificar os transcritos ativamente traduzidos.  

Dado que a composição do proteoma da célula é dependente do contexto 

celular, o estudo das alterações na eficiência da tradução de mRNAs, ou seja, da 

informação contida no translatoma das células, são de grande importância para 

compreender como efetivamente ocorre a regulação de processos biológicos em 

patologias, por exemplo. Na área de câncer, este tipo de análise está sendo utilizada 

cada vez mais para determinar o perfil de mRNAs traduzidos em vários tipos de 

tumores. Como exemplo específico dessa abordagem, observou-se, no estudo de 

RAJASEKHAR et al. (2003), que a ativação de PI3K ou do oncogene Ras, vias 

significativamente alteradas em GBMs, levava a uma importante mudança no perfil 

de mRNAs associados com polissomos, mas afetava muito pouco o perfil de mRNAs 

totais da célula (RAJASEKHAR et al. 2003). Outros estudos observaram os efeitos 

do fator de início de tradução eIF4E, que tem papel importante para o processo 

tumorigênico (RUGGERO et al. 2004). Foram encontrados cerca de 250 genes 

diferencialmente traduzidos comparando-se conjuntos de mRNAs polissomais 

provenientes de linhagens celulares normais ou superexpressando estavelmente 

eIF4E (LARSSON et al. 2006). Esses estudos suportam que as mudanças observadas 

teriam sido completamente perdidas em uma análise convencional do transcriptoma, 

ou seja, analisando mRNAs celulares totais.  

Assim, por meio das técnicas de perfil polissomal e ribossomal, foi possível 

investigar a tradução em uma escala de transcritos a nível global, identificando os 

subconjuntos de mRNAs traduzidos em resposta a estímulos extra e intracelulares, 

que são regulados por vias que controlam a maquinaria traducional ( INGOLIA et al. 

2009; GANDIN et al. 2014). 
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1.4.1 A Tradução de mRNAs Específicos via mTORC1 

Além de afetar a síntese proteica global, a tradução de subconjuntos de 

mRNAs específicos parecem ser especialmente dependentes de mTORC1 (Figura 6). 

Contudo, foram obtidas informações distintas por meio das técnicas de perfil 

polissomal e ribossomal, utilizadas na identificação das classes de mRNAs 

traduzidos de forma dependente da via mTOR (MASVIDAL et al. 2017). Por um 

lado, estudos de perfil ribosomal sugeriram que mTOR regule, de forma 

praticamente exclusiva, a tradução de mRNAs que apresentam motivos TOP ou 

TOP-like (HSIEH et al. 2012; THOREEN et al. 2012). Por outro lado, estudos de 

perfil polissomal sugeriram que mudanças na ativação de mTOR impactam a 

tradução de mRNAs que não contém o motivo TOP, além daqueles que o possuem 

(LARSSON et al. 2012). Conforme descrito na seção anterior, os vieses da técnica de 

perfil ribossomal foram responsáveis por esses achados controversos. 

A partir de uma tecnologia denominada NanoCAGE, que permite a 

determinação de sítios de início de transcrição (TSS) em uma escala a nível de 

genômica, foi possível identificar e confirmar que um grande número de mRNAs que 

não contém o motivo TOP são sensíveis a mTOR (GANDIN et al. 2016). Dentre 

esses não-TOP mRNAs, uma subclasse de transcritos com 5’UTRs pequenas (< 50 

nucleotídeos) foram identificados como sendo traducionalmente regulados via eixo 

mTORC1/4E-BP/eIF4E, sendo que a maioria desses mRNAs corresponde a genes 

nucleares com funções mitocondriais, incluindo componentes de complexos da 

cadeia respiratória (ex. ATP50, ATP5D, NDUF6). Esses transcritos frequentemente 

possuem um elemento iniciador da tradução de 5’UTR curta (TISU) e possuem a 

tradução fortemente afetada por alterações em eIF4E, mas não por eIF4A 

(ELFAKESS et al. 2011; GANDIN et al. 2016).  

Além disso, os mRNAs modulados por mTOR que não possuem o motivo 

TOP abrangem os transcritos que possuem a tradução fortemente dependente de 

mudanças nas atividades de 4E-BPs e/ou níveis de eIF4E (DE BENEDETTI e 

GRAFF 2004; GRAFF et al. 2008). Apesar de ter um efeito modesto na síntese 

proteica global, mudanças nos níveis de 4E-BPs e/ou fosforilação das mesmas 

alteram de forma radical a tradução de um subconjunto de mRNAs que codificam 

proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular (como CCND3 e ODC1) e 
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angiogenese (VEGF). Esses mRNAs se sobrepõem consideravelmente com aqueles 

cuja tradução é alterada por mudanças nos níveis de eIF4E, os denominados 

“mRNAs sensíveis a eIF4E” (GRAFF e ZIMMER 2003; DE BENEDETTI e GRAFF 

2004; GRAFF et al. 2008). Tais mRNAs possuem a região 5’UTR altamente 

estruturada e são mais dependentes da atividade helicásica de eIF4A, que é capaz de 

promover o desdobramento de estruturas secundárias presentes na região 5’UTR de 

mRNAs e tem atividade estimulada pelo fator eIF4B. Dessa forma, acredita-se que o 

recrutamento e atividade de eIF4A ao complexo eIF4F seja responsável pela 

sensibilidade a altos níveis de eIF4E (FEOKTISTOVA et al. 2013; GARCÍA-

GARCÍA et al. 2015). Por outro lado, mRNAs que possuem 5’ UTR contendo 70 - 

150 nucleotídeos, incluindo aqueles que codificam proteínas constitutivas (por 

exemplo actinas e tubulinas) exibem baixa sensibilidade a eIF4E (KOZAK 1987). 

 Assim, mTOR regula a tradução de mRNAs com características específicas 

na região 5’ UTR, incluindo diversos mRNAs que não possuem o motivo TOP 

(ROUX e TOPISIROVIC 2018). 

 

1.5 DROGAS QUE INIBEM mTOR E PROMOVEM RESISTÊNCIA 

VIA RAS/ERK 

 

Dadas as frequências das alterações nas vias PI3K/ AKT/mTORC1 e 

Ras/ERK descritas em GBMs (Figura 2) e da importância dos processos celulares 

regulados pelas mesmas para o desenvolvimento e progressão tumoral, diversos 

estudos buscaram aplicar os conhecimentos de biologia molecular ao 

desenvolvimento de terapias direcionadas. Assim, inibidores dessas vias foram, ou 

ainda são utilizados tanto na prática como em ensaios clínicos para o tratamento de 

GBMs (AKHAVAN et al. 2010; GRZMIL e HEMMINGS 2013). Contudo, a 

regulação fina das vias, os mecanismos de feedback e as redes de vias que as mesmas 

controlam faz com que o sucesso das drogas seja limitado, o que está intimamente 

relacionado à capacidade dos GBMs de facilmente alterarem suas vias de sinalização 

para gerar resistência. Em particular, a via de Ras/ERK é considerada como um dos 

mediadores mais importantes da resistência para GBMs (GRZMIL e HEMMINGS 

2013). 



33 

Em GBMs, um estudo clínico de fase 1 em pacientes tratados com rapamicina 

mostrou que o tratamento daqueles que apresentavam deleção do gene PTEN 

resultou na redução do tamanho do tumor, bem como de sua proliferação, em metade 

dos casos (CLOUGHESY et al. 2008). Apesar dos resultados aparentemente 

promissores no estudo mencionado, as desvantagens do uso da droga e os desafios do 

uso de inibidores de mTOR se apresentaram: os pacientes mostraram altos níveis de 

AKT ativado e PRAS40, devido à perda do mecanismo de feedback negativo 

regulado via mTORC1, refletindo numa diminuição da sobrevida livre de progressão. 

De fato, o sucesso excepcional de terapias com drogas derivadas de rapamicina, ou 

rapálogos, mostrou-se específico para alguns tipos tumorais, principalmente em 

pacientes com mutações envolvendo os genes da própria via, TSC1 ou MTOR (IYER 

et al. 2013; WAGLE et al. 2014). 

Como consequência do mecanismo de inibição da rapamicina, que não age 

diretamente no domínio catalítico de mTOR, as funções do complexo mTORC1 são 

inibidas apenas de forma parcial nos modelos tratados com essa droga. O processo de 

tradução, por exemplo, é afetado apenas parcialmente após o tratamento com a 

droga, visto que a mesma inativa 4E-BP1 de forma incompleta, ou seja, não a 

desfosforila completamente (CHOO et al. 2008; THOREEN et al. 2009). A 

eficiência de rapálogos no tratamento de cânceres tem sido menor do que esperada já 

que além da inibição incompleta de 4E-BPs, o fracasso da droga está relacionado à 

ativação de AKT por meio do rompimento do loop de feedback 

mTORC1/S6K/RTK/PI3K e mTORC1/proteína ligada ao receptor fator de 

crescimento 10 (GRB10)/PI3K (RODRIK-OUTMEZGUINE et al. 2011). De 

maneira interessante, o tratamento rapamicina a longo prazo pode afetar mTORC2 de 

maneira indireta, já que a interação entre rapamicina-FKBP12 e mTOR recém 

sintetizada impede a montagem de mTORC2 (SARBASSOV et al. 2006). Além 

disso, para compensar a sinalização via mTOR reduzida, os tumores tratados com 

rapálogos ativam MAPKs de forma dependente de PI3K (CARRACEDO et al. 

2008). 

 Devido à ineficácia de rapálogos em terapias antitumorais, surgiu a 

necessidade da busca por drogas de segunda geração, que inibissem completamente 

os efeitos de mTOR. Nesse sentido, acadêmicos e indústria farmacêutica 
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desenvolveram compostos que inibem a atividade catalítica de mTOR (o que 

significa que ambos complexos, mTORC1e mTORC2, são inibidos). Assim, a 

segunda classe de inibidores de mTOR caracteriza-se por agir de forma a competir 

pelo sítio de ligação de ATP da proteína. Nessa categoria de drogas, encaixa-se 

Torin1, molécula sintetizada a partir de quinolona 1, que bloqueia o acesso de 

mTORC1 aos sítios de fosforilação de todos os substratos. Nesse caso, contudo, um 

problema que surge quando são inibidos mTORCs vem da ativação de vias upstream. 

Devido à inibição de mTORC2, a via de sinalização de AKT é inibida. Contudo, a 

longo prazo, o mecanismo de feedback da via supera esse bloqueio e AKT pode ser 

reativado, devido a perda do loop de feedback positivo dependente de mTORC2 

(RODRIK-OUTMEZGUINE et al. 2011).  

Para contornar esses problemas, uma alternativa é a utilização inibidores 

duplos de PI3K/mTOR como estratégia terapêutica (SAXTON e SABATINI 2017). 

Essa classe de inibidores surgiu da observação de que inibidores de PI3K também 

inibiam mTOR, devido a semelhança entre seus domínios catalíticos. Dessa forma, 

esses inibidores são mais potentes, por inibirem tanto a fosforilação de AKT, como 

de 4E-BPs. Isso é evidenciado por estudos clínicos, que mostram resultados 

promissores da utilização de inibidores duplos PI3K/mTOR isoladamente ou com 

concomitante utilização de inibidores da via de MEK/ERK (AZIZ et al. 2010; 

KNIGHT et al. 2010; YU et al. 2014). 

 

1.6 A FAMÍLIA DA PROTEÍNA QUINASE RSK 

 

A ativação de ERK1/2 acarreta na consequente fosforilação de seus 

substratos, que estão presentes em diversos compartimentos celulares 

(COURCELLES et al. 2013). Dentre os substratos de ERK1/2 encontram-se as RSK, 

uma importante família de Ser/Thr quinases. Em humanos, a família das RSK é 

composta por quatro isoformas (RSK1 - 4) altamente homólogas, que apresentam 

uma identidade de aminoácidos entre 65 e 73% (Figura 8) (ANJUM e BLENIS 

2008).  

  



35 

 

Fonte: adaptado de HOULESA e ROUX (2017). 

Figura 8 - Estrutura e domínios das RSKs. RSKs são distintas das outras quinases por 

apresentarem dois domínios quinase distintos funcionais, os domínios N- e C- terminal (NTKD e 

CTKD), que são conectados por uma região que contém os motivos turn e hidrofóbico. Em CTKD, 

existe uma sequência conhecida como domínio D na qual ocorre a ligação da quinase ERK.  

 

As RSKs são quinases peculiares, pois apresentam, como característica única, 

dois domínios quinases distintos e funcionais nas regiões N- e C- terminal (NTKD e 

CTKD, respectivamente), unidos por uma região que contém motivos regulatórios 

importantes, incluindo os motivos hidrofóbico e turn (Figura 8). O NTKD pertence à 

família de quinases AGC (proteína quinase A, G e C) e é responsável pela 

fosforilação dos substratos, enquanto o CTKD faz parte da família proteína quinase 

dependente de Calcio/calmodulina (CaMK) e está relacionado à autofosforilação de 

RSK, necessária à ativação de NTKD (BJORBAEK et al. 1995; FISHER e BLENIS 

1996). RSKs possuem, também, o domínio do tipo D, de interação molecular com 

ERK1/2, necessário à ligação da molécula e ativação de RSK (SMITH et al. 1999; 

ROUX et al. 2003). Uma outra autofosforilação de RSK, próxima ao domínio de 

interação molecular com ERK1/2, promove a dissociação da última (ROUX et al. 

2003). 

O mecanismo de ativação das RSKs via Ras/ERK é ligeiramente diferente 

dependendo da isoforma em questão. As RSK1 - 3, localizadas no citoplasma de 
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células quiescentes em um complexo com ERK1/2, são recrutadas até a membrana 

plasmática e sofrem subsequente translocação até o núcleo para fosforilar substratos 

nucleares, após estímulo de fatores de crescimento (RICHARDS et al. 2001). Já 

RSK4, diferentemente das outras isoformas, possui atividade quinase constitutiva e 

está localizada predominantemente no citoplasma, não se acumulando no núcleo 

após estimulo da via que ativa as RSKs. A habilidade das RSK1 - 3 se localizarem no 

núcleo não é bem compreendida, porem estudos sugerem a presença de uma 

presumível sequência consenso de sinal de localização nuclear na região C-terminal 

(EISINGER-MATHASON et al. 2008). Todas as isoformas possuem quatro sítios de 

fosforilação essenciais a suas atividades (a saber, Ser221, Ser363, Ser380 e Thr573, 

referente à RSK1 humana) e que são sensíveis ao estímulo com fatores de 

crescimento (DALBY et al. 1998). A fosforilação desses resíduos leva à ativação 

completa das RSKs. 

A ativação das RSKs (Figura 9) tem início com a fosforilação, promovida por 

ERK1/2, no resíduo Thr573, localizado no loop de ativação do CTKD de RSK. Essa 

fosforilação inicial proporciona a ativação da quinase e sua subsequente auto-

fosforilação no resíduo Ser380, localizado no motivo hidrofóbico inter-domínios. 

Acredita-se que ERK1/2 também fosforile Ser363, no motivo turn, também 

localizado na região inter-domínios de RSK. A fosforilação de Ser380 pelo CTKD 

serve como sítio de interação molecular com PDK1, quinase constitutivamente 

ativada que regula diversas quinases AGC, que se liga e fosforila RSK2 em Ser221, 

no loop de ativação de NTKD, levando à ativação completa da proteína (FRODIN 

2000). Além de ser responsável pela fosforilação dos substratos de RSKs, NTKD 

também fosforila Ser749 no domínio D de RSKs, que leva à liberação de ERK1/2. 

De forma relevante, PDK1 não é necessário à ativação de RSK4 para que essa 

isoforma mantenha sua atividade basal (DÜMMLER et al. 2005). 
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Fonte: Adaptado de ANJUM e BLENIS (2008). 

Figura 9 - Ativação das RSKs. A ativação de RSKs depende de uma sequência de fosforilações 

e auto-fosforilações que resultam na ativação do domínio N-terminal (NTKD). (A - D). A quinase 

ERK se liga ao domínio D de RSK, fosforila Thr573 e ativa o domínio C-terminal (CTKD). Uma vez 

ativado, CTKD auto-fosforila RSK em Ser 380, no motivo hidrofóbico, processo necessário para 

ancoragem de PDK1 em RSK. Uma vez ancorado e ativo, PDK1 fosforila Ser221, ativando o NTKD, 

responsável pela fosforilação dos substratos dessa proteína.  

 

Diversos inibidores químicos de RSKs, direcionados aos NTKD e CTKD já 

foram descritos. Esses inibidores incluem SL0101, BI-D1780, que atuam como 

inibidores competitivos no sítio de ligação de ATP em NTKD, e FMK, que se liga 

irreversivelmente a um resíduo de cisteína no sítio de ligação de ATP do CTKD de 

RSK1, RSK2 e RSK4. Tanto SL0101 como BI-D1780 tem efeitos ambíguos 

reportados na literatura. Por exemplo, SL0101 e análogos podem inibir o crescimento 

de células de câncer de mama e, por outro lado, promover comportamento invasivo 

em câncer de pulmão de não pequenas células (SMITH et al. 2007; LUDWIK et al. 

2016). Como demonstrado por ROFFÉ et al. (2015), tanto SL0101 como BI-D1780, 
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apresentam efeitos opostos e inespecíficos sobre a via de mTOR (Figura 10). A 

definição do papel e dos alvos específicos de cada isoforma é desafiadora, visto que a 

maioria das abordagens utiliza de inibidores farmacológicos, que além de não serem 

seletivos para uma única isoforma, apresentam efeitos off-target que não podem ser 

negligenciados. Dessa forma, acreditamos que uma abordagem adequada para a 

avaliação dos efeitos das isoformas de RSKs seja por meio de geração de células 

nocaute para as diferentes isoformas, como a adotada neste estudo. 

 

 

Fonte: adaptado de ROFFÉ et al. (2015). 

Figura 10 - Os inibidores das RSK, BI-B1870 (BI) e SL0101 (SL), apresentam 

efeitos inespecíficos e opostos sobre a via de mTORC1 em LN-18. (A) Esquema 

ilustrando interação entre as vias de RSKs e mTORC1 e alvos downstream. (B) O inibidor BI 

aumentou a ativação de S6K (p70S6K), enquanto SL inibiu fortemente a fosforilação de rpS6 e 

p70S6K. (C) Mesmo quando MEK/ERK é inibido por U0126, inibindo, consequentemente, RSK, BI 

aumentou a ativação de p70S6K, enquanto SL inibiu fortemente a fosforilação de rpS6 e p70S6K. 

Esses achados confirmam que os inibidores não atuam especificamente sobre RSK.  

 

Semelhantemente à ERK, RSK pode fosforilar reguladores transcricionais e 

diversos alvos citoplasmáticos, dentre eles substratos que regulam a síntese de 

proteínas. As RSKs podem regular diversas funções celulares relacionadas à 

tumorigênese como, por exemplo, proliferação, crescimento celular, sobrevivência e 

migração (ROMEO et al. 2012). As RSKs também regulam a expressão gênica por 

meio da fosforilação direta de fatores de transcrição (CHEN et al. 1993; WU e 

JANKNECHT 2002) e de proteínas reguladoras da tradução, diretamente ou através 

da ativação da via de mTORC1 (ROUX e TOPISIROVIC 2018).  
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RSKs podem controlar a proliferação celular de maneira indireta (por meio da 

modulação de fatores de transcrição) ou direta. RSKs regulam diversos fatores de 

transcrição envolvidos com controle do ciclo celular e proliferação, incluindo CREB, 

SRF (serum response factor), ER-α (estrogen receptor  alfa), NF-kappaB (nuclear 

fator kappa-B), ETV1 (ETS translocation variant 1),  c-JUN (DOEHN et al. 2009), 

entre outros. Além disso, RSKs regulam MAD1, um possível supressor tumoral 

membro da família MYC/MAD/MAX. A fosforilação de MAD1 por RSK1 e 

p70S6K1 promove sua degradação pelo proteassoma, promovendo proliferação 

celular dependente de MYC. Já a via direta de controle da proliferação por RSKs 

ainda não foi bem elucidada, mas estudos com a linhagem MCF-7 e inibidor SL0101 

mostraram que houve parada do ciclo celular na fase G1, por meio de inibição da 

expressão de Ciclina D1 (SMITH et al. 2005). 

Em adição ao envolvimento na proliferação celular, a fosforilação de CREB 

por RSK1 e RSK2 promove sobrevivência de neurônios, por aumentar a transcrição 

de genes pró-sobrevivencia, como membros da família B-cell lymphoma protein-2 

(BCL2: BCL2, BCL-XL e MCL1). Além disso, RSKs modulam diretamente a 

atividade dos membros da família de BCL2. Ambos RSK1 e RSK2 fosforilam a 

proteína proapoptotica BAD, aumentando sua capacidade de se ligar e ser inativada 

por 14-3-3, o que promove sobrevivência celular pois sequestram BAD no citosol, 

longe das mitocôndrias e membros pró-sobrevivência da família BCL2 (BONNI et 

al. 1999). 

RSKs possuem um papel notável na regulação da tradução de mRNAs. A via 

direta de regulação da tradução por RSK envolve sua ativação pela via de Ras/ERK e 

fosforilação de importantes proteínas reguladoras da tradução, como, por exemplo, 

rpS6, eIF4B, PDCD4 e eEF2K. É importante mencionar que esses substratos podem 

ser fosforilados nos mesmos resíduos pelas S6Ks, que são alvo direto de mTORC1. 

A proteína rpS6, uma das 33 proteínas que compreendem a subunidade ribossomal 

40S é fosforilada pelas RSKs em dois resíduos adjacentes de serina (a saber, Ser235 

e Ser236). As RSKs também são capazes de fosforilar o fator de início da tradução 

eIF4B em Ser422. A proteína eEF2K, reguladora negativa da elongação da tradução, 

é fosforilada em Ser366 e assim inativada (WANG et al. 2001). 
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Além da via direta, a ativação da tradução por RSK pode ocorrer via 

regulação de mTORC1. Foi proposto que essa regulação ocorreria através da 

fosforilação da proteína Raptor, que estimula a atividade de mTORC1 (CARRIÈRE 

et al. 2008) e da fosforilação e inativação do inibidor de mTORC1, TSC2 (tuberina) 

no resíduo Ser1798 (ROUX et al. 2004). É importante salientar que o alvo da 

fosforilação de ERK em TSC2 é outro, por isso não são relevantes suas implicações 

neste estudo. Uma vez ativado, o complexo mTORC1 é capaz de fosforilar as 4E-

BPs e S6K, como descrito anteriormente.  No entanto, dados do nosso grupo 

sugerem que a fosforilação de TSC2 pelas RSKs na Ser1798 não parece se 

corresponder com o estado de ativação de mTORC1 (ROFFÉ et al, 2015), sendo 

necessária uma reavaliação do mecanismo pelo qual as RSKs modulam a tradução. 

Além disso, RSKs em parceria com ERK1/2 colaboram com a regulação da 

biogênese ribossomal, promovendo a fosforilação de TIF1A em Ser633 e Ser649, 

apesar de esses sítios não estarem dentro das sequências consenso de fosforilação de 

RSK (ZHAO et al. 2003).  

A expressão dos mRNAs das RSK1 - 3 foi observada em todos os tecidos 

humanos, assim como na região cerebral, com variação em níveis das isoformas, 

dependendo do tecido, o que sugere a existencia de funções isoforma-específicas ( 

(ZENIOU 2002; WU et al. 2009). Em relação ao mRNA de RSK4, sua expressão, 

em níveis muito inferiores às outras isoformas, foi observada em cérebro, coração, 

cerebelo, rim e músculo esquelético e não foi detectada expressão em pulmão, 

fígado, pâncreas e tecido adiposo (DÜMMLER et al. 2005).  

Em câncer, a expressão e/ou ativação de RSK1 e RSK2 encontra-se 

aumentada em diversos tipos tumorais, incluindo mama (CUESTA e HOLZ 2016), 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (KANG et al. 2010), próstata 

(CLARK et al. 2005), leucemia (ELF et al. 2011), pulmão (ABDULRAHMAN et al. 

2016), melanoma (GALAN et al. 2014; ROMEO et al. 2013) e mieloma multiplo  

(KANG et al. 2007). Por outro lado, níveis de expressão reduzidos das isoformas 

RSK3 e/ou RSK4 foram observados em diversos tipos tumorais, como câncer de 

ovário (BIGNONE et al. 2007), colorretal (CAI et al. 2014), leucemia mieloide 

aguda (RAFIEE et al. 2016) e mama (LI et al. 2014; THAKUR et al. 2008). 

Contudo, pouco se sabe sobre o papel das RSKs em GBMs. Estudos in vitro 
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reportaram uma possível função de RSK2 na regulação de adesão celular, motilidade 

e invasão (SHI et al. 2018; SULZMAIER et al. 2016). Contudo, grande parte dos 

achados basearam-se no uso do inibidor BI-D1870. Além disso, os estudos não 

levaram em consideração o papel de outras isoformas de RSK, o que leva ao 

questionamento sobre o real papel da isoforma nos processos descritos. Além disso, 

no estudo do TCGA foi reportado que o subtipo mesenquimal de GBM apresenta um 

aumento na fosforilação de RSK1, em relação ao grupo proneural (BRENNAN et al. 

2013). 

Interessantemente, a partir da análise de amostras de gliomas de diversos 

graus, nosso grupo observou que os níveis proteicos de RSK1 estão aumentados em 

um subconjunto de pacientes com GBM, enquanto que os níveis de RSK2 se 

mantiveram constantes dentre GBMs e amostras de gliomas de menores graus (dados 

não publicados). A análise da sobrevida desses pacientes mostrou que dentre os 

pacientes com maiores níveis de RSK1, nenhum apresentava sobrevida longa, 

indicando que RSK1 estaria relacionada a um pior prognóstico. De maneira 

interessante, isso não foi observado para a isoforma RSK2. 

No caso de linhagens comerciais de GBM, estudos do nosso grupo indicam 

que a expressão das isoformas RSK3 e RSK4 é baixa ou indetectável nas linhagens 

analisadas (Figura 11). Além disso, níveis da isoforma RSK1 são variáveis nessas 

linhagens, sendo os níveis de RSK2 mais uniformes dentre as mesmas (Figura 12). 

Esses dados embasam a hipótese de que as RSKs poderiam ter funções importantes 

em subgrupos de GBMs. 
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Figura 11 - Níveis das isoformas RSK3 e RSK4 em linhagens de GBMs. Extratos das 

células de GBM indicadas foram usados para western blot para detectar as isoformas RSK3 e RSK4. 

Como controle positivo, foram utilizados extratos de células LN-18 que foram transfectadas para 

expressar HA-RSK3 e HA-RSK4, numa quantidade de extrato três vezes menor em relação às outras 

linhagens. (A) Foram utilizados os anticorpos da Santa Cruz sc-1431, para RSK3 e sc-100424, para 

RSK4. Os western blots foram superexpostos para tentar detectar a presença de alguma banda. No 

caso do anticorpo de Santa Cruz para RSK3, após a alta exposição, bandas fracas apareceram. (B) 

Para confirmar a especificidade do anticorpo, visto que as bandas observadas em (A) podem ser 

produto de uma reação não específica revelada com uma alta exposição, usamos o anticorpo #9343 da 

Cell Signaling anti-RSK3. Não detectou-se RSK3 nessas condições. Dados do grupo. 
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Figura 12 - Níveis das isoformas RSK1 e RSK2 em linhagens de GBMs. (A) Extratos 

das células de GBM indicadas foram usados para western blot para detectar as isoformas RSK1 e 

RSK2. Quantificação da expressão de (B) RSK1 e (C) RSK2 entre as diferentes linhagens. No gráfico 

está representada a média ± SEM de ao menos 3 experimentos para cada linhagem celular. Dados do 

grupo. 

 

De forma interessante, estudos empregando um screening por meio da técnica 

de CRISPR/Cas9 mostraram que nenhuma das isoformas de RSK, especificamente, 

seria essencial para crescimento e proliferação celular em câncer (HART et al. 2015; 

WANG et al. 2015). O estudo foi realizado por meio da construção de uma biblioteca 

de nocautes, incluindo 176.500 sequências de RNA guia, que se direcionam a 17.661 

genes codificantes de proteínas em cinco linhagens celulares (ver seção 3.2, na qual 

está descrita a técnica de CRISPR/Cas9 para geração de nocautes gênicos). O fato 

desse estudo não ter encontrado uma relação entre a ausência das RSKs com a 

redução dos parâmetros de redução da proliferação analisados pode ser explicado 

pelas funções sobrepostas das isoformas (LARA et al. 2013). Em contrapartida, 

trabalhos recentes evidenciam que algumas isoformas possuem funções biológicas 

diferentes. No caso de desenvolvimento de neoplasias, isso ocorre, por exemplo, no 

envolvimento das isoformas RSK1 e RSK2 com crescimento, sobrevivência e 

proliferação de células tumorais e no das isoformas RSK3 e RSK4 com possível 

papel de supressores tumorais (ROMEO e ROUX 2011). O Quadro 2 compila os 

estudos que relacionam RSKs a funções relacionadas a tumorigênese, realizados até 

o momento da escrita desse trabalho. Nela, é possível observar a relevância deste 
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estudo, já que nenhum estudo que investigue o controle da síntese de proteínas via 

RSKs em GBMs foi realizado até o momento.  

 

Quadro 2 - Funções das RSKs em câncer  

 

Tipo tumoral Isoforma(s) Função estudada/Abordagem Modelo Referência 

Mama 
 

RSK1 e RSK2 

 Proliferação 

 Migração 
 

 Inibidor BI-D1870 

 shRNA 

Linhagens comerciais: MCF7; MDA-MB-
231; BT474; MDA-MD-468; MDA-MB-
436; MDA-MB-231 e SUM159PT. 

(Cuesta & Holz, 2016) 

RSK4 

 Migração 

 Invasão 
 

 RT-PCR 
 

Linhagem comercial: MDA-MB-231; 
8 pacientes: amostras pareadas (tecido 
normal/adjacente). 

(Jiang et al., 2017) 

RSK4 

 Relação entre RSK4 com 
características clínico-patológicas e 
status da metilação do promotor de 
RSK4 

 

 RT-PCR 

 Sequenciamento 
 

49 pacientes: amostras pareadas (tecido 
normal/adjacente). 

(Li et al., 2014) 

RSK4 

 Proliferação 

 Invasão/Migração 
 

 Superexpressão RSK4 

 siRNA 
 

Linhagens comerciais: MDA-MB-231; 
T47D; 
In vivo: rato SCID. 

(Thakur et al., 2008) 

Colorretal RSK4 

 Relação entre RSK4 com 
características clínico-patológicas 

 

 Imunohistoquímica 
 

Biópsias de 103 pacientes e 46 tecidos 
adjacentes pareados.  

(Cai et al., 2014) 

Carcinoma renal 
e de cólon; 

Adenoma de 
cólon 

RSK4 

 Determinação dos níveis de 
expressão de RSK4 

 Senescência/Ciclo celular 
 

 RT-PCR 

 Blot 
 

30 carcinomas de cólon; 20 carcinomas 
renais; 7 adenomas de cólon; 
Linhagens comerciais: HCT116 (carcinoma 
de cólon). 
 
 

(López-Vicente et al., 
2009) 

Ovário RSK3 

 Proliferação 

 Ciclo celular 

 Formação de colônia 
 

 RT-PCR 

 siRNA 

 Blot 
 

DNA dos tumores e sangue periférico de 30 
pacientes; 
Linhagens comerciais: UCI101, 41M, 
OAW28 

(Bignone et al., 2007) 

Leucemia 
Mielóide Aguda 

(AML) 
RSK4 

 Determinação dos níveis de 
expressão de RSK4 

 

 Real time qPCR 
 

40 pacientes AML e 10 não-AML (grupo 
controle). 

(Rafiee et al., 2016) 

Cabeça e 
pescoço 

RSK2 

 Proliferação 

 Invasão 

 Metástase 
 

 Imunohistoquímica 

 Inibidores fmk e BI-D1870 

 shRNA 

Linhagens: Tu686, 686LN, Tu212 and 
212LN, 4A, 4B, 37A, 37B, M4e. 
Células de pacientes; 
Xenografts. 

(Kang et al., 2010) 
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Cont/Quadro 2 

 
  

 

Tipo tumoral Isoforma(s) Função estudada/Abordagem Modelo Referência 

Próstata RSK1 e RSK2 

 Determinação dos níveis de RSK1 e 
RSK2 nos tecidos 

 Proliferação 

 Migração 

 Detecção PSA 
 

 Blot tecidos 

 Inibidor 3Ac-SL0101 

 Mutante de RSK2 constitutivamente 
ativado (Y707A) 
 

Tecidos malignos de 13 pacientes;  
4 tecidos benignos; 7 tecidos saudáveis;  
Linhagens comerciais: LNCaP, PC-3. 
 

(Clark et al., 2005) 

Leucemia 
Mielóide Aguda 

(AML) 
RSK2 

 Proliferação 

 Apoptose 
 

 Inibidor fmk 
 

Linhagens comerciais: Ba/F3, EOL-1. 
HEL, KARPAS, K562, Molm14, 
Mv(4,11), Mo91, OPM1, ANBL6; 
Rato Balb/C RSK2 KO; 
Células primárias de 6 pacientes. 

(Elf et al., 2011) 

Pulmão 

RSK1 

 Migração 
 

 siRNA 
 

Linhagens comerciais: A549, NME35 e 
H23. 

(Lara et al., 2011) 

RSK1 – 4 

 Proliferação 

 Migração 
 

 Inibidor BI-D1870 
 

Linhagem comercial A549 (Abdulrahman et al., 2016) 

Melanoma 

RSK1 – 4 

 Migração 
 

 Superexpressão RSK1 

 Inibidor SL0101 

 Blot 
 

Linhagens WM35 e WM239 (Larrea et al., 2009) 

RSK1 e RSK2 

 Regulação de PDCD4 
 

 Inibidores BI-D1870 e SL0101 

 RNAi 

 Fosfoproteômica 
 

Linhagem comercial A375 (Galan et al., 2014) 

RSK1 e RSK2 

 Síntese global de proteínas 

 Estudo do translatoma – 
microarranjo 
 

 Inibidores BI-D1870 e SL0101 

 si e shRNA para RSK1 e RSK2 
 

Linhagens comerciais: WM852, WM1361, 
Colo829 e A375 

(Romeo et al., 2013) 

Próstata, 
mesotelioma 

RSK2 

 Migração 
 

 shRNA para RSK2 

 Inibidores fmk e SL0101 
 

Linhagens comerciais: CHOK1 (ovário de 
hamster), DU-145 (cancer de próstata 
humano) e MILL (mesothelioma humano) 

(Gawecka et al., 2012) 

Mieloma 
Múltiplo 

RSK2 

 Apoptose 
 

 siRNA 

 Inibidor fmk 
 

Linhagens comerciais: Ba/F3 (murina) 
293T; células de pacientes t(4;14)-positivo.  

(Kang et al., 2007) 
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Cont/Quadro 2 

 

Na área de câncer, a análise do translatoma está sendo utilizada cada vez mais 

para determinar o perfil de mRNAs traduzidos em vários tipos de tumores. Diversos 

trabalhos de translatômica mostram que certas alterações de expressão gênica eram 

observadas principalmente no nível da tradução e que os dados de mRNAs 

associados a polissomos estavam melhor correlacionados com os níveis de proteína, 

em comparação com a análise padrão do transcriptoma (JECHLINGER et al. 2003; 

LARSSON et al. 2007). De maneira relevante do ponto de vista clínico e biológico, 

estudos do nosso grupo mostram que a partir da análise do translatoma de GBMs, 

seria possível separar pacientes em grupos distintos que apresentam diferenças em 

termos de sobrevidas (dados não publicados). Além disso, a análise do translatoma 

desses pacientes, permite descrever mais acuradamente, do ponto de vista molecular, 

as vias que estão alteradas nesses GBMs. Em relação às RSKs, foi publicado 

somente um estudo de translatômica em células de melanoma (ROMEO et al. 2013). 

Contudo, nesse estudo foi utilizado o inibidor de RSK BI-D1870, o qual foi 

demonstrado por nosso grupo (ROFFÉ et al. 2015) de ter um efeito inespecífico 

ativador de mTORC1, o que invalidaria as conclusões obtidas. 

Visto que a via Ras/ERK é ativada aberrantemente em vários tipos tumorais e 

contribui com um prognóstico ruim e resistência à quimioterapia (MCCUBREY et 

al. 2007; ABRAMS et al. 2010), a definição de alvos regulados pelas RSKs, por 

meio da definição do impacto funcional das isoformas no controle da tradução em 

GBM, pode ser utilizado como base para levar ao desenvolvimento de terapias 

direcionadas mais efetivas e com menores índices de resistência.  

Tipo tumoral Isoforma(s) Função estudada/Abordagem Modelo Referência 

GBM 
 

RSK2 

 Migração 

 Invasão 
 

 Inibidor BI-D1870 

 shRNA para RSK1, RSK2, RSK3 e 
RSK4 
 

Linhagens comerciais: U-87 MG, U-373 
MG; 
Células primárias de 7 pacientes; 
Análise de bancos de dados públicos 

(Sulzmaier et al., 2016) 

RSK2 

 Migração 
 

 Inibidor BI-D1870 
 

Linhagem comercial U-87 MG 
(Shi, Yang, Jin, Matter, & 

Ramos, 2018) 

RSK2 

 Regulação da sinalização via RTKs 
via interação entre RSK2 e miR-218 
 

 Blot 

Linhagens comerciais: U-87MG, U-373, 
LN-18 e T98G; 
Células U87-MG DK e EGFRvIII; 
Tecidos de 30 pacientes 

(Mathew et al., 2015) 



47 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desvendar o papel da família da RSK, com foco nas isoformas RSK1 e 

RSK2, no controle da síntese de proteínas em GBM. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Gerar células LN-18 nocaute para as isoformas de RSK, RSK1 e RSK2, 

através do sistema CRISPR/Cas9. 

2. Analisar os mecanismos de controle traducional regulados pelas RSKs nas 

células LN-18 nocaute para RSKs gerados através do sistema de 

CRISPR/Cas9, com foco no crosstalk entre as vias de Ras/ERK/RSK e 

PI3K/AKT/mTORC1. 

3. Obter o perfil polissomal dos clones de células LN-18 nocaute para RSKs 

gerados através do sistema de CRISPR/Cas9. 

4. Descrever os mecanismos de controle traducional regulados pelas RSKs nas 

células LN-18 nocaute para RSKs, que são dependentes e independentes de 

mTORC1.  

5. Identificar mRNAs regulados especificamente pelas RSKs nas células LN-18 

nocaute para RSKs, por meio da análise do translatoma através da obtenção 

de microarranjos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 CULTURA CELULAR 

 

A linhagem celular de Glioblastoma obtida do biobanco da American Type 

Collection (ATCC) utilizada nos estudos foi a LN-18 (homem, 65 anos; ATCC CRL-

2610). As células foram mantidas em meio DMEM High Glucose (Thermo Fisher 

Scientific) acrescido de 10% soro fetal bovino (SFB - Thermo Fisher Scientific), 1% 

piruvato de sódio (Thermo Fisher Scientific) e 40 μg/mL Garamicina (Hipolabor 

Farmacêutica), em estufa úmida, a 37ºC e 5% de CO2. Para realização dos ensaios de 

western blot, foram plaqueadas 1,5 x105 ou 2,0 x105 células em placas de 35 ou 60 

mm (Corning), respectivamente. Para realização dos ensaios de perfil polissomal, 

foram plaqueadas 2,5 x106 células em placas de 150 mm (Corning). Para estudos 

sobre a ativação da tradução via RSKs, as células foram mantidas em meio de cultura 

depletado de soro fetal bovino (carenciadas) durante 48 horas e foram, então, tratadas 

com 100 ng/mL PMA (LC Laboratories), que ativa a via Ras/ERK ou com 10% SFB 

(Thermo Fisher Scientific). PMA é uma molécula que ativa diretamente a enzima 

proteína quinase C (PKC), ligando-se em seu domínio C1 que, normalmente, 

necessita de diacilglicerol para a ativação (CASTAGNA et al. 1982). A ativação de 

PKC leva à ativação de Raf, por meio da proteína de membrana Ras, desencadeando 

na transdução de sinal via MAPK, que leva à ativação das proteínas quinases 

ERK1/2 e resulta na fosforilação de múltiplos substratos nucleares e citoplasmáticos 

(MARQUARDT et al. 1994). Por outro lado, o soro contém diversos fatores de 

crescimento e citocinas, que são capazes de estimular diversas vias, incluindo as vias 

Ras/ERK e PI3K/AKT.  

 

3.1.1 Tratamento das células com inibidores de mTORC1 

Com a finalidade de estudar a interação entre as vias das RSKs e de 

mTORC1, utilizamos os inibidores de mTORC1, rapamicina (Sigma Aldrich) ou 

Torin1 (Cell Signaling). É importante mencionar que Torin1 é um inibidor do sítio 

ativo de mTOR e dessa maneira inibe também mTORC2. Para isso, as células foram 
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carenciadas de SFB e tratadas com 100 nM de rapamicina por 30 minutos em estufa 

úmida, a 37ºC, enquanto as células controle foram tratadas com o veículo DMSO 

(Sigma Aldrich) sob as mesmas condições. No caso do tratamento com Torin1, as 

células foram cultivadas como descrito anteriormente e tratadas com 250 nM de 

Torin1 por 30 minutos em estufa úmida, a 37ºC, enquanto as células controle foram 

tratadas com o veículo DMSO (Sigma Aldrich) sob as mesmas condições. A seguir, a 

via Ras/ERK/RSK foi estimulada por tratamento com 100 ng/mL PMA ou 10% SFB 

por 15 minutos em estufa úmida, a 37ºC e procedeu-se o preparo dos extratos para 

análise das proteínas por Western Blotting. Para os experimentos de perfil 

polissomal, as células foram tratadas com 100 nM rapamicina ou 250 nM de Torin1, 

conforme descrito acima e estimuladas durante 6 horas com 10% SFB. 

 

3.2 GERAÇÃO DE CÉLULAS LN-18 NOCAUTE ATRAVÉS DO 

SISTEMA CRISPR/CAS9 

 

A técnica de nocautear genes a partir do sistema CRISPR/Cas9 baseia-se na 

utilização da endonuclease Cas9, guiada por pequenos RNAs guias (sgRNAs) por 

meio do pareamento de bases de Watson-Crick (RAN et al. 2013). A edição ocorre 

em resposta à quebra da dupla fita (DSBs) do DNA em um locus genômico alvo 

através de Cas9 (Figura 13A). Após a clivagem, o locus alvo deve ser reparado por 

uma das duas vias existentes de reparo de DSBs, a saber, junção de pontas não 

homólogas (NHEJ) ou recombinação homóloga (HR). Na ausência de uma fita 

molde, DSBs são religadas por meio do processo NHEJ, que é caracterizado por 

gerar mutações sob as formas de inserção/deleção (indel). Dessa forma, NHEJ pode 

mediar nocautes, já que as mutações indel que ocorrem em um exon codificador 

podem levar a mutações de troca de fase de leitura e a códons de parada prematuros. 
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Fonte: adaptada de RAN et al. (2013). 

Figura 13 - Esquema do sistema CRISPR/Cas9 para editar o genoma. (A) A quebra da 

dupla fita de DNA é induzida pela nuclease Cas9, direcionada até o sítio gênico de interesse por 

RNAs guias (sgRNAs). Após a clivagem do DNA, o sistema de reparo via junção de pontas não 

homólogas (NHEJ) é mobilizado e, eventualmente, levará a inserções ou deleções de bases, que 

poderão causar mudança no código de leitura ou à geração de códons de parada prematuros, levando à 

perda de função ou degradação do mRNA. (B) O plasmídeo, codificando a Cas9 e sgRNAs, é 

transfectado nas células, gerando um pool de células com diferentes tipos de modificações. Células 

individuais foram crescidas para formar clones nos quais foram avaliados, neste estudo, os níveis 

proteicos de RSK1 e RSK2.  

 

Neste trabalho, foi utilizado o plasmídeo contendo a endonuclease Cas9 tipo 

selvagem de S. pyogenes e genes de resistência a puromicina e ampicilina 

[pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene ID: 62988)]. Nele, foram inseridas 

as sequências que codificam as sgRNAs que guiaram a endonuclease Cas9 ao sítio de 

interesse no genoma da célula. Com a finalidade de gerar células nocauteadas através 

do sistema CRISPR/Cas9, as guias utilizadas no estudo foram desenhadas para terem 

como alvo os primeiros exons dos genes que codificam RSK1 (gene RPS6KA1) e 

RSK2 (gene RPS6KA3), sendo essa uma forma de romper com qualquer possível 

variante resultante de splicing que pudesse ser gerada pelo transcrito (é importante 

ressaltar que em algumas situações é possível também alterar exons em diferentes 
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partes do gene). Além disso, essa estratégia reduz a chance de que uma proteína 

truncada, ainda com alguma atividade, seja codificada. O sistema CRISPR/Cas9 

derivado de Streptococcus pyogenes que necessita de uma sequência PAM (do 

inglês, Protospacer Adjacent Motif) imediatamente posterior à sequência de DNA 

alvo, caracterizada, nesse sistema, pela sequência 5’-NGG. Dessa forma, os sgRNAs 

utilizados no estudo foram gerados a partir da ferramenta disponível online em 

http://crispr.mit.edu/. Nele, como entrada, é inserida a sequência de nucleotídeos de 

DNA da região do genoma que vai ser editada. A ferramenta fornece, então, uma 

lista de possíveis RNAs guias a partir da sequência de entrada, com valores de 

especificidade (notas, ou scores), que refletem os efeitos off-target da guia no 

genoma humano, sendo esta nota o critério utilizado para escolha das melhores guias 

(quanto maior score, menores as chances de que o sistema CRISPR/Cas9 altere 

sequências off-target). Assim, para cada um dos genes RPS6KA1 (RSK1) e 

RPS6KA3 (RSK2), foram desenhadas duas guias, nomeadas A e B, com as 

respectivas sequências e scores apresentadas no Quadro 3.  

 

Quadro 3 - Sequências das guias “A” e “B” desenhadas para os genes RPS6KA1 
(RSK1) e RPS6KA3 (RSK2). As denominações top e bottom referem-se aos oligos de DNA que 
são sintetizados para inserir nos plasmídeos correspondentes.  
 

 

 

Os plasmídeos confeccionados foram transfectados nas células LN-18 

utilizando-se Lipofectamina 2000® - Invitrogen (5 µl em 3 mL de meio Opti-

MEM®) e 4 µg total de DNA por condição. Foram desenhadas as seguintes 

condições de transfecção (quantidades de DNA, em massa, entre parênteses):  

1. Plasmídeo sem resistência (controle de seleção com puromicina);  

2. Plasmídeo vazio, ou controle (contendo o vetor sem sgRNA; 4 µg);  

3. sgRSK1 A (4 µg);  

Gene sg RNA Região alvo Sequencia Score 

RPS6KA1 A Exon 1 
5' CAC CGG CAC TAG CTC CAT GAG CGG CC 3' top 

5' AAA CGG CCG CTC ATG GAG CTA GTG CC 3' bottom 
80 

RPS6KA1 B Exon 3 
5' CAC CGG ATC ACG CAC CAC GTC AAG GC 3' top 

5' AAA CGC CTT GAC GTG GTG CGT GAT CC 3' bottom 
93 

RPS6KA3 A Exon 1 
5' CAC CGG AGC CCG TCC GAC AGC GCT G 3' top 

5' AAA CCA GCG CTG TCG GAC GGG CTC C 3' bottom 
86 

RPS6KA3 B Exon 9 
5' CAC CGG CCA GAA GTA GTT AAT CGT CG 3' top 

5' AAA CCG ACG ATT AAC TAC TTC TGG CC 3’ bottom 
 

97 



52 

4. sgRSK2 A (4 µg);  

5. sgRSK1 A (2 µg) + sgRSK2 A (2 µg);  

6. sgRSK1 B (4 µg);  

7. sgRSK2 B (4 µg);  

8. sgRSK1 B (2 µg) + sgRSK2 B (2 µg).  

 

A transfecção foi realizada durante 6h, sendo o meio retirado e trocado por 

meio normal de cultivo. Decorridas 48h, as células foram tratadas com 1,2 µL/mL de 

puromicina (Thermo Fisher Cientific) para seleção das células contendo o plasmídeo. 

O tempo total de seleção foi de 6 dias, sendo o meio contendo antibiótico trocado a 

cada 2 dias.  

Após a seleção com puromicina, as células foram cultivadas por 24h em meio 

normal de cultivo e, então, 500 células de cada condição foram plaqueadas em uma 

placa de 100 mm, que foi deixada em estufa úmida a 37ºC até que se formassem 

colônias derivadas de uma única célula (clone). Após o crescimento das colônias por 

aproximadamente 10 dias, as colônias individuais foram transferidas para uma placa 

de 24 micropoços com o auxílio de uma micropipeta. Assim que cada colônia atingiu 

80% de confluência, os clones foram expandidos em placas cada vez maiores até que 

se atingisse quantidade suficiente de material para realização de um extrato proteico, 

utilizado para detectar os níveis de RSKs por western blot. 

 

3.3 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

As células foram lisadas em tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 

mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% NP40® - Sigma Aldrich; 0,5% 

deoxicolato de sódio - Sigma Aldrich; Inibidor de fosfatase - Thermo Fisher 

Scientific; inibidor de protease - Roche), os lisados foram centrifugados a 14.000 

rpm por 15 min a 4ºC (centrífuga 5427R, Eppendorf) e o sobrenadante foi coletado. 

A quantificação das proteínas nos extratos foi feita através do método de Bradford, 

utilizando-se o reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate® (Bio-Rad). Para 

isso, utilizou-se uma curva-padrão construída com BSA (Sigma Aldrich) e mediu-se 

as absorbâncias em placa de 96 micropoços a 595 nm em um leitor de placa i-Mark 
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(Bio-Rad). Após a dosagem, as amostras foram preparadas pela adição de tampão 

redutor concentrado (4x: 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 5% SDS (Merck); 1 mM EDTA 

pH 8,5; 5% β-mercaptoetanol (Merck); 20% glicerol; traços de azul de bromofenol). 

 

3.4 WESTERN BLOTTING 

 

A técnica foi utilizada na identificação e avaliação dos níveis de proteínas 

envolvidas na via RSK, bem como da via mTORC1. A técnica também foi utilizada 

para avaliar os níveis de fosforilação de proteínas envolvidas no processo de 

tradução, que em muitos dos casos se relacionam com o estado de ativação e/ou com 

a função da proteína correspondente. 

As amostras preparadas foram aquecidas por 5 minutos a 95ºC. A seguir, as 

amostras foram aplicadas em gel de SDS-PAGE (com porcentagem entre 7% a 13%, 

dependendo do tamanho das proteínas a serem analisadas) e corridas em tampão de 

corrida (25 mM Tris-base; 191 mM Glicina (Sigma Aldrich); 0,1% SDS) com 

voltagem constante, a saber, 65 V durante 25 minutos e 120 V durante 1,5 horas, em 

fonte PowerPac™ HC High Current Power Supply (Bio-Rad). Após a corrida, foi 

feita a transferência para membrana de nitrocelulose (Amersham) a 100 V durante 1 

hora em tampão de transferência (25 mM Tris-base; 191 mM Glicina; 0,1% SDS; 

20% Metanol (Sigma Aldrich)), em fonte PowerPac™ HC High Current Power 

Supply (Bio-Rad). Procedeu-se, então, com o bloqueio da membrana em solução 

contendo 5% leite livre de gordura em pó diluído em 0,1% TBS-T (150 mM NaCl; 

50 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,1% Tween® (Sigma Aldrich)) por 1 hora.  Foi colocado 

o anticorpo primário de escolha (diluídos em TBS-T contendo 5% BSA, Quadro 4) 

overnight. Após esse período, adicionou-se o referente anticorpo secundário 

acoplado à peroxidase por 1 hora à temperatura ambiente (anti-mouse ou anti-rabbit, 

Amersham), diluídos em TBS-T contendo 5% leite em pó livre de gorduras. Por fim, 

a membrana foi revelada com kit de quimioluminescência (PierceTM ECL Western 

Blotting Substrate) em filme fotográfico (Amersham Hyperfilm ECL). As proteínas 

de interesse foram detectadas utilizando os anticorpos primários contra as proteínas 

apresentadas no Quadro 4.  
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Quadro 4 - Anticorpos utilizados para Western Blotting. 
 

Proteína Marca/ Catálogo Diluição α-Secundário 

P(Ser380)-RSK1 Cell Signaling/ #9341 1:1000 Rabbit 

RSK1 Santa Cruz/ sc-231 1:5000 Rabbit 

P(Ser227)-RSK2 Cell Signaling/ #3556 1:1000 Rabbit 

RSK2 Novus Biologicals/ NBP1-85552 1:2000 Rabbit 

P(Thr202/Y204)-ERK1/2 Cell Signaling/ #9101 1:1000 Rabbit 

ERK1/2 Cell Signaling/ #9102 1:2000 Rabbit 

P(Ser1798)-TSC2 Santa Cruz/ sc-293149 1:500 Mouse 

TSC2 Santa Cruz/ sc-893 1:2000 Rabbit 

P(Ser235/236)-rpS6 Cell Signaling/ #4856 1:1000 Rabbit 

rpS6 Santa Cruz/ sc-74459 1:5000 Mouse 

P(Thr389)-p70S6K1 Cell Signaling/#9234 1:500 Rabbit 

p70S6K1 Cell Signaling/ #2708 1:1000 Rabbit 

P(Thr37/46)-4E-BP1 Cell Signaling/ #9459 1:1000 Rabbit 

4E-BP1 Cell Signaling/ #9644 1:1000 Rabbit 

P(Ser422)-eIF4B Cell Signaling/ #3591 1:1000 Rabbit 

eIF4B Santa Cruz/ sc-390912 1:1000 Mouse 

 

A quantificação dos níveis proteicos foi feita a partir de análises 

densiométricas das bandas obtidas utilizando o software Image J®, seguindo o 

protocolo descrito em (FERREIRA e RASBAND 2012). Os níveis das proteínas 

fosforiladas foram relativizados pelos níveis das correspondentes proteínas totais. 

 

3.5 ANÁLISE DA PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

Com a finalidade de avaliar a proliferação das células LN-18 nocautes para 

RSKs, foi utilizado o BrdU Cell Proliferation Kit Assay (Cell Signaling). A técnica 

baseia-se na captação do análogo da timidina, bromo deoxiuridina (BrdU) durante a 

replicação do DNA. A detecção de BrdU é realizada a partir de um método 

colorimétrico, no qual são utilizados anticorpos específicos anti-BrdU e anti-mouse 

IgG acoplado à enzima Horseradish Peroxidase (HRP), cujo produto com o substrato 

apresenta coloração. Dessa forma, é possível inferir sobre atividade proliferativa das 

células, refletida num aumento da magnitude da coloração, conforme aumenta a 

incorporação da molécula. O experimento seguiu o protocolo sugerido pelo 
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fabricante. Brevemente, 3,0 x 103 células foram plaqueadas em placas de 96 poços e 

carenciadas durante 48 horas. Decorrido este período, as células foram pré-tratadas 

com 250 nM Torin1 (Cell Signaling) ou com o veículo DMSO (Sigma Aldrich) por 

30 minutos, em estufa úmida a 37 °C e, a seguir, incubadas por 16 horas com 10% 

SFB (Thermo Fisher Scientific), em estufa úmida a 37 °C. As células foram, então, 

incubadas com BrdU durante 4 horas, para ocorrer incorporação do nucleosídeo, em 

estufa úmida a 37 °C e seguiu-se o protocolo do kit. A absorbância das amostras foi 

medida em leitor de microplacas a 450 nm (SpectraMax®, Molecular Devices). Foi 

realizada a quantificação de no mínimo três experimentos individuais, realizados em 

duplicatas experimentais.  

 

3.6 PERFIL POLISSOMAL 

 

A obtenção e análise de perfis polissomais tem como objetivo central 

determinar a parcela de mRNAs que estão sendo ativamente traduzidos nas 

condições estudadas. Além disso, é possível obter a taxa de tradução a partir da 

análise do perfil, por meio da razão entre as áreas abaixo dos picos polissomais e do 

pico 80S. Dessa forma, quanto maior a relação polissomos/80S, maior a taxa de 

tradução de uma determinada célula, como observado em decorrência de estímulos 

que ativem a tradução (Figura 14). No caso, tem-se interesse em observar como se 

altera a tradução geral em células LN-18 selvagens e nocauteadas para as isoformas 

RSK1 e RSK2, bem como realizar a translatômica das células. 
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Figura 14 - Perfil polissomal de LN-18 utilizando gradiente linear 5 - 50%. O extrato 

foi obtido conforme descrito e aplicado em um gradiente linear de sacarose 5% - 50%. Após 

ultracentrifugação, a leitura do gradiente a 254 nm mostra picos correspondes às subunidades 

ribossomais 40S, 60S, dos monossomos 80S (apresentada com um pico duplo) e polissomos (picos > 

2n). Na figura, observa-se que após estímulo com PMA, a área abaixo da curva correspondente aos 

polissomos aumenta, na proporção que a área abaixo do monossomos 80S diminui, quando 

comparado ao perfil de células não tratadas, indicando aumento na taxa de tradução das células. 

 

Nesse sentido, neste trabalho, utilizamos duas técnicas para separação dos 

polissomos em gradientes de sacarose, de acordo com diferentes objetivos 

experimentais. A primeira técnica baseia-se na separação em um gradiente de 

sacarose linear, no qual pode-se resolver num mesmo perfil os picos das subunidades 

ribossomais 40S e 60S e o pico dos monossomos (80S). No entanto, nesse gradiente, 

os picos dos polissomos não são totalmente resolvidos e as frações de mRNAs 

ativamente traduzidos distribuem-se em diversas frações, sendo uma técnica útil, em 

nosso caso, à descrição das taxas de tradução das células. A outra técnica baseia-se 

na separação dos polissomos em um gradiente não-linear otimizado, no qual 

separam-se os mRNAs eficientemente traduzidos (associados com >3 ribossomos) 

em uma ou duas frações, facilitando sua posterior purificação (Figura 15). 
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Fonte: adaptado de LIANG et al. (2017). 

Figura 15 - Perfil polissomal utilizando gradiente não-linear otimizado. (A) Após 

obtenção e aplicação do extrato em um gradiente não-linear de sacarose, com camadas 5%, 34% e 

55%, conforme descrito, a ultracentrifugação resulta na sedimentação das frações de mRNAs 

eficientemente traduzidos (>3n) concentrada na interfase entre as soluções 34% e 55%. (B) A leitura 

do gradiente a 254 nm mostra picos correspondes aos monossomos 80S e aos polissomos. Na figura, 

mostra-se que as frações de mRNAs eficientemente traduzidos correspondem às frações contidas a 

partir do centro do pico polissomal, conforme demonstrado em LIANG et al. (2017) e ilustrado na 

figura por meio da comparação entre posições dos picos em gradiente linear (B e C). Notar que o 

número de frações de mRNAs eficientemente traduzidos coletadas a partir do gradiente não-linear é 

bem inferior às correspondentes ao gradiente linear.  (D) A taxa de tradução de tradução é calculada 

através da obtenção da relação entre as áreas abaixo da curva referente aos polissomos e a referente à 

(80S + 2n). 

 

Para a realização dos experimentos, as células referentes aos clones gerados 

com a guia “A” (a saber, “sgRSK1 A d”; “sgRSK2 pool a-d”; “sg RSK1/2 A a”, na 

Figura 17) foram plaqueadas e carenciadas para que a confluência fosse de 60 - 80% 

ao dia do preparo do extrato. As células foram, inicialmente, tratadas com o 

antibiótico cicloheximida (CHX - Sigma Aldrich; 100 µg/mL; 7 minutos; em estufa 
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úmida a 37 °C), que inibe a translocação do ribossomo e, desta forma, paralisa os 

ribossomos nos mRNAs na fase de elongação. A seguir, procedeu-se com a lavagem 

das células em PBS contendo 100 µg/mL CHX, a remoção das células das placas de 

cultivo com auxílio de um raspador de células (cell scraper) e a centrifugação das 

mesmas a 4ºC por 3 minutos a 500 xg (centrífuga 5427R, Eppendorf). Para lise 

celular, incubou-se as células no gelo com tampão de lise para polissomos (20 mM 

Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl2, 1% Triton X-100® - Sigma 

Aldrich; 1 mM DTT - Sigma Aldrich; 100 µg/ml CHX - Sigma Aldrich; 40 

unidades/mL RNasin - Promega; e inibidor de protease livre de EDTA - Thermo 

Fisher Cientific) durante 10 minutos. Após a lise das células, o material foi 

centrifugado a 4ºC por 10 minutos a 10.000 xg (centrífuga 5427R, Eppendorf) para 

sedimentação dos núcleos e restos celulares. Parte do sobrenadante foi coletada para 

posterior análise de RNA total e outra parte foi coletada e depositada 

cuidadosamente no gradiente de sacarose, preparado de acordo com o interesse do 

experimento, conforme descrito abaixo.  

 

3.6.1 Perfil polissomal - Gradiente linear 

Os gradientes lineares 5 - 50%, foram preparados a partir dos tampões de 

gradiente de sacarose (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 1 mM 

DTT; em % de sacarose indicadas) e obtidos como descrito a seguir. Ao tubo de 

ultracentrífuga Open-Top Polyclear (Seton Scientific), foi acoplado um cilindro de 

gradiente (Biocomp), cujo nível superior serviu como molde para desenhar uma linha 

(equivalente a aproximadamente 5,5 mL), que guiou as adições dos tampões de 

sacarose. Primeiramente, com o auxílio de uma seringa, foi adicionada a solução de 

5% até a linha marcada e, posteriormente, abaixo da solução de 5%, a solução de 

50% foi adicionada até que a interfase das soluções atingisse a linha. A seguir, os 

tubos foram fechados e colocados em um equipamento que faz gradientes 

automaticamente por meio de rotações em ângulos pré-definidos (Gradient Master™ 

Base Unit, Science Services). Após aplicação dos extratos nos gradientes, os mesmos 

foram centrifugados a 4°C por 2,5 horas a 39.000 rpm em rotor SW41Ti (Beckman 

Coulter), o que garante que os mRNAs associados a ribossomos estarão separados 
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daqueles solúveis. A absorbância a 254 nm foi detectada em fluxo continuo 

(BioLogic LP, Bio-Rad) e as frações foram coletadas. 

 

3.6.2 Perfil Polissomal - Gradiente não linear (“Two-Step”) 

Com a finalidade de obter um gradiente de sacarose otimizado para o 

isolamento de polissomos ativamente traduzidos, utilizamos o protocolo descrito por 

LIANG et al. (2017). Foram preparados tampões de gradientes com concentrações de 

sacarose de 5%, 34% e 55%. A seguir, foram preparados os gradientes, conforme 

descrito. Ao tubo de ultracentrífuga Open-Top Polyclear (Seton Scientific), foi 

acoplado um cilindro de gradiente (Biocomp), cujo nível superior serviu como molde 

para desenhar uma linha (equivalente a aproximadamente 5,5 mL), que guiou as 

adições dos tampões de sacarose. Primeiramente, adicionou-se, com uma pipeta de 

1000 µL, 2 mL da solução de gradiente 5%. A seguir, com o auxílio de uma seringa 

adicionou-se, abaixo da solução 5%, a solução 34% até que a superfície da solução 

de 5% atingisse a linha desenhada. Por fim, a solução de 55% foi adicionada com o 

auxílio de uma seringa até que a interfase das soluções de 55% e 34% atingisse a 

linha. A seguir, os extratos polissomais foram aplicados no gradiente e centrifugados 

a 4°C por 2 horas a 35.000 rpm em rotor SW41Ti (Beckman Coulter). A absorbância 

a 254 nm foi detectada em fluxo continuo (BioLogic LP, Bio-Rad) e as frações foram 

coletadas. O perfil descrito acima apresenta picos correspondentes às subunidades 

(60S + 80S) e aos polissomos, conforme mostrado na Figura 15B. As frações que 

contém RNA polissomal ativamente traduzidos, ou seja, associados a mais de três 

ribossomos (n > 3), correspondem às frações contidas no centro do pico polissomal e 

respectivas frações mais densas. 

 

3.7 TRANSLATÔMICA 

 

3.7.1 Desenho experimental Translatômica 

 Apresentamos, na Figura 16, o desenho experimental para a realização da 

translatômica das células selvagens e nocautes para RSKs. Para os experimentos, as 

células referentes aos clones gerados com a guia “A” (a saber, “sgRSK1 A d”; 

“sgRSK2 pool a-d”; “sg RSK1/2 A a”, na Figura 17) foram carenciadas por 48 horas, 
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pré-tratadas com 250 nM de Torin1 por 30 minutos e estimuladas com SFB por 6 

horas. Parte do extrato foi guardado para extração de mRNA total e o restante foi 

aplicado no gradiente de sacarose otimizado. Após a ultracentrifugação, os perfis 

polissomais foram gerados e os mRNAs polissomais eficientemente traduzidos foram 

obtidos. A seguir, mRNAs totais e polissomais referentes a cada condição foram 

isolados e suas qualidades foram checadas para posterior análise por microarranjos. 

 

 

Figura 16 - Desenho experimental para translatômica. As células WT, RSK1KO, RSK2KO e 

RSK1/2DKO foram carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 250 nM de Torin1 ou veículo 

(DMSO) por 30 minutos e estimuladas com 10% SFB durante 6 horas. Foram obtidos extratos de 

mRNA total e polissomais, os quais foram aplicados em gradiente não linear de sacarose (Two-step) 

para obtenção de mRNAs eficientemente traduzidos. Os mRNAs foram extraídos, suas integridades 

foram avaliadas e os mRNAs total e polissomal referente a cada condição foram analisados por 

microarranjos de DNA. 

 

3.7.2 Isolamento de RNA total e polissomal 

 Os extratos referentes aos RNAs totais e polissomais foram extraídos 

utilizando o kit comercial Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research). O volume 

do extrato contendo RNA total foi elevado a 500 uL com nuclease-free water 

(Sigma) e as frações referentes aos RNAs polissomais ativamente traduzidos (fração 

contida no centro do pico e uma fração mais densa) foram reunidas em um único 
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tubo. O procedimento foi realizado conforme protocolo sugerido pela empresa. Para 

isso, o reagente TRI-Reagent® (Sigma Aldrich) foi adicionado na proporção 3:1 aos 

tubos contendo RNA total ou polissomal e homogeneizado. A seguir, um volume 

igual de etanol 100% (Sigma Aldrich) foi adicionado diretamente às amostras e as 

misturas foram homogeneizadas. As amostras foram, então, adicionadas à coluna 

Zymo-Spin IIC™ com o tubo coletor e centrifugadas. A coluna foi retirada e 

transferida para um novo tubo coletor e o filtrado foi descartado. As amostras foram 

tratadas com DNase e, a seguir, a coluna foi pré-lavada com Direct-zol™RNA e 

centrifugada, repetindo-se a lavagem. A solução RNA Wash Buffer foi utilizada para 

lavar a coluna, que foi centrifugada. Por fim, a coluna foi transferida para um tubo 

RNase-free e 30 µL de nuclease-free water (Sigma) foram adicionados para eluição 

do RNA. A quantificação do RNA foi realizada no aparelho NanoVue Plus ™ (GE 

Healthcare, 289560-57), de acordo com instruções do equipamento. 

 

3.7.3 Avaliação da integridade de RNA total e polissomal 

 Com a finalidade de averiguar a integridade dos RNAs totais e polissomais, 

foram utilizados o kit RNA 6000 Pico Chips (Agilent Technologies) e o equipamento 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), segundo instruções do fabricante. A 

técnica baseia-se na corrida eletroforética das amostras em um microchip composto 

por capilares preenchidos por um gel, no qual os componentes das amostras separam-

se por peso molecular e são detectados por meio de fluorescência induzida por laser. 

O resultado é visualizado na forma de um eletroferograma, gerado e analisado 

automaticamente pelo aparelho, que detecta, desta forma, fragmentos 

correspondentes à degradação do RNA presente na amostra. A quantidade dos 

rRNAs 28S, 18S e 5S pode ser inferida através da análise densiometrica dos picos e 

as informações são utilizadas no algoritmo que calcula o valor da integridade de cada 

amostra (ou RIN). O valor de RIN varia de 1 a 10, sendo 1 o valor correspondente a 

uma amostra de baixa integridade e 10, de altíssima (SCHROEDER et al. 2006). Nos 

experimentos de translatômica, foram utilizadas amostras que apresentaram alta 

integridade, ou seja, RIN>8. 
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3.7.4 Ensaios de Microarranjo de DNA 

 A plataforma ClariomTM D human microarray (Thermo Fisher Scientific) foi 

utilizada para analisar a expressão de mRNA total e polissomal de acordo com as 

instruções do fabricante. Os arquivos CEL foram processados utilizando o software 

Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0.1 (Thermo Fisher Scientific). Os 

microarranjos foram sumarizados e normalizados a nível de expressão gênica 

utilizando o algoritmo SST-RMA, fornecido pelo software TAC. Todos os 

experimentos preencheram os critérios de qualidade do fabricante. Expressão 

normalizada e valores DABG foram recuperados nos arquivos CHP utilizando o 

pacote “affxparser” e os clusteres de transcritos em que ao menos uma amostra 

mostrou valores de DABG ≥ 0.05, foram excluídos. Os dados foram anotados 

utilizando os dados de anotações de “clariomdhumantranscriptcluster.db”. Somente 

clusteres de transcritos com um correspondente ID de RefSeq para proteína (NP) 

foram utilizados e clusteres de transcritos para o mesmo gene foram colapsados 

utilizando o pacote WGCNA (LANGFELDER e HORVATH 2008). 

 

3.7.5 Análise de Componentes Principais  

A Análise de Componentes Principais (PCA) é uma técnica estatística útil na 

determinação de variáveis relevantes em conjuntos de dados multidimensionais, que 

podem explicar diferenças nas observações, sendo útil na simplificação da análise e 

visualização de dados.  

 

3.7.6 Análise do Translatoma 

 Os dados normalizados de mRNA total e polissomal foram utilizados como 

entrada para o pacote anota2seq (OERTLIN et al. 2018). Anota2seq permite a 

identificação de diferenças na eficiência traducional que afetam os níveis proteicos. 

Neste estudo, avaliamos os efeitos de Torin1 para cada tipo celular particular e 

realizamos comparações entre os quatro tipos uns contra os outros na presença de 

DMSO ou Torin1. Corremos o algoritmo utilizando um tipo celular como referência 

para todas as comparações em cada corrida/análise. O critério de filtro no 

anota2seqSelSigGenes foi: maxSlope = 2, minSlope -1, deltaPT = log2(1.2) para 

tradução e maxSlope = 1, minSlope = 0, deltaTP = log(1.2) para buffering; deltaP = 
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log(1.5), deltaT = log(1.5), maxRvmPAdj = 0.15  e minEff = log(1.2). Com esses 

parâmetros, para considerar que um mRNA seja regulado por tradução se fazem 

necessários: 1) passar um threshold de log2(1.2) para o efeito traducional e 2) a 

presença do mRNA nos polissomos passar deve passar um threshold de log2(1.5) no 

mesmo sentido que o efeito na tradução. Para mRNAs regulados por buffering, a 

magnitude dos thresholds é a mesma, porém nesse caso se considera a mudança no 

mRNA total. 

As informações das replicatas biológicas foram incluídas no modelo para 

considerar o efeito de batch, como recomendado. 

 

3.7.7 Análise GOstats 

 Para identificar os processos biológicos (BPs) afetados por mudanças nos 

níveis de mRNAs polissomais dentre as células e/ou tratamentos, o mRNA traduzido 

de saída do pacote anota2seq para cada contraste/comparação foi utilizado como 

entrada para o pacote GOstats (FALCON e GENTLEMAN 2007). O universo para 

GOstats foi definido como todos os mRNAs anotados do microarranjo, com um 

termo GO associado para BP. O algoritmo foi configurado para a opção de 

“conditional” e o valor de corte para pvalue foi para 0,001. O resultado foi filtrado 

para manter termos GO com menos de 500 genes (a fim de reduzir termos GO muito 

genéricos) e mais de 10 genes (a fim de evitar processos muito específicos) para 

considerar os processos biológicos mais informativos. Para as figuras, eliminamos 

termos GO nos quais todos os genes estavam contidos em termos GO com menor 

pvalue. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 CÉLULAS LN-18 NOCAUTE PARA RSK1 E RSK2 

 

Em humanos, são expressas 4 isoformas da família RSK: RSK1, RSK2, 

RSK3 e RSK4. Estudos prévios realizados pelo grupo mostraram que nas linhagens 

de GBM estudadas, LN-18, LN-229, U87MG, A172 e U118MG, a isoforma RSK4 

não é detectada (Figuras 11 e 12). Os dados em relação à isoforma RSK3 indicam 

que a mesma, se é expressa, apresenta níveis proteicos extremamente baixos. Dessa 

maneira, este estudo das isoformas das RSK se restringiu às isoformas RSK1 e 

RSK2, simplificando as análises. Com isso, um dos objetivos do estudo visou à 

obtenção de células nocaute para as isoformas RSK1 e RSK2. Para tal finalidade, foi 

escolhida a linhagem LN-18, que é a que apresenta maiores níveis de RSK1, quando 

comparada às outras linhagens de GBM mencionadas. 

A etapa de geração de células nocaute nesse trabalho foi realizada em 

continuidade ao trabalho de mestrado da ex aluna do grupo, Luana Campos Soares 

(dissertação defendida sob o título de “Estudo Do Papel de RSK na Sinalização 

Celular em Glioblastoma”, no ano de 2016). Em seu trabalho de dissertação, Soares 

(2016) implementou a tecnologia de geração de nocautes para RSKs através da 

tecnologia CRISPR/Cas9, gerando células nocaute para RSK1, RSK2 e nocautes 

duplos para RSK1 e 2. Contudo, apesar de terem sido utilizados dois sgRNAs (RNAs 

guia) diferentes, direcionados a cada isoforma, a eficiência da obtenção de nocautes 

para a proteína RSK1 não foi satisfatória, visto que foi obtido apenas um clone com 

uma das guias utilizadas. Nesse sentido, esse trabalho complementa o estudo anterior 

para a geração e disponibilização de outras células nocaute para RSKs, a partir da 

tecnologia CRISPR/Cas9. Assim, a partir do sistema CRISPR/Cas9 (Figura 13), 

foram obtidas células LN-18 nocaute para as proteínas RSK1 (RSK1KO), RSK2 

(RSK2KO) e nocautes duplos para RSK1 e 2 (RSK1/2DKO, ou DKO) a fim se 

estabelecer um modelo robusto para o estudo das alterações moleculares associadas 

às diferentes isoformas, com foco no processo traducional. Além disso, as células 

transfectadas com o plasmídeo vazio foram obtidas e são referidas como WT. Uma 
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das principais preocupações quando se emprega a técnica de CRISPR/Cas9, 

especialmente quando se usa a Cas9 do tipo selvagem, é a possibilidade de efeitos 

off-target (ZHANG et al. 2015). O algoritmo utilizado no desenho das sgRNA ajuda 

a encontrar as sequências que minimizam a possibilidade de alterar uma sequência 

off-target, no entanto, as possibilidades de que isso aconteça ainda existem. Por isso, 

no estudo, utilizaram-se dois sgRNAs (guias) diferentes para cada isoforma, com o 

intuito de que os resultados obtidos com uma pudessem ser confirmados com outra, 

assumindo que as chances de que duas guias com sequências diferentes resultem nos 

mesmos efeitos off-targets são extremamente baixas. Em geral, observamos 

diferentes eficiências entre as guias para gerar células nocaute (Quadro 5). Contudo, 

não foi possível obter células RSK1/2DKO com a guia B, o que limitou nossos estudos 

na comparação de dois conjuntos completos de células nocaute gerados com guias 

distintas. 

 

Quadro 5 - Porcentagem de colônias nocaute obtida por guia utilizada. 
 

Isoforma sgRNA Colônias Testadas Colônias Nocaute Porcentagem (%) 

RSK1 A 29 1 3,44 

RSK2 A 34 4 11,6 

RSK1/2 A 33 2 6,06 

RSK1 B 31 2 6,45 

RSK2 B 26 1 3,84 

RSK1/2 B 27 0 0,00 

 

A Figura 17 apresenta um exemplo dos clones obtidos conforme descrito e 

testados por western blot, na qual podem ser observados clones nocautes para RSK1 

e RSK2 gerados com as duas guias (Figuras 17 A e B) e clones nocaute para ambas 

RSK1 e RSK2 com uma das guias, a saber, sgRNA A (Figura 17C). Observamos 

diferentes efeitos do sistema CRISPR/Cas9 para gerar células nocaute para RSKs. 

Assim, existiram células em que, a princípio, não houve alteração no gene da 

isoforma correspondente de RSK, apresentando níveis comparáveis com as células 

selvagens, por exemplo, RSK2KO, clones “sgRSK2 A i” ou “sgRSK2 B b” (Figura 

17B). Observamos, também, clones que apresentam níveis reduzidos das RSKs em 

relação às células selvagens, indicando que possivelmente um alelo foi alterado ou 
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que um mRNA ou proteína instável foi gerado (por exemplo, em Figura 17A, 

RSK1KO, clones “sgRSK1 A b”). Além disso, proteínas aberrantes que apresentam, 

por exemplo, peso molecular menor que a proteína selvagem (produto de uma 

possível deleção in-frame produzida pelo sistema CRISPR/Cas9), podem ter sido 

originadas, como no caso das duas bandas do clone “sgRSK1 B b” (Figura 17A), 

cujo padrão de bandas proteicas poderia ser interpretado como sendo resultado de 

uma mutação in-frame em um alelo, sendo que o outro alelo permaneceu sem 

modificações (selvagem). Dadas essas informações, os clones escolhidos para 

experimentos posteriores foram aqueles que não apresentaram bandas detectáveis das 

isoformas de RSK correspondentes, ou seja, clone “sgRSK1 A d” em Figura 17A; 

clones “sgRSK2 A a,b,c,d” e clone “sgRSK2 B a” em Figura 17B; clones “sgRSK1/2 

A b,d” em Figura 17C.  

 

 

Figura 17 - Clones de células LN-18 nocautes para RSK1 e RSK2 obtidos através do 

sistema CRISPR/Cas9. Células LN-18 foram transfectadas com plasmídeo contendo o sistema 

CRISPR/Cas9 junto com os sgRNAs indicados (A ou B) e selecionadas com puromicina. Extratos 

proteicos dos controles (WT) e clones (A) RSK1KO, (B) RSK2KO e (C) RSK1/2DKO, foram usados para 

western blot, revelado contra as proteínas RSK1, RSK2 e ERK1/2, utilizada como proteína 

normalizadora.   
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4.2 VIAS DE SINALIZAÇÃO NAS CÉLULAS NOCAUTE PARA AS 

RSK 

 

Uma vez obtidas as células nocaute para as RSK, analisamos os efeitos nas 

vias de sinalização reguladas pelas mesmas. Especial ênfase foi atribuída à análise 

dos substratos estudados no paper ROFFÉ et al. (2015) e na dissertação de SOARES 

(2016) com o intuito de validar as observações obtidas. Além disso, uma vez que 

buscamos compreender a contribuição do crosstalk entre a via das RSKs com a via 

mTORC1 em direção à tradução, foram feitos estudos nos quais os clones deficientes 

em RSKs foram tratados com o inibidor de mTORC1, rapamicina, e tiveram a via 

Ras/ERK/RSKs estimuladas por PMA (Figura 18).  

A primeira observação se deu em relação à ativação de ERK nas células 

nocaute para RSKs. Nota-se que a depleção das RSKs não alterou os níveis de 

ERK1/2 total e ativada nessas células (Figura 15). Isso é relevante, pois indica que, 

nessas células, as RSKs não sejam tão relevantes para controlar o mecanismo de 

feedback da cascata das MAPK, sendo este essencialmente regulado por ERK. Nesse 

caso, ERK pode fosforilar e inibir, por exemplo, SOS, Raf e MEK1, diminuindo, 

dessa forma, a sinalização da via para compensar a ausência de RSK (DHILLON et 

al. 2007).  

Em relação à detecção da ativação das RSKs nas células nocaute tratadas com 

PMA, é importante salientar que os anticorpos utilizados para detectar a ativação de 

RSK1 (no resíduo Ser380) e de RSK2 (no resíduo Ser227) não são específicos para 

as isoformas em questão. Essa dificuldade se deve ao alto grau de homologia entre as 

isoformas (Figura 8). Assim, o anticorpo contra a proteína RSK1 fosforilada em Ser 

380 também detecta RSK2 fosforilada em um resíduo homólogo, a saber, Ser386. 

Dessa forma, a presença de bandas no western blot de P(S380)-RSK1 para as células 

RSK1KO reflete a presença de RSK2 fosforilada nas amostras estimuladas com PMA. 

De maneira semelhante, o anticorpo contra RSK2 fosforilada em Ser227 detecta o 

resíduo homólogo Ser221 de RSK1.   
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4.2.1 Validação do Envolvimento de RSK na Fosforilação de TSC2 

Assim como nos estudos de ROFFÉ et al. (2015) e SOARES (2016), a 

fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 por RSK também foi avaliada neste estudo. 

A fosforilação de TSC2 é chave para a ativação de mTORC1 e é um dos elos 

propostos entre as vias Ras/ERK/RSK e PI3K/AKT/mTORC1, por isso entender a 

implicação biológica da fosforilação em Ser1798 por RSK tem grande importância. 

No trabalho de ROFFÉ et al. (2015), foram utilizados siRNAs para as isoformas 

RSK1 e RSK2 (siRSK1/2) como modelo para estudo da fosforilação de TSC2 no 

resíduo Ser1798. Nesse trabalho, os autores mostram que a depleção concomitante de 

RSK1 e RSK2 diminui a fosforilação de TSC2 em Ser1798 e propõem a relevância 

da avaliação do alvo para avaliar o nível de atividade de RSKs nas células. De forma 

interessante, neste estudo observamos que as células RSK1KO geradas através do 

sistema CRISPR/Cas9 tratadas com PMA possuem deficiência na fosforilação de 

TSC2 no resíduo de Ser1798 (Figura 18B). De forma curiosa, o mesmo não foi 

observado para as células RSK2KO (Figura 18C). Esse resultado, somado ao trabalho 

anterior do grupo (SOARES 2016), sugere que a fosforilação de TSC2 em Ser1798 

nas células LN-18 seja realizada de maneira preferencial pela isoforma RSK1 e é 

explorado na próxima seção. Finalmente, outra observação relevante refere-se aos 

efeitos semelhantes observados nos clones que foram gerados com guias distintas, já 

que se entende que seja essencial validar os resultados obtidos com sgRNAs 

distintos. 

  



69 

 

Figura 18 - Sinalização via RSKs e mTORC1 em células LN-18 nocaute para RSK1 

ou RSK2 feitas com sgRNAs diferentes. (A) Esquema simplificado ilustrando a interação 

entre as vias de RSKs e mTORC1. Destaca-se a fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 por RSK, 

que levaria à inativação do complexo e consequente ativação de mTORC1. (B e C) Células LN-18 

foram transfectadas com plasmídeos contendo dois sets diferentes de sgRNAs para RSK1 e RSK2 (A 

e B). Clones de célula nocautes para RSK1 e RSK2 provenientes dos dois sistemas foram carenciadas 

por 48 horas e depois tratadas com 100 ng/mL de PMA por 15 minutos. Quando indicado, as células 

foram pré-tratadas por 30 minutos com 100 nM do inibidor de mTORC1, rapamicina. Os extratos 

foram usados para western blot e incubados com os anticorpos indicados. Observar que os anticorpos 

para P(S380)-RSK1 reconhece a fosforilação de um resíduo análogo em RSK2 e P(S227)-RSK2 

reconhece a fosforilação de um resíduo análogo em RSK1. 

 

4.2.2 Efeitos do Nocaute de RSK1 na via de mTORC1 

Uma vez que dados do grupo sugerem que a fosforilação de TSC2 em 

Ser1798 seja dependente de RSK1 e que observamos que clones RSK1KO 

apresentavam níveis de fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 inferiores em 

relação a clones RSK2KO, realizamos experimentos para verificar o comportamento 

das proteínas envolvidas nas vias de sinalização que controlam a tradução em clones 

RSK1KO gerados com duas guias diferentes. Nesse sentido, buscamos avaliar se a 

fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 implicaria na ativação das proteínas 

envolvidas com a regulação da tradução via Ras/ ERK/RSKs e/ou 

PI3K/AKT/mTORC1. Assim, avaliamos a fosforilação de rpS6 nos resíduos 

Ser235/236 (alvos de ambos RSK e S6K1) e de 4E-BP1 nos resíduos Thr37/46 (alvo 

de mTORC1). 
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De fato, clones RSK1KO gerados com duas guias distintas apresentaram 

deficiência na fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 (Figura 19). Contudo, os 

alvos abaixo da via, como rpS6 e 4E-BP1, não se alteraram significativamente. A 

falta de correlação entre a ausência de RSK e o nível de ativação dessas proteínas 

poderia ser explicado pelos altos níveis basais da via PI3K/AKT/mTORC1 nas 

células LN-18, o que pode implicar no fato de que a contribuição das RSKs para 

essas fosforilações seja muito baixo ou ausente. No mais, esses resultados 

corroboram os achados de ROFFÉ et al. (2015) e levantam o questionamento sobre o 

envolvimento da via Ras/ERK/RSK no controle da síntese de proteínas via 

mTORC1, reforçando a relevância desse estudo. 
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Figura 19 - Sinalização via RSKs e mTORC1 em células LN-18 nocautes para 

RSK1 feitas com sgRNAs diferentes. (A) Esquema simplificado ilustrando a interação entre as 

vias de RSKs e mTORC1. Destaca-se a fosforilação de TSC2 no resíduo Ser1798 por RSK, que 

levaria à inativação do complexo e consequente ativação de mTORC1. (B) Clones de células nocautes 

para RSK1 provenientes do sistema CRISPR/Cas9, gerados com dois sets diferentes de sgRNAs (A e 

B) foram carenciados por 48 horas e depois tratados com 100 ng/mL de PMA por 15 minutos. Os 

extratos foram usados para western blot e incubados com os anticorpos indicados. Observar que os 

anticorpos para P(S380)-RSK1 reconhece a fosforilação de um resíduo análogo em RSK2 e  P(S227)-

RSK2 reconhece a fosforilação de um resíduo análogo em RSK1. (C) A análise densiométrica das 

proteínas estudadas revelou que o alvo P(Ser1798)-TSC2 altera-se significativamente na ausência de 

RSK1, enquanto níveis de proteínas abaixo da via mostrada em (A) não alteram-se significativamente. 

Os experimentos foram realizados em triplicatas biológicas. A média e o SEM estão indicados. 
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4.3 A FOSFORILAÇÃO DE eIF4B NAS CÉLULAS NOCAUTE 

 

A fim de estudar o comportamento de outros alvos de RSKs que controlam a 

tradução, avaliamos a fosforilação de eIF4B no resíduo Ser422. eIF4B é uma proteína 

de ligação a RNA, que interage com eIF3 ligado ao ribossomo por meio de interações 

proteína-proteína e é importante no auxílio da atividade helicásica de eIF4A, que 

desenovela estruturas secundárias inibitórias na região 5’-UTR de alguns mRNAs 

(ROGERS et al. 2001; HARMS et al. 2014; GANDIN et al. 2016). 

Tanto RSK como S6K podem fosforilar e ativar eIF4B no resíduo Ser422 

(SHAHBAZIAN et al. 2006). Enquanto a fosforilação pelas RSK é resultante da 

ativação da via Ras/ERK, a de S6K depende da via de PI3K/AKT. Assim, para avaliar 

a contribuição das RSK na fosforilação de eIF4B, as células foram estimuladas por 

PMA, que estimula principalmente Ras/ERK ou por SFB, que estimula ambas as vias.  

De forma importante, observamos que células RSK1/2DKO apresentaram níveis de 

fosforilação de eIF4B muito menores em relação às células selvagens e aos nocautes 

individuais (Figura 20). Isso sugere que as isoformas RSK1 e RSK2 possuem função 

redundante em relação à fosforilação de eIF4B. Além disso, de forma interessante, 

quando nenhuma das isoformas está presente, os baixíssimos níveis de ativação de 

eIF4B, tanto com o estímulo com PMA, como por SFB, sugerem que o eixo 

mTORC1/S6K seja menos importante que o ERK/RSK nessas células. De fato, em 

seu trabalho, Roffé et al. (2015), reportam que não se observou redução na 

fosforilação de eIF4B em células LN-18 que tiveram a via de mTORC1 inibida por 

rapamicina. Por outro lado, a inibição concomitante por inibidores químicos de RSK 

(a saber, SL0101 e BI-D1870) resultou em menores níveis de ativação de eIF4B. 
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Figura 20 - Análise dos níveis de fosforilação de eIF4B, alvo de RSKs, nas células 

LN-18 nocaute para RSKs. (A) Esquema ilustrando interação entre as vias de RSKs e mTORC1 

no controle da tradução dependente de cap. Destacamos o alvo eIF4B na figura. Adaptado de ANJUM 

e BLENIS (2008). (B) Níveis de RSKs detectados nos clones nocautes utilizados nos experimentos. 

Notar que foram corridos géis separados para detectar RSK1 e RSK2. (C) Células WT, RSK1KO, 

RSK2KO e RSK1/2DKO foram carenciadas por 48 horas e tratadas com 100 ng/mL de PMA ou 10% 

SFB por 15 minutos. Os extratos foram utilizados para western blot e incubados com os anticorpos 

indicados. (D) Análise densiométrica dos níveis de fosforilação de eIF4B em Ser422 nos clones 

mostra que células RSK1KO e RSK1/2DKO apresentam deficiência na fosforilação de eIF4B. 

Experimentos realizados em triplicatas biológicas. A média e o SEM estão indicados.  

 

4.4 EFEITOS DA INIBIÇÃO DE mTORC1 NAS CÉLULAS 

NOCAUTE PARA RSK 

 

 Visto o potencial das RSKs como reguladores da síntese de proteínas, 

buscamos investigar qual seria a contribuição das mesmas na regulação da tradução 

de mRNAs dependente ou independentemente da via de mTORC1, por meio da 

translatômica das células. Dessa maneira, buscamos analisar os efeitos das RSKs 

quando mTORC1 está ativo ou inativo. Para isso, comparamos os efeitos de dois 

inibidores de mTORC1 com mecanismos de ação diferentes, rapamicina e Torin1. A 

rapamicina é um inibidor alostérico de mTORC1 e obstrui apenas parcialmente os 

substratos do sítio ativo. A Torin1 é um inibidor competitivo do sítio ativo da 



74 

quinase mTOR e inibe a atividade da mesma. Por ser um inibidor de sítio ativo de 

mTOR, tanto o complexo mTORC1 e mTORC2 são inibidos. Avaliamos os efeitos 

dos dois inibidores nas células nocaute para RSK através da determinação da 

fosforilação dos dois substratos principais de mTORC1, 4E-BP1 e S6K1. Tanto o 

tratamento com rapamicina como com Torin1 resultou na inibição completa da 

fosforilação de S6K1 por mTORC1 (Figura 21). Por outro lado, enquanto o 

tratamento com Torin1 foi capaz de induzir a desfosforilação completa de 4E-BP1, 

rapamicina afetou parcialmente a fosforilação do alvo. Isso se deve ao fato de que 

apenas dois dos quatro sítios de fosforilação de 4E-BP1 são sensíveis ao tratamento 

com rapamicina (CHOO et al. 2008; THOREEN et al. 2009). Como consequência da 

ausência de fosforilação em 4E-BP1, a proteína pode sequestrar seu ligante eIF4E e, 

dessa forma, diminuir a taxa de tradução das células. Assim, os efeitos de Torin1 na 

tradução devem ser mais proeminentes, em relação aos da rapamicina. 

 

 

Figura 21 - Comparação dos efeitos dos inibidores de mTOR, rapamicina e Torin1 

em células nocaute para as RSKs. Para os experimentos, células WT, RSK1KO, RSK2KO e 

RSK1/2DKO foram carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 100 nM de rapamicina ou 250 

nM de Torin1 e estimuladas com 10% SFB durante 6 horas. Os extratos proteicos foram utilizados 

para western blot e incubados com os anticorpos indicados. Notar que as 4E-BPs migram no SDS-

PAGE dependendo do estado de fosforilação, ou seja, quanto mais fosforiladas, mais alta a banda 

correspondente. O tratamento com Torin1 promove a desfosforilação total de 4E-BP1, enquanto, a 

desfosforilação na presença de rapamicina é incompleta. 
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4.5 COMPARAÇÃO ENTRE O TRATAMENTO COM AS DROGAS 

RAPAMICINA E TORIN1 PARA ESTUDOS SOBRE A TRADUÇÃO 

 

Em um estudo piloto, as células selvagens e nocautes para as RSK foram 

tratadas com o inibidor de mTORC1, rapamicina, e foram corridos os perfis 

polissomais das mesmas. Com esse experimento (Figura 22), pudemos notar alguns 

pontos importantes que aprimoraram o desenho experimental para a realização da 

translatômica das células. O primeiro ponto refere-se aos altos níveis de tradução 

observados nas células LN-18 carenciadas. Comparando-se as curvas dos perfis 

plotados nas figuras, é possível verificar que o tratamento com soro não induz a 

tradução a níveis elevados, conforme esperávamos no caso de células que foram 

previamente depletadas de fatores de crescimento (notar que as áreas abaixo das 

curvas em preto e azul resultariam em taxas de tradução muito semelhantes). Isso 

pode indicar que, nessas células, a tradução não depende fortemente de fatores de 

crescimento. Outro ponto importante refere-se à inibição da tradução por rapamicina, 

que não desempenhou efeitos inibitórios suficientemente elevados que nos 

permitiriam estabelecer um modelo adequado em relação à identificação de mRNAs 

regulados por RSKs de forma dependente ou independente de mTORC1. 

De maneira inesperada, nas células LN-18, o pico referente ao monossomo 

80S aparece dividido em dois em todos os perfis polissomais realizados. Uma 

possível justificativa pode estar relacionada a algum defeito na ligação das 

subunidades menores, ou no caso em que os níveis das mesmas não existam 

estequiometricamente no momento da tradução (por exemplo, como ocorre em 

linhagens que apresentam defeitos na maturação da subunidade 60S ou com níveis 

reduzidos dessa subunidade) (ROTENBERG et al. 1988; KEMMLER et al. 2009). 

Nesse caso, em termos biológicos, o mRNA estaria associado a mais de um PIC 43S, 

que estaria esperando 60S, “atrasando”, assim, a montagem completa do monossomo 

80S num mRNA que já está sendo traduzido por um ribossomo.  
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Figura 22 - Perfil polissomal de células LN-18 nocautes para RSKs. (A) Esquema 

ilustrando a interação entre as vias de RSKs e mTORC1 convergindo no controle da síntese proteíca. 

No esquema, é possível observar que SFB ativa as vias de Ras/ERK/RSKs e PI3K/AKT/mTORC1. 

(B) Perfil polissomal de células WT, RSK1KO, RSK2KO e RSK1/2DKO em gradiente 5-50% de 

sacarose. Para o experimento, as células foram carenciadas de soro por 48 horas (linha preta), tratadas 

com 10% de SFB (linha azul) ou pré-tratadas com 100 nM de rapamicina, por 30 minutos, seguido 

pelo tratamento com 10% de SFB por 6 horas (linha vermelha). Para estimar o nível de tradução de 

cada célula é necessário observar a razão entre a área abaixo do pico dos polissomos e a área abaixo 

do pico de 80S (no caso das LN-18 o pico aparece dividido em dois), como indicado no primeiro 

painel. Notar que a região polissomal dos perfis apresenta comportamento ascendente, devido à pouca 

quantidade de material utilizada com a consequente absorção de UV por algum componente das 

soluções do gradiente. 
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Visto que o processo de tradução é afetado parcialmente após o tratamento 

com rapamicina, como resultado da incompleta desfosforilação de 4E-BP1 (Figura 

21), comparamos os efeitos a nível traducional de rapamicina com o inibidor 

catalítico de mTOR, Torin1. Por meio de ensaios de perfil polissomal, observamos as 

diferenças entre os efeitos da inibição da tradução por rapamicina ou Torin1 (Figura 

23). Uma vez que Torin1 é capaz de induzir a desfosforilação de 4E-BP1 

completamente e rapamicina apenas parcialmente (Figura 21), isso se refletiu, 

conforme esperado, em uma maior inibição da tradução, já que eIF4E, nesse caso, 

estaria ligando-se a 4E-BP1 e não a eIF4G, no qual participaria do complexo de 

união ao cap, eIF4F.  

 

 

Figura 23 - Comparação dos efeitos à nível de traducional dos inibidores de mTOR, 

rapamicina e Torin1. Para os experimentos, células WT, RSK1KO, RSK2KO e RSK1/2DKO foram 

carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 100 nM de rapamicina ou 250 nM de Torin1 e 

estimuladas com 10% SFB durante 6 horas. Os extratos polissomais foram aplicados em gradiente 5-

50% de sacarose. Na figura, apresenta-se o perfil polissomal de células WT tratadas com DMSO (em 

azul), Rapamicina (em vermelho) ou Torin1 (em verde). Notar que as células tratadas com Torin1 

apresentam menor taxa de tradução, já que na medida em que a área dos polissomos diminui, a 80S 

aumenta em relação ao controle.  
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4.6 PERFIL POLISSOMAL OTIMIZADO PARA 

TRANSLATÔMICA DE CÉLULAS NOCAUTE PARA AS RSKs 

 

Em um trabalho recente, nosso grupo colaborou com a otimização de um 

gradiente para obtenção de perfis polissomais que facilitassem os passos subsequentes 

na análise do translatoma de tumores (LIANG et al. 2017). Para analisar o efeito das 

isoformas das RSKs no translatoma de células de GBM, utilizamos esse gradiente 

otimizado. Além disso, para determinar os efeitos das RSKs dependentes e 

independentes de mTORC1, as células foram tratadas com Torin1. Inicialmente, 

verificamos a fosforilação dos alvos de mTORC1, 4E-BP1 e S6K1, nas células 

selvagens e nocautes para RSKs (Figura 24A). De forma adequada, o tratamento com 

Torin1 causou a total desfosforilação dos alvos. 

Além de permitir obter o mRNA ativamente traduzido, os perfis polissomais 

nos permitiram estimar os níveis de tradução de cada tipo celular, através da 

quantificação da relação da área do pico dos polissomos em relação à área abaixo os 

picos de 80S + 2n (mRNA associado com 2 ribossomos), Figura 15D. Pudemos 

observar que a tradução é menor quando as duas isoformas das RSKs estão ausentes 

(Figuras 24B - F). Um ponto interessante é que nas células DKO, a fosforilação de 

4E-BP1 é similar à fosforilação das células selvagens e nocautes simples, indicando 

que a diminuição nos níveis de tradução dessas células não é o resultado de uma 

inativação de mTORC1, sugerindo que outros mecanismos dependentes de RSK são 

importantes, como por exemplo a fosforilação de eIF4B. O tratamento com Torin1 

reduziu a tradução em todas as células, sendo que os níveis de tradução das células 

DKO foram menores que nas outras células após o tratamento com Torin1. 
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Figura 24 - Perfis polissomais em gradiente não-linear otimizado para obtenção de 

mRNAs eficientemente traduzidos. Para os experimentos as células foram carenciadas de soro 

por 48 horas e pré-tratadas com 250 nM de Torin1 e estimuladas com 10% SFB durante 6 horas. (A) 

Os extratos proteicos foram utilizados para western blot e incubados com os anticorpos indicados. Os 

extratos de polissomos foram aplicados no gradiente não linear e ultracentrifugados. Foram obtidos os 

perfis para (B) WT; (C) RSK1KO; (D) RSK2KO e (E) DKO. (F) Foi realizada a quantificação das áreas 

abaixo dos polissomos e dos picos 80S + 2n e as taxas de tradução para cada condição foram 

calculadas conforme descrito na Figura 15D. (n = 3) 

 

4.7 TRANSLATÔMICA DAS CÉLULAS LN-18 NOCAUTE  

 

4.7.1 Análise da Integridade dos mRNA Totais e Polissomais 

A partir do pico dos polissomos (> 3n), os mRNA associados com os 

polissomos (ativamente traduzidos) e o respectivo mRNA total da alíquota do extrato 

que não foi aplicada no gradiente foram purificados. A qualidade dos mRNAs total e 

polissomal obtidos foi de altíssima qualidade, com a maioria dos RIN possuindo 

valores máximos (RIN = 10), como mostrado na Figura 25. As amostras de mRNAs 

foram, então, enviadas para a AFIP (https://www.afip.com.br/principal.asp? 

pCanalRH=1) para correr os chips do microarranjo ClariomTM D Assay, human 

(Affymetrix). 
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Figura 25 - Análise da qualidade dos RNAs totais e polissomais isolados. Após 

extração, a análise dos RNAs utilizados nos experimentos de microarranjo foi realizada através de 

Bioanalyzer. Em (A) Apresenta-se um gel ilustrativo das corridas dos fragmentos de RNA presentes 

nas amostras. A seguir, mostram-se os picos e respectivos valores de RIN de RNAs totais e 

polissomais para os clones (B) WT; (C) RSK1KO; (D) RSK2KO; (E) RSK1/2DKO. Os valores de RIN 

foram altos, mostrando a alta qualidade dos RNAs isolados.  

 

4.7.2 Análise de Componentes Principais 

Os arquivos CEL resultantes dos microarranjos passaram todos os controles 

de qualidade (checado através do software Trancriptome Analysis Console da 

Affymetrix). Os microarranjos foram sumarizados e normalizados através de SST-

RMA. Para avaliar se a variação contida nos quatro primeiros componentes possui 

informações relevantes sobre as amostras, as mesmas foram projetadas em gráficos 

plotados de PC1 x PC2; PC1 x PC3; PC2 x PC3 e PC3 x PC4 (Figura 26 A - D). 

Nesse sentido, observamos que o primeiro componente (PC1), é definido 

principalmente pela origem do RNA, ou seja, total ou polissomal e explica mais de 



81 

40% da variância original das amostras, sendo que PC2, é definido pelo tratamento 

com Torin1 e retem 16,82% da variância original. Finalmente, diferenças entre 

células DKO e as demais define PC3. Em uma menor proporção, PC4 foi definido 

pela variação observada quando são comparadas células RSK1KO com células WT e 

RSK2KO.  

 

 

Figura 26 - Análise de Componentes Principais (PCA) da translatômica das células 

LN-18 nocaute. Os dados obtidos da análise dos microarranjos de mRNAs totais e polissomais das 

células LN-18 selvagens (WT), nocautes para RSK1, RSK2 e DKO foram inicialmente analisados por 

PCA. Em (A - D) observamos que PC1 separa as amostras em RNAs totais e polissomais; PC2 separa 

as amostras tratadas com Torin1 das tratadas com o veículo (DMSO); PC3 separa as DKO das demais; 

PC4 separa células RSK1 de células WT e RSK2. Os dados foram filtrados para eliminar mRNAs 

com intensidade e variância abaixo do primeiro quartil. A porcentagem da variância explicada é 

indicada para cada componente principal (PC). 
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4.7.3 Análise dos Efeitos da Depleção das Isoformas de RSK nos mRNAs 

Traduzidos 

 Primeiramente, analisamos os mRNAs traduzidos eficientemente (mRNA 

polissomal) das células para obter um panorama das mudanças associadas à perda 

das isoformas de RSK, por meio do pacote anota2seq para R (OERTLIN et al. 2018). 

A análise dos genes diferencialmente expressos referentes ao mRNA polissomal foi 

determinada através de várias comparações (contrastes) entre os diferentes tipos de 

células e tratamentos. É importante mencionar que os contrastes foram determinados 

com base na comparação do efeito das células com perda de RSK e/ou inativação de 

mTOR em relação às células contendo RSK e/ou ativação de mTOR. Por exemplo, 

um dos contrastes analisados foi células RSK1KO relativo a células WT, em 

condições de mTOR ativado (DMSO). A nomenclatura para esse contraste seria 

RSK1_WT_D (D utilizado para indicar que foi na presença de DMSO). Os mRNAs 

perdidos nesse contraste, em teoria, seriam os mRNAs cuja expressão depende da 

presença de RSK1. Os contrastes nos quais comparamos o efeito de Torin1 (mTOR 

inativo) relativo a DMSO (mTOR ativo) foram indicados segundo o tipo da célula 

estudada seguido de “ _TD” (por exemplo, RSK2_TD quando a célula estudada foi 

RSK2KO). Outra vez, os mRNAs perdidos nesse contraste, em teoria, seriam os 

mRNAs cuja expressão depende de mTOR ativado. 

A partir dos dados para as células selvagens e nocautes tratadas com Torin1 

ou com DMSO, obtivemos os mRNAs cuja tradução diminui de forma dependente de 

mTORC1 e chamamos este grupo de comparação de “Contraste 1” (WT_TD, 

RSK1_TD, RSK2_TD and DKO_TD). A seguir, as células nocautes tratadas com 

DMSO foram comparadas com as WT tratadas com DMSO e este grupo foi chamado 

de “Contraste 2” (RSK1_WT_D, RSK2_WT_D and DKO_WT_D). No “Contraste 

3”, comparamos as células nocautes tratada com Torin1 com WT tratada com Torin1 

(RSK1_WT_T, RSK2_WT_T e DKO_WT_T). No “Contraste 4”, células DKO 

tratadas com DMSO foram comparadas com os nocautes individuais, também 

tratados com DMSO (DKO_RSK2_D e DKO_RSK1_D). Por fim, no “Contraste 5” 

células DKO tratadas com Torin1 foram comparadas às células nocautes individuais 

tratadas com Torin1 (DKO_RSK2_T e DKO_RSK1_T). Os contrastes 4 e 5 

reforçam a relevância das isoformas, assim, por exemplo, em DKO_RSK2_D, 
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avaliamos a relevância da isoforma RSK1 na presença da via de mTOR ativada e, de 

maneira similar, em DKO_RSK1_D avaliamos a relevância da isoforma RSK2, sob 

as mesmas condições. 

 A regulação negativa de mRNAs nas células nocautes para RSKs pressupõe 

que a presença da isoforma ausente seria necessária à tradução daqueles mRNAs. 

Assim, mRNAs que tiveram regulação negativa (downregulation ou reprimidos) em 

cada célula devido ao tratamento com Torin1 foram comparados (“Contraste 1”). 

Encontramos que o número de mRNAs polissomais cuja expressão diminuiu foi 

maior em células RSK1KO (Figura 27A, a saber, RSK1_TD = 2118; WT_TD = 1321; 

DKO_TD = 1320; RSK2_TD = 1027). De maneira interessante, comparando-se o 

“Contraste 2”, encontramos que células que não apresentam nem RSK1, nem RSK2, 

quando tratadas com DMSO (ou seja, quando mTORC1 está ativado) apresentaram 

mais do que o dobro de mRNAs cuja expressão foi diminuída em relação à perda 

individual de RSK1 ou RSK2, como mostrado na Figura 27B (a saber, DKO_WT_D 

= 2354; RSK1_WT_D = 997; RSK2_WT_D = 828). Esse resultado indica que 

existem mRNAs que podem ser regulados redundantemente por uma ou outra 

isoforma. 

Surpreendentemente, a análise dos mRNAs do “Contraste 3” revelou que com 

Torin1, o número de mRNAs reprimidos em RSK1KO é comparável ao observado nas 

células DKO, enquanto que nas RSK2KO não se observam os mesmos efeitos, como 

mostrado na Figura 27C (a saber, DKO_WT_T = 2510; RSK1_WT_T = 2271; 

RSK2_WT_T = 81). Na figura 27D, observamos que RSK1 regula 1570 mRNAs, 

quando mTORC1 está inativo, diferentemente do que ocorre nas células RSK2KO, 

nas quais apenas 12 mRNAs seriam regulados pela isoforma RSK2 (Figura 27E). 

Esse achado indica que quando mTORC1 é inibido, RSK1 é capaz de manter a 

tradução desses mRNAs, sendo que RSK2 não tem o mesmo efeito sobre a tradução 

desses mRNAs, nas mesmas condições. 

A deleção das duas isoformas de RSK resultou no maior número de mRNAs 

reprimidos quando comparados aos WT.  Contudo, mais do que 2/3 desses foram 

perdidos tanto no tratamento com DMSO, como com Torin1, como mostrado na 

Figura 27F. Isso explicaria a razão pela qual o número de mRNAs perdidos na 

comparação DKO_TD ser menor do que em RSK1_TD (Figura 27A). 
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As comparações DKO_RSK2 e DKO_RSK1 indicam os efeitos da perda de 

RSK1 e RSK2 na ausência da outra isoforma, respectivamente. O tratamento com 

DMSO mostra que a maioria dos mRNAs diminuídos por RSK1 ou por RSK2 são os 

mesmos, o que revela redundancia das funções das isoformas nessa condição (Figura 

27G). Contudo, a soma dos genes regulados por RSK1 ou RSK2 individualmente foi 

menor do que metade dos mRNAs regulados pela presença de ambas as isoformas 

juntas, ou seja, DKO_WT_D = 2354 versus DKO_WT_D ∩ (DKO_RSK2_D	∪ 

DKO_RSK1_D) = 1131, como mostrado na Figura 27G. Com o tratamento com 

Torin1, RSK1 por si só foi responsável pela modulação de 60% dos mRNAs 

modulados pelas duas isoformas, enquanto RSK2, por 30% (Figura 27H). As Figuras 

27I e 27J mostram, também, que RSK1 isoladamente reprime mais mRNAs do que 

RSK2. 
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Figura 27 - Análise dos mRNAs polissomais reprimidos (downregulated) pela perda 

das isoformas de RSK ou tratamento com Torin1. Diagramas de Venn para mRNA 

traduzido (polissomal) nas seguintes comparações/contrastes: (A) WT_TD; RSK1_TD; RSK2_TD e 

DKO_TD. (B) RSK1_WT_D; RSK2_WT_D e DKO_WT_D. (C) RSK1_WT_T; RSK2_WT_T e 

DKO_WT_T. (D) RSK1_WT_D e RSK1_WT_T. (E) RSK2_WT_D e RSK2_WT_T. (F) 

DKO_WT_D e DKO_WT_T. (G) DKO_WT_D, DKO_RSK2_D (perda de RSK1) e DKO_RSK1_D 

(perda de RSK2). (H) DKO_WT_T, DKO_RSK2_T e DKO_RSK1_T. (I) DKO_RSK2_D e 

DKO_RSK2_T. (J) DKO_RSK1_D e DKO_RSK1_T. O número total de mRNAs regulados em cada 

contraste está indicado entre parenteses. 

 

  



86 

A seguir, procedemos com a análise dos mRNAs polissomais que tiveram 

ativação (upregulation) utilizando as mesmas comparações dos “Contrastes 1 - 5”.  A 

Figura 28A mostra que no “Contraste 1”, praticamente 50% dos mRNAs com 

ativação após o tratamento com Torin1 são independentes de RSK (a saber, WT_TD 

= 50%; RSK1_TD = 44%; RSK2_TD = 45%; DKO_TD = 46%) em confronto com 

os dados obtidos para mRNAs que são reprimidos (na Figura 27A, WT_TD = 36%; 

RSK1_TD = 22%; RSK2_TD = 46%; DKO_TD = 36%).  

O número de mRNAs ativados nas comparações entre células nocaute contra 

células WT, que estaria relacionado com um efeito repressor mediado pelas 

isoformas das RSKs, foi consistentemente menor do que os regulados negativamente, 

como observado comparando as Figuras 28B - F e Figuras 27B - F. Contudo, um 

comportamento similar das células DKO foi observado: a perda concomitante de 

RSK1 e RSK2 resultou num aumento maior da tradução de mRNAs, quando 

comparado à perda das isoformas individuais tanto nas células tratadas com DMSO 

quanto com Torin1. Em relação às comparações DKO_RSK1 e DKO_RSK2 com 

tratamento com DMSO, encontramos que a soma dos genes regulados por RSK1 ou 

RSK2 isoladamente foi de 84% dos mRNAs regulados pela presença de ambas as 

isoformas juntas, ou seja, DKO_WT_D = 888 versus DKO_WT_D ∩ 

(DKO_RSK2_D	∪ DKO_RSK1_D) = 681, como mostrado na Figura 28G. Na 

presença de Torin1, a contribuição foi de 68% e, nesse caso, RSK2 parece ser mais 

importante para regulação positiva de genes do que RSK1, como observado nas 

Figuras 28H - J. 
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Figura 28 - Análise dos mRNAs polissomais ativados (upregulated) pela perda das 

isoformas de RSK ou tratamento com Torin1. Diagramas de Venn para mRNA traduzido 

(polissomal) nas seguintes comparações/contrastes: (A) WT_TD; RSK1_TD; RSK2_TD e DKO_TD. 

(B) RSK1_WT_D; RSK2_WT_D e DKO_WT_D. (C) RSK1_WT_T; RSK2_WT_T e DKO_WT_T. 

(D) RSK1_WT_D e RSK1_WT_T. (E) RSK2_WT_D e RSK2_WT_T. (F) DKO_WT_D e 

DKO_WT_T. (G) DKO_WT_D, DKO_RSK2_D (perda de RSK1) e DKO_RSK1_D (perda de 

RSK2). (H) DKO_WT_T, DKO_RSK2_T e DKO_RSK1_T. (I) DKO_RSK2_D e DKO_RSK2_T. 

(J) DKO_RSK1_D e DKO_RSK1_T. O número total de mRNAs regulados em cada contraste está 

indicado entre parenteses. 
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A partir dos dados da expressão diferencial dos mRNAs traduzidos nas 

comparações dos “Contrastes 1 - 5”, conforme descrito acima, analisamos os 

processos biológicos associados a cada um deles, a partir do pacote GOstats. 

Conforme esperado, o tratamento com Torin1 reprimiu mRNAs associados a 

processos metabólicos, tanto em células WT como em nocautes para RSKs (Figura 

29). Por outro lado, nas células RSK1KO, Torin1 diminuiu a tradução de mRNAs 

relacionados a processos que envolvem proteínas ribossomais, como iniciação da 

tradução. Isso significa que quando a via de mTORC1 é inativada, RSK1 seria capaz 

de manter o funcionamento de tais processos nas células (Figura 29B). 

 

 

Figura 29 - Processos biológicos reprimidos devido ao tratamento com Torin1. 

GOstats foi utilizado para determinar os processos biológicos associados à regulação negativa dos 

mRNAs traduzidos nas seguintes comparações/contrastes: (A) WT_TD; (B) RSK1_TD; (C) 

RSK2_TD e (D) DKO_TD. O número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da 

respectiva barra. 
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A seguir, analisamos as comparações de células nocautes para RSK versus 

células WT (Figura 30). Essa análise mostrou que mRNAs relacionados a processos 

relacionados tanto com a divisão, como ciclo celular e quanto à cromatina são 

enriquecidos em células RSK1KO e DKO, mas não em células RSK2KO (Figuras 30A, 

C e E). Assim, a presença de RSK1, mas não RSK2, seria importante na regulação 

dessas funções. O tratamento com Torin1 (Figuras 30B, D e F) reprimiu processos 

relacionados a cadeia de transporte de elétrons apenas quando da ausência de RSK1. 
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Figura 30 - Processos biológicos reprimidos devido à perda de isoformas de RSK, 

relativo às células WT. GOstats foi utilizado para determinar os processos biológicos associados 

à repressão dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparações/contrastes: (A) RSK1_WT_D; (B) 

RSK1_WT_T; (C) RSK2_WT_D; (D) RSK2_WT_T; (E) DKO_WT_D e (F) DKO_WT_T. O 

número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em 

cinza indicam os processos que são modulados na presença de ambos DMSO e Torin1 no mesmo tipo 

celular. 
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A análise das comparações de DKO_RSK1 (relevância de RSK2 ao processo) 

e DKO_RSK2 (relevância de RSK1 ao processo) (“Contrastes 4 e 5”), apresentada 

na Figura 31 confirma que RSK1, mas não RSK2, é importante para divisão e ciclo 

celular. Dessa forma, RSK1 sozinho seria suficiente para regular esses processos, 

mesmo quando a via de mTOR está ativada (Figura 31A e B).  

 

 

Figura 31 - Processos biológicos reprimidos devido à perda de isoformas de RSK, 

relativo às células nocaute individuais. GOstats foi utilizado para determinar os processos 

biológicos associados à repressão dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparações/contrastes: (A) 

DKO_RSK2_D; (B) DKO_RSK2_T; (C) DKO_RSK1_D e (D) DKO_RSK1_T. 

O número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em 

cinza indicam os processos que são modulados na presença de ambos DMSO e Torin1 no mesmo tipo 

celular. 
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 Paradoxalmente, nossos resultados indicam que o tratamento com Torin1 

induz ao enriquecimento de mRNAs associados a processos relacionados a via das 

MAPK somente em células WT (Figura 32). A perda de RSK1 nas células RSK1KO e 

DKO tratadas com Torin1 está associada ao enriquecimento de mRNAs associados a 

divisão e ciclo celular (Figura 32B e D), processos que, como vimos nas Figura 30, 

são regulados negativamente nas comparações RSK1_WT_D e DKO_WT_D 

(Figuras 30A e E). Esses achados, aparentemente controversos, estão relacionados à 

complexa regulação de alguns mRNAs como, por exemplo, dos que codificam 

histonas. A tradução de mRNAs de histonas é resistente ao tratamento com Torin1, 

significando que a inibição de mTORC1 não afeta sua tradução. Isso sugere outro 

mecanismo de regulação traducional, que não envolve mTORC1. No caso de nossos 

resultados, encontramos que RSK1, na presença de Torin1, estaria relacionada a 

repressão de mRNAs associados a divisão e ao ciclo celular (Figuras 32B e D). Dado 

como exemplo a regulação de mRNAs de histonas, é possível que RSK1 esteja 

envolvido nesse outro mecanismo de regulação traducional, relacionado a tradução 

desse conjunto de mRNAs. Reforçando isso, encontramos que RSK1, na presença da 

via de mTOR ativada (Figuras 30A e E) é capaz de manter a tradução de mRNAs 

relacionados à divisão e ciclo celular. Assim, RSK1 funcionaria como um repressor 

da tradução desses mRNAs, quando existe inativação de mTORC1 e como ativador 

da tradução dos mesmos, na presença da via de mTOR ativada, funcionando, dessa 

forma, em outro mecanismo de regulação, independente de mTORC1. Por outro 

lado, encontramos que a isoforma RSK2 está associada com o enriquecimento de 

mRNAs associados a processos de desenvolvimento vascular, estando, assim, 

funcionando como um repressor da tradução desses mRNAs, visto que esse processo 

foi encontrado ativado tanto em RSK2_TD como em DKO_TD (Figuras 32C e D). 
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Figura 32 - Processos biológicos enriquecidos devido ao tratamento com Torin1. 

GOstats foi utilizado para determinar os processos biológicos associados ao enriquecimento dos 

mRNAs traduzidos nas seguintes comparações/contrastes: (A) WT_TD; (B) RSK1_TD; (C) 

RSK2_TD e (D) DKO_TD. O número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da 

respectiva barra. 

 

De maneira interessante, a perda de RSKs está associada ao enriquecimento 

de mRNAS associados a processos como adesão celular, migração e matriz 

extracelular, indicando que as isoformas reprimem mRNAs associados a tais 

processos nessas células (Figuras 33 e 34). 
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Figura 33 - Processos biológicos enriquecidos devido a perda de isoformas de RSK, 

relativo às células WT. GOstats foi utilizado para determinar os processos biológicos associados 

ao enriquecimento dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparações/contrastes: (A) RSK1_WT_D; 

(B) RSK1_WT_T; (C) RSK2_WT_D; (D) RSK2_WT_T; (E) DKO_WT_D e (F) DKO_WT_T. O 

número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em 

cinza indicam os processos que são modulados na presença de ambos DMSO e Torin1 no mesmo tipo 

celular. 
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Figura 34 - Processos biológicos enriquecidos devido a perda de isoformas de RSK, 

relativo às células nocaute individuais. GOstats foi utilizado para determinar os processos 

biológicos associados ao enriquecimento dos mRNAs traduzidos nas seguintes 

comparações/contrastes: (A) DKO_RSK2_D; (B) DKO_RSK2_T; (C) DKO_RSK1_D e (D) 

DKO_RSK1_T. O número de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva 

barra. Barras em cinza indicam os processos que são modulados na presença de ambos DMSO e 

Torin1 no mesmo tipo celular. 

 

 Dentre os principais processos biológicos alterados nos diferentes contrastes 

analisados (Figura 35), citamos os processos envolvendo interações entre DNA e 

proteínas, bem como divisão celular (Figura 35B).  
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Figura 35 - Resumo da regulação dos processos biológicos dentre os diferentes 

contrastes/comparações. O enriquecimento dos processos biológicos (BP) foi determinado a 

partir da expressão diferencial de mRNAs traduzidos (polissomais) dentre os contrastes. Foram 

inclusos apenas processos biológicos compartilhados por ao menos dois contrastes/comparações. (A) 

Reprimidos em BP (verde); (B) BP ativados ou reprimidos em diferentes contrastes/comparações (em 

verde, reprimido; em vermelho, ativado; amarelo, ativado e reprimido no mesmo 

contraste/comparação) e (C)  BP Ativado (vermelho).   
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4.7.4 Determinação de Formas de Regulação que Resultam em Mudanças dos 

mRNAs traduzidos 

 O pacote anota2seq permite a análise da expressão gênica diferencial e 

classificação desses genes em módulos regulatórios (OERTLIN et al. 2018). Assim, 

mRNA polissomal (ou mRNAs eficientemente traduzidos) pode ser classificado em 

tradução (em que a mudança de mRNAs polissomais é mais importante do que a 

correspondente mudança na transcrição) ou em abundância (em que transcrição e 

tradução contribuem em níveis comparáveis para a expressão genica). Por sua vez, 

mRNA total (ou mRNAs que são transcritos) podem ser classificados em abundância 

ou em buffering (“tamponamento”), em que mudanças na transcrição não resultam 

em mudanças nos níveis de mRNAs traduzidos, o que implica em uma 

correspondente modulação nas taxas de tradução. 

 Células RSK1KO tratadas com Torin1 mostraram um número de mRNAs 

regulados negativamente pela tradução em uma proporção maior do que o dobro 

daqueles regulados negativamente em células WT (mostrado em verde, nas Figuras 

36A e B). Já nas células RSK2KO e DKO, os efeitos da repressão de mRNAs por 

meio da tradução sob tratamento com Torin1 é bem inferior ao de RSK1KO 

(mostrado em verde, nas Figuras 36C e D). Dessa forma, tem-se que a isoforma 

RSK1 seria necessária à regulação da tradução desses mRNAs. 
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Figura 36 - Classificação dos mRNAs diferencialmente expressos devido ao 

tratamento com Torin1 nos módulos regulatórios. Foi utilizado o algoritmo Anota2seq para 

classificar os dados do translatoma nos módulos regulatórios. (A) WT_TD; (B) RSK1_TD; (C) 

RSK2_TD e (D) DKO_TD. 

 

 A seguir, analisamos os efeitos da deleção das isoformas de RSK. Em células 

nocaute tratadas com DMSO, a perda concomitante de ambas as isoformas resulta na 

repressão, mediada pela tradução, de mais de 2/3 dos mRNAs reprimidos em células 

nocaute individuais (DKO_WT_D = 1120; RSK2_WT_D = 371; RSK1_WT_D = 

217), como observado na Figura 37A - C. Além disso, células sem RSK1 e RSK2 

(DKO) mostraram grande redução em mRNAs reprimidos por abundância, quando 

comparadas a perda das isoformas individuais, o que reforça o possível papel das 

RSKs como importantes mediadoras da regulação da expressão gênica.  O número de 



99 

mRNAs regulados negativamente pela tradução em células RSK1KO tratadas com 

Torin1 foi mais do que 6,5 vezes maior quando comparado com as mesmas células, 

tratadas com DMSO, o que indica que RSK1 pode regular a tradução quando mTOR 

está inativo (comparar Figuras 37A e D). O mesmo não foi observado para células 

RSK2KO, comparando as Figuras 37B e E. Células DKO tratadas com Torin1 

mostraram uma diminuição da expressão de mRNAs tanto por tradução, como por 

abundância em comparação com células selvagens tratadas com Torin1, em níveis 

semelhantes aos observados com DMSO (Figura 37F), reiterando a importância das 

RSKs na regulação da síntese de proteínas. A análise dos efeitos das isoformas 

individuais de RSK por meio da comparação entre os contrastes DKO/RSK2KO 

(relevância de RSK1) e DKO/RSK1KO (relevância de RSK2) confirma que RSK1 é 

necessária para a regulação da tradução de mais mRNAs do que RSK2, 

principalmente quando mTORC1 se encontra inativado (comparar Figuras 38A e B 

com 38C e D). 

 

 

Figura 37 - Classificação dos mRNAs diferencialmente expressos devido a perda 

das isoformas de RSK, relativo a WT, nos módulos regulatórios. O algoritmo Anota2seq 

foi utilizado para classificar os dados do translatoma nos módulos regulatórios. (A) RSK1_WT_D; 

(B) RSK2_WT_D; (C) DKO_WT_D; (D) RSK1_WT_T; (E) RSK2_WT_T; (F) DKO_WT_T. 
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Figura 38 - Classificação dos mRNAs diferencialmente expressos devido a perda 

das isoformas de RSK, relativo aos nocautes individuais, nos módulos regulatórios. O 

algoritmo Anota2seq foi utilizado para classificar os dados do translatoma nos módulos regulatórios. 

(A) DKO_RSK2_D (avalia o efeito da perda de RSK1); (B) DKO_RSK1_D (avalia o efeito da perda 

de RSK2); (C) DKO_RSK2_T (avalia o efeito da perda de RSK1) and (D) DKO_RSK1_T (avalia o 

efeito da perda de RSK2). 

 

4.7.5 Definição de módulos de Regulação da Expressão Genica Dependente 

das Isoformas de RSK 

 Em seguida, classificamos os mRNAs cuja expressão se modificou nas 

células nocaute em módulos baseados nas comparações dos Contrastes. Para os 

mRNAs que foram regulados negativamente (downregulation ou reprimidos) pela 

tradução, observamos que a grande maioria é sensível a perda de RSK1 na presença 

de Torin1. Na Figura 39A, encontramos que os quatro primeiros módulos (linhas 

horizontais), que compreendem 1176 mRNAs foram: 1) RSK1_WT_T, 2) 
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RSK1_TD, 3) RSK1_WT_T e RSK1_TD e 4) DKO_RSK2_T. Em relação aos 

mRNAs regulados negativamente pela abundância, os módulos que contém mais 

mRNAs regulados incluem células DKO e, especialmente, comparações entre 

tratamento com Torin1 versus DMSO, como mostrado na Figura 39B. Para 

exemplificar, na Figura 39B, o quarto módulo é representado pelas comparações de 

quatro tipos celulares tratados com Torin1, que indica que esses mRNAs são 

regulados essencialmente por mTOR e não por RSK. Em relação aos módulos que 

contém mRNAs ativados (upregulation) pela tradução, os mesmos são enriquecidos 

nos contrastes que consideram o tratamento com Torin1 versus DMSO e, de forma 

marcante, o módulo com mais mRNAs é RSK2_TD (Figura 39C), o que indica que 

perder RSK2 traz consequências diferentes de perder RSK1 (comparar com Figura 

39A). Nesse caso, isso significaria que RSK2 tem efeitos associados à repressão da 

tradução de mRNAs, enquanto RSK1 tem efeitos associados à ativação de outros 

mRNAs. De maneira interessante, a comparação WT_TD, mas não as RSK1_TD, 

RSK2_TD ou DKO_TD contém o maior número de mRNAs regulados 

positivamente por abundância (Figura 39D). 
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Figura 39 - Definição dos módulos de expressão gênica dependente das isoformas 

de RSK. Um mRNA é classificado em um módulo com base nos contrastes/comparações nas quais é 

regulado e nos módulos regulatórios que medeiam essa regulação. (A) Regulação negativa 

(downregulation) por tradução; (B) regulação negativa (downregulation) por abundância; (C) 

regulação positiva (upregulation) por tradução e (D) regulação positiva (upregulation) por 

abundância. Os módulos foram ordenados de acordo com o número de mRNAs que os compõem. Os 

gráficos mostram os 40 primeiros módulos. O número de mRNAs que os compõem estão indicados à 

esquerda. 
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4.7.6 Família de Genes são Enriquecidas em Módulos Regulatórios Específicos  

 Os módulos regulatórios foram verificados com base em famílias de genes 

conhecidas. Proteínas ribossomais são codificadas por mRNAs que são regulados 

traducionalmente por mTORC1 e possuem, em sua maioria, motivo 5’TOP. Nas 

nossas análises, constatamos que a maioria desses mRNAs são regulados 

negativamente (downregulation) pela tradução em células RSK1KO tratadas com 

Torin1 (segundo módulo da Figura 39A - RSK1_TD), enquanto apenas uma fração é 

sensível a Torin1 em células WT e RSK2KO (Figura 40A). Isso sugere que RSK1 

estaria estimulando a tradução de TOP mRNAs em condições em que mTORC1 está 

inativo, sugerindo um mecanismo de resistência isoforma-específico.  

 O efeito de RSK1 nos mRNAs que codificam proteínas ribossomais não foi 

observado para mRNAs que codificam proteínas ribossomais mitocondriais, como 

mostrado na Figura 40B. Também observamos que um grupo de mRNAs que 

codifica a família de proteínas de choque térmico (HSPs) é regulado por abundância 

de maneira dependente de mTORC1 e independente de RSK, visto que todos os tipos 

celulares são sensíveis ao tratamento com Torin1 (Figura 40C). Um dos mais 

inesperados achados desse estudo está relacionado à regulação de mRNAs que 

codificam histonas. Observamos que a expressão desses mRNAs é claramente 

dependente de RSK1, mesmo quando mTORC1 está inativado. De forma 

interessante, a expressão de proteína que se liga ao motivo stem-loop de mRNAs de 

histonas (SLBP) e é responsável por coordenar a biossíntese de histonas e o ciclo 

celular (MARZLUFF et al. 2008) está reduzida na comparação DKO_WT_T. 

Surpreendentemente, vimos que a expressão de diversos mRNAs que codificam 

histonas é regulada positivamente (upregulation) sob tratamento com Torin1, apenas 

na presença de RSK1 (Figura 40D), reforçando os achados das Figuras 30 e 32, além 

de sugerir que, de fato, RSK1 estaria mediando a tradução desses mRNAs de 

maneira independente de mTORC1. 
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Figura 40 - Análise das famílias de genes nos módulos regulatórios relacionados à 

RSK. Famílias de genes, definidas pelo HGNC, foram analisadas de acordo com suas regulações nos 

contrastes. Para as seguintes famílias: (A) proteínas ribossomais; (B) proteínas ribossomais 

mitocontriais e (C) proteínas de choque térmico (o gene relacionado STIP1 foi incluso), todos os 

mRNAs que são regulados negativamente em ao menos um contraste/comparação foram inclusos. 

Para a família de histonas (D), os mRNAs regulados positiva (upregulation) e negativamente 

(downregulation) nos contrastes/comparações foram inclusos. 

 

4.8 O PAPEL DE RSK NA PROLIFERAÇÃO DAS CÉLULAS 

NOCAUTE 

 

Neste trabalho, também buscamos avaliar a proliferação celular das células 

nocautes para RSKs. Os resultados da translatômica indicaram que a perda de RSK1 

estava associada com uma menor expressão de genes relacionados com ciclo celular. 

Além disso, visto que RSKs podem controlar a proliferação celular de maneira 

indireta (por meio da modulação de fatores de transcrição) ou direta, investigamos os 

efeitos da perda das diferentes isoformas das RSKs em relação à proliferação celular, 

medindo a incorporação de BrdU. Tendo em vista o possível envolvimento da 

regulação pelas RSKs da via de mTORC1, usamos Torin1 para determinar os efeitos 

dependentes e independentes dessa regulação. A ausência das isoformas RSK1, 

RSK2 e o duplo nocaute não alterou significativamente a proliferação celular (Figura 

41). Observamos uma tendência para menor proliferação das células nocaute, que, 

contudo, não foram estatisticamente significativas. A falta de significância obtida 

está relacionada, presumivelmente, ao número insuficiente de experimentos 

realizados.  De maneira interessante, no trabalho de dissertação de Soares (2016), foi 

observado que o crescimento de células selvagens era maior do que o das células 

nocaute de RSK após o sexto dia de crescimento. Assim, de forma complementar 

àquele estudo, nossos dados reforçam a possível existência de uma deficiência na 

proliferação das células noucaute de RSK. 
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Figura 41 - Ensaio de proliferação nas células LN-18 nocautes para as RSKs. Os 

valores de absorbância obtidos foram relativizados para as células WT incubadas com veículo (DMSO) 

e SFB. O gráfico representa a media ± SEM de ao menos 3 experimentos por condição. Não 

observamos diferenças significativas entre as células WT e as células nocautes para as diferentes 

condições.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Devido à necessidade iminente de se fornecer um tratamento individualizado 

aos pacientes com GBMs, diversos estudos buscaram caracterizar esses tumores a 

nível celular e molecular. Nesse sentido, são desenvolvidos inúmeros trabalhos, que 

visam à compreensão da biologia tumoral de GBMs e estudos clínicos, que buscam a 

incorporação dos achados biológicos em novas abordagens terapêuticas. Somado a 

isso, as análises provenientes dos dados do TCGA e de outras análises de larga escala 

demonstraram que GBMs são tumores altamente heterogêneos a nível molecular e 

podem ser subclassificados em diferentes entidades biológicas, de acordo com as 

alterações moleculares relacionadas à tumorigênese e progressão tumoral. No 

entanto, apesar de todos esses esforços, até o momento, muito pouco foi levado para 

a clínica e aos pacientes, tanto no que se refere à determinação de fatores preditivos 

sólidos que melhorassem o processo de tratamento, como na própria definição de 

novos tratamentos. Assim, a linha de tratamento padrão dos pacientes com GBM 

permanece a mesma.  

A desregulação de diversas vias de transdução de sinal em GBMs sugere que 

a utilização de inibidores de quinases tem potencial para o tratamento da doença. 

Contudo, o insucesso do tratamento com Everolimus (análogo da rapamicina), droga 

que inibe mTORC1, em ensaios clínicos de fase II, como “NCCTG N057K” e “NRG 

Oncology RTOG 0913” (publicado por CHINNAIYAN et al. 2018) mostrou o 

contrário. A falha da utilização de drogas como o Everolimus se deve, 

principalmente, a mecanismos de resistência que as células adquirem ao tratamento. 

Uma vez que as RSKs possuem uma posição estratégica entre as vias Ras/ERK e 

mTORC1, essa família de quinases poderia estar envolvida na mediação de 

mecanismos de resistência a tratamentos que inibem mTOR.  

O envolvimento das RSK tem sido descrito em diversos trabalhos como 

sendo importante para o contexto da biologia tumoral de diversas neoplasias. No 

entanto, os estudos em GBMs são escassos e devem ser interpretados com cautela, já 

que não utilizam modelos ideais para estabelecer funções específicas de cada 

isoforma de RSK. Através da técnica de RPPA (reverse-phase protein array) 
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provenientes do TCGA para GBMs, foi indicado que a fosforilação de RSK1 no 

resíduo Thr359/Ser363 é maior no grupo mesenquimal em relação ao proneural 

(BRENNAN et al. 2013). Contudo, dados dos nossos estudos indicam que deve-se 

tomar cuidado com a interpretação de experimentos nos quais são utilizados 

anticorpos que detectam as RSK, visto que a alta homologia entre as isoformas 

dificulta a correta interpretação dos achados. Já no estudo de SULZMAIER et al. 

(2016), no qual foi descrito o envolvimento de RSK2 nos processos de migração e 

invasão, foi utilizado o inibidor de RSK não específico BI-D1870 (ROFFÉ et al. 

2015). Além disso, o estudo mencionado tenta demonstrar efeitos isoforma-

específicos através do silenciamento das isoformas RSK1, RSK3 e RSK4. No 

entanto, na linhagem celular escolhida, os níveis dessas 3 isoformas mostram-se 

extremamente baixos ou indetectáveis, quando comparados a otras células utilizadas 

no mesmo estudo. Dessa maneira, esses resultados adicionam mais confusão na 

literatura relacionada com as RSKs.  

Dados prévios do nosso grupo mostram que existe uma grande variabilidade 

nos níveis de RSKs em linhagens celulares de GBM, o que sugere a necessidade de 

determinar no que essas diferenças implicariam às células tumorais. Dado que a via 

de mTORC1 é uma das principais reguladoras da tradução de mRNA e o papel das 

RSK nesse processo não é bem estabelecido em GBM, esse estudo focou na 

determinação do impacto da depleção das isoformas RSK1 e RSK2 para a regulação 

da síntese de proteínas relevantes ao desenvolvimento e manutenção tumoral na 

ausência de sinalização via mTOR. O fato das isoformas RSK3 e RSK4 estarem 

praticamente ausentes nas linhagens celulares de GBM estudadas foi fundamental 

para obter células que não expressam membros da família das RSKs (células DKO). 

As vias Ras/ERK e PI3K/AKT/mTORC1 possuem uma relação bastante 

íntima, na qual, em geral, inibidores de uma via ativam a outra através de um 

mecanismo de ativação cruzada (MENDOZA et al. 2011). Além dos mecanismos 

regulatórios de ativação e inibição cruzados, as vias podem convergir em termos de 

substratos e processos que regulam. Essas formas de crosstalk entre as vias estão 

associadas às falhas nas terapias com rapálogos, por exemplo (GRZMIL e 

HEMMINGS 2013). De maneira curiosa, neste estudo vimos que o tratamento com 

Torin1 induziu regulação positiva de mRNAs associados a processos relacionados à 
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cascata das MAPK (regulação e ativação, Figura 32A), apenas em células WT. Visto 

que não observamos o mesmo efeito nas células nocaute, acreditamos que as RSKs 

desempenhem um papel essencial como mediadores de mecanismo de feedback e 

crosstalk entre as cascatas das MAPK e PI3K/AKT na linhagem LN-18. De fato, 

RSK2 possui um papel na regulação do feedback negativo da via das MAPK por 

meio da fosforilação SOS em dois sítios (a saber, Ser1134 e Ser1161) e consequente 

recrutamento de 14-3-3 (DOUVILLE e DOWNWARD 1997; SAHA et al. 2012).  

Em relação à convergência das vias em direção à regulação da síntese de 

proteínas, um potencial elo ocorreria a partir da fosforilação de tuberina (TSC2) no 

resíduo Ser1798 por RSK (Figura 3). Nossos achados mostram que, de maneira 

relevante, a fosforilação de TSC2 depende, principalmente, da isoforma RSK1. 

Contudo, essa fosforilação não afeta proteínas efetoras da via, como rpS6 e 4E-BP1 

(Figura 19). Isso indicaria que o crosstalk entre as vias não se dá por intermédio 

dessa fosforilação e reforça a relevância de buscar compreender como ocorre a 

regulação entre as mesmas no que diz respeito à regulação da tradução. Por outro 

lado, de maneira interessante, a fosforilação do fator de início da tradução eIF4B em 

Ser422, que pode ser mediada tanto por RSK como pelo eixo mTORC1/S6K, teve 

sua ativação praticamente eliminada nas células RSK1/2DKO (Figura 20). Esse achado 

se soma aos do estudo de ROFFÉ et al. (2015), no qual foi observado que a 

fosforilação de eIF4B em Ser422 é resistente ao tratamento com o inibidor de 

mTORC1, rapamicina. Isso sugere que a atividade de eIF4B é dependente de RSK 

nas células que tem alta expressão de RSK1, ou seja, sugerimos que o eixo 

ERK/RSK seja mais importante que mTORC1/S6K para a ativação de eIF4B nas 

células LN-18. Esse achado é bastante relevante, já que a definição de qual eixo seria 

mais importante para a ativação de eIF4B não é bem estabelecida na literatura (VAN 

GORP et al. 2009). Além disso, nossos achados estão de acordo com os trabalhos 

que reportam diferentes sensibilidades à fosforilação de eIF4B em diferentes tipos 

celulares, quando mTORC1 é inibido (CEN et al. 2014; DEGEN et al. 2013). Isso é 

interessante, tendo em vista que a regulação da tradução de diferentes mRNAs pode 

ocorrer em diferentes níveis (Figura 6). Por exemplo, mRNAs com regiões 5’ UTR 

complexas e longas, requerem maior atividade helicasica de eIF4A e, 

consequentemente, de acordo com nossos achados, da fosforilação de eIF4B por 
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RSK nessas células. Dessa forma, sugerimos a possibilidade de que as RSKs 

controlem processos celulares importantes relacionados a mecanismos de resistência 

à inibição de mTORC1. Nesse caso, portanto, existe a possibilidade de que parte da 

resistência ocorra por meio da regulação da tradução de mRNAs com regiões 5’ UTR 

complexas e longas de forma dependente de eIF4B e independente de mTORC1.  

Visto que RSKs estão envolvidas na regulação da síntese de proteínas, 

investigamos qual seria a contribuição das mesmas na regulação da tradução de 

mRNAs de forma dependente ou independente da via de mTORC1, por meio da 

translatômica das células nocaute. Dado que o inibidor catalítico de mTOR, Torin1, 

afeta a síntese proteica em graus muito mais altos do que os observados com o 

tratamento com o inibidor alostérico, rapamicina (Figuras 21 e 23) (THOREEN et al. 

2012), optamos pela utilização de Torin1 nos nossos estudos. De maneira interessante, 

apesar de inibir ambos os complexos de mTOR (mTORC1 e mTORC2), os efeitos de 

Torin1 nesses processos são independentes de mTORC2 (THOREEN et al. 2009). 

Assim, os efeitos de Torin1 são causados principalmente pela inibição das funções de 

mTORC1 nos processos de tradução de mRNAs dependentes de cap e de autofagia 

(consideradas, pela literatura, como sendo funções de mTORC1 resistentes à 

rapamicina) (THOREEN et al. 2009). 

Uma vez que mTOR modula a síntese de proteínas tanto de forma global, 

como por meio da tradução de transcritos específicos, buscamos compreender a que 

nível a ausência das RSKs, juntamente com a inibição de mTOR afetaria a tradução. 

Assim, obtivemos os perfis polissomais das células aplicando a técnica de gradiente 

não linear, que otimiza etapas posteriores, como a extração de mRNA polissomal, e 

torna mais eficiente a quantificação e identificação dos transcritos. Observamos que a 

ausência das RSKs nas células RSK1/2DKO mostra uma deficiência da síntese proteica 

de forma global, sendo que essa deficiência é ainda mais evidenciada sob o tratamento 

com Torin1 (Figura 24G). Isso nos leva a sugerir que, de forma importante, as RSKs 

podem estar envolvidas na diminuição nos níveis de tradução de formas dependente e 

independente de mTOR.  

Por meio da análise dos dados obtidos de microarranjos, percebemos, 

inicialmente, por meio da análise de componentes principais, que a perda de ambas 

isoformas de RSK impacta fortemente no transcriptoma e translatoma de células LN-



111 

18 e que, além disso, a perda de RSK1 tem efeitos mais proeminentes do que a perda 

de RSK2 (Figuras 27 e 28). Assim, a inativação de mTORC1 nas células RSK1KO 

promove a diminuição da tradução de aproximadamente 1500 mRNAs, no entanto, em 

células WT e RSK2KO, a Torin1 não demonstrou o mesmo efeito, sugerindo que 

RSK1 seria responsável por manter a tradução desses ~1500 mRNAs, mesmo quando 

mTORC1 está inativo (comparar Figuras 27D e E). Em todo o caso, é importante 

mencionar que em um estudo prévio do grupo (dados não publicados), foi 

demonstrado que a linhagem LN-18 possui níveis proteicos de RSK1 três vezes 

maiores do que de RSK2 (Figura 42). Essa observação é relevante, pois pode estar 

relacionada aos efeitos observados da depleção das RSKs nessa linhagem. Dessa 

forma, os altos níveis existentes de RSK1 poderiam indicar que essa isoforma 

desempenhe funções importantes em LN-18. Somado a isso, de maneira relevante, 

confirmamos que a depleção de RSK1, de RSK2 e de ambas as isoformas evidencia 

funções importantes e não redundantes das mesmas. Podemos citar como exemplo os 

efeitos sobre a modulação da regulação de mRNAs por RSK1 e RSK2. No caso de 

RSK2, a isoforma parece ser mais importante na repressão da tradução de grupos de 

mRNAs, sendo que RSK1 não tem esse mesmo efeito (Figuras 28H - J). Isso é visto, 

por exemplo, no caso da regulação de processos de desenvolvimento vascular por 

RSK2 (Figuras 32C e D) e de mRNAs relacionados com o ciclo celular por RSK1 

(Figuras 30B, D e F). 
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Figura 42 - Quantificação dos níveis das RSKs em linhagens comerciais de GBM. 

Para estimar a quantidade de cada uma das RSKs expressas em células de GBM (RSK3 e RSK4 não 

são detectadas), RSK1 e RSK2 foram imunoprecipitadas de extratos de células LN-18 e as proteínas 

immunoprecipitadas foram corridas num SDS-PAGE com posterior coração por prata para estabelecer 

a quantidade relativa de moléculas de RSK2 em relação à RSK1. (A) esquema do desenho 

experimental. (B) IP de RSK1 e (C) RSK2. As percentagens de RSK que permaneceram no 

sobrenadante (SN) foram usadas para corrigir os níveis de RSKs. (D) Gel corado com prata 

demonstrando a quantidade das isoformas immunoprecipitadas. (E) quantificação das isoformas 

immunoprecipitadas após a correção pela proteína que permaneceu no SN. (F) Estimação da 

quantidade de RSK1 e RSK2 nas diferentes linhagens de GBMs usadas a partir dos dados de IP e do 

experimento mostrado na Fig. 12. Dados do grupo. 

 

Apesar das dificuldades de se estabelecer funções isoforma-específica de 

RSKs e das diferenças funcionais dos papéis das isoformas em diferentes tumores, a 

literatura reporta sobre o papel das RSKs na mediação do controle do ciclo celular 

(CLARK et al. 2005; BIGNONE et al. 2007; CHO et al. 2007). Em modelo de câncer 

de mama triplo-negativo (TNBC), foi proposto que a tradução de mRNAs envolvidos 

no ciclo celular ocorresse por meio da regulação negativa de PDCD4 por RSK e 
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consequente modulação de eIF4F (CUESTA e HOLZ 2016). Nossos resultados 

mostram que processos relacionados tanto com a divisão como ciclo celular são 

regulados negativamente em células RSK1KO e DKO, mas não em células RSK2KO 

(Figuras 30B, D e F), o que indica fortemente que RSK1, mas não RSK2 regule essas 

funções através da tradução de mRNAs, que dependem da atividade de mTORC1 e 

também daqueles que são independentes. (Figura 30A e B). Paradoxalmente, a 

inibição da via de mTOR implica na ativação de diferentes mRNAs associados a 

divisão e ciclo celular em células que não possuem RSK1 (nos contrastes RSK1_TD e 

DKO_TD, Figuras 32B e D), o que sugere a existência de um modelo complexo de 

regulação desses processos por RSK1 e mTOR. Esse tipo de regulação complexa é 

bem exemplificado no caso da tradução de mRNAs de histonas, de acordo com nossos 

resultados. Os mRNAs de histonas não possuem cauda poli-A na região 3’, mas sim 

uma sequência de 26 nucleotídeos que contém um motivo denominado stem-loop de 

16 nucleotídeos (MARZLUFF 1992; DOMINSKI e MARZLUFF 2007). Essa região 

3’ dos mRNAs de histonas é importante para sua localização nos polissomos e os 

mRNAs que contém o motivo stem-loop apresentam a tradução tão eficiente quanto a 

dos que possuem cauda poli-A (SUN et al. 1992; GALLIE et al. 1996). A proteína 

SLBP, que se liga a esses motivos, é importante para o processamento, exportação 

nuclear, tradução e degradação de mRNAs de histonas (MARZLUFF e KORESKI 

2017) e é fortemente regulada durante o ciclo celular (WHITFIELD et al. 2000). 

SLBP atua estimulando a iniciação da tradução por meio da interação com eIF4GI, o 

que facilita a circularização dos mRNAs e promove a tradução (CAKMAKCI et al. 

2008). A literatura reporta que mRNAs que codificam histonas tem a tradução 

resistente ao tratamento com Torin1, o que significa que esses mRNAs utilizam 

modos de iniciação da tradução que não dependem da atividade de mTOR (MARTIN 

et al. 2011; THOREEN et al. 2012). Nossos achados corroboram esses fatos já que, 

como visto na Figura 40D, nota-se que a expressão de mRNAs que codificam histonas 

é claramente dependente de RSK1, mesmo quando mTORC1 está inativado e que, 

além disso, a presença de RSK1 medeia a tradução desses mRNAs em células tratadas 

com Torin1. 

Outro processo que a literatura aponta ser mediado por RSKs é a migração 

celular (LARA et al. 2011; GAWECKA et al. 2012; ABDULRAHMAN et al. 2016; 
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CUESTA e HOLZ 2016). Nossos resultados apontam que a perda de RSK está 

associada ao enriquecimento de processos como adesão celular, migração e matriz 

extracelular (Figuras 33 e 34). Esse resultado está de acordo com o que diz respeito 

ao comportamento proliferativo e invasivo de GBMs. Ensaios in vitro com 

astrocitomas mostraram que dada uma população de células tumorais que estão em 

processo de migração, a frente de células migratórias apresentam menores taxas de 

proliferação, em comparação com o centro proliferativo (GIESE et al. 1996, 2003). 

Assim, do ponto de vista da biologia das células, dada a correlação inversa entre 

proliferação e motilidade, isso é coerente com nossos achados, visto que os efeitos de 

RSK são importantes no que diz respeito a regulação ciclo celular. Além disso, 

apesar de não termos obtido dados estatisticamente significativos em relação à 

proliferação das células nocaute (Figura 41), a proliferação das células RSK1KO, 

RSK2KO e DKO parece ser menor, comparadas às WT. Cabe pontuar aqui que, de 

maneira contrária aos nossos achados, os estudos realizados in vitro em GBM 

reportaram uma possível função de RSK2 na diminuição da motilidade e invasão, 

contudo, novamente, grande parte dos achados baseiam-se no uso do inibidor BI-

D1870 in vitro, o que leva ao questionamento sobre o real papel da isoforma nos 

processos descritos (SULZMAIER et al. 2016; SHI et al. 2018).  

De maneira importante, a análise por meio do anota2seq permitiu a 

identificação de diferenças na eficiência traducional dentre as condições 

experimentais deste estudo. É importante ressaltar que mudanças na eficiência 

traducional podem ou não impactar na alteração dos níveis proteicos. Assim, podem 

existir mRNAs regulados a nível de abundância (ou seja, aqueles cujas mudanças nos 

níveis totais e polissomais são proporcionais), de eficiência traducional que afeta 

níveis proteicos (ou seja, aqueles mRNAs que se alteram mais nos polissomos em 

relação aos totais) e aqueles cujos níveis proteicos não se alteram independentemente 

do nível de mRNA total, denominado de efeito buffering (ou “tamponamento 

traducional”) , que é a situação na qual níveis dos mRNA associados a polissomos 

são inalterados, apesar das mudanças nos níveis de mRNA total. O “tamponamento 

traducional” é um mecanismo que desacopla os níveis de mRNA dos níveis de 

proteínas, o que significa, a nível biológico, que a tradução pode ser alterada como 

mecanismo compensatório para manter níveis proteicos constantes quando o nível de 
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mRNA muda. O tamponamento traducional foi inicialmente identificado em fungos 

(ARTIERI e FRASER 2014; MCMANUS et al. 2014) e tem sido observado em um 

pequeno conjunto de modelos de mamíferos (CENIK et al. 2015; JOVANOVIC et al. 

2015). Assim, acredita-se que esse mecanismo, apesar de ser frequentemente 

negligenciado, pode funcionar como um meio pelo qual as células mantêm 

homeostase dos níveis proteicos, apesar das mudanças na expressão de mRNA. Isso 

está de acordo com estudos que mostram que os níveis de proteínas, mas não de 

mRNAs, são mais coerentes entre diferentes espécies (SCHRIMPF et al. 2009; 

LAURENT et al. 2010). Nossos dados mostram que o mRNA de COX17, que 

codifica a proteína cytochrome c oxidase copper chaperone (ou COX17) é regulado 

por “tamponamento traducional” nas células tratadas com Torin1 e que não possuem 

RSK. Mais especificamente, a isoforma RSK1 parece ser importante nessa regulação, 

já que observamos diminuição da expressão de COX17 nos contrastes DKO_WT_T 

(ou seja, em comparação às células WT na presença de Torin) e DKO_RSK2_T (ou 

seja, indicando o efeito da perda de RSK1 na ausência de RSK2). COX17 é uma 

proteína que compõe a cadeia de transporte de elétrons, sendo necessária à 

montagem da enzima citocromo c oxidase (MOIRA GLERUM et al. 1996). De 

maneira interessante, estudos utilizando fungos, mostraram que Puf3, uma proteína 

que se liga preferencialmente a mRNAs que codificam proteínas mitocondriais, 

estimula a poliadenilação e degradação do mRNA de COX17, porém essa 

degradação não foi associada à diminuição dos níveis proteicos de COX17 (FOX 

2012; KERSHAW et al. 2015). Assim, nossos resultados indicam que as RSKs 

possam estar envolvidas no mecanismo de manutenção dos níveis de COX17 nas 

células, quando mTORC1 está inativo. 

De maneira consistente, nossos dados mostram que as células RSK1KO 

tratadas com Torin1 apresentam mais mRNAs regulados negativamente pela 

tradução do que células WT, RSK2KO e DKO (Figuras 36 - 38), o que sugere que 

RSK1 induza um mecanismo compensatório para manter níveis traducionais de 

numerosos mRNAs inalterados quando mTORC1 é inibido. Ainda, a exploração dos 

dados por meio da definição de módulos regulatórios nos permitiu analisar quais 

contrastes eram relevantes nas análises de mRNAs regulados por abundância ou 

tradução. Dessa forma, confirmamos que a grande maioria dos mRNAs regulados 
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negativamente pela tradução é, de fato, sensível à perda de RSK1 quando a via de 

mTOR está inibida (Figura 39A), ou seja, são modulados por RSK1. Por outro lado, 

a perda de RSK2 mostrou efeitos diferentes (Figura 39C). Nas células RSK2KO com 

inativação de mTOR, observam-se mRNAs regulados positivamente a nível 

traducional, ou seja, que são mais traduzidos na ausência de RSK2 (sensíveis a 

RSK2), o que indicaria que RSK2 esteja envolvido em algum mecanismo de inibição 

da tradução desses mRNAs. Esses resultados são importantes, pois reforçam que as 

isoformas não são redundantes e regulam a tradução de mRNAs de formas 

diferentes. 

Em contrapartida aos mRNAs que codificam a família das HSP que são 

regulados por abundância está o mRNA de HSPB1 (ou HSP27) (Figura 40C). Nossos 

dados mostram que o mRNA de HSPB1 é regulado negativamente por tradução nos 

contrastes que envolvem células DKO e inibição de mTOR. HSPB1 codifica a 

proteína HSP 27, responsável por regular dinâmica da actina e é encontrada 

superexpressa em diversos cânceres (MIRON et al. 1991; ZHANG et al. 2007). HSP 

27 tem a atividade regulada pela fosforilação em diversos sítios, sendo que essas 

fosforilações se correlacionam com migração e invasão tumoral (SHIN et al. 2005). 

Em linhagens de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, foi visto que 

a fosforilação de HSP 27 por RSK2 confere às células um fenótipo invasivo, por 

meio da estabilização de filamentos de actina (KANG et al. 2010). Assim, além da 

possibilidade de RSKs regularem a atividade de HSP 27 através de sua fosforilação, 

a modulação da tradução de HSPB1 em si parece ser dependente de RSK, em LN-18. 

Interessantemente, processos que envolvem proteínas ribossomais, como 

“iniciação da tradução”, foram encontrados enriquecidos em células RSK1KO na 

presença de Torin1 (Figura 29B). A posterior análise dos módulos regulatórios 

mostrou que, de fato, em condições de depleção de RSK1 na presença de Torin1 

(inativação de mTOR), foram encontrados reduzidos diversos mRNAs que 

apresentam na região 5’UTR o motivo definido pela presença de uma sequência de 

oligopirimidinas na região 5’ terminal (TOP), dentre os quais se encontram proteínas 

ribossomais (RPs) (Figura 40A) (JEFFERIES et al. 1994; HSIEH et al. 2012; 

THOREEN et al. 2012). De forma interessante, apenas alguns desses mRNAs para 

RPs foram encontrados reduzidos em células selvagens ou células RSK2KO, o que 



117 

indica fortemente que nas células LN-18, RSK1, mas não RSK2, pode regular 5’TOP 

mRNA quando mTORC1 está inativado, o que é uma observação inesperada, inédita 

e muito importante do ponto de vista de controle da tradução. mRNAs de RPs são 

altamente transcritos em organismos eucariotos, sendo a tradução dos mesmos 

fortemente regulada, a fim de se minimizarem gastos energéticos desnecessários. A 

presença do motivo TOP na maioria desses mRNAs atua como um mecanismo 

regulatório em cis que controla sua tradução de forma co-regulada que garante a 

estequiometria do processo traducional. A via de mTORC1 já foi amplamente 

descrita na literatura por regular a tradução de RP mRNAs (HSIEH et al. 2012; 

FONSECA et al. 2014). Curiosamente, apesar do controle traducional exercido pelos 

alvos de mTORC1, 4E-BPs e S6Ks, essas proteínas não são suficientes para a 

regulação direta dos TOP mRNAs, sendo o alvo recentemente descrito de mTORC1, 

LARP1, o principal candidato a ser a responsável pela modulação da tradução dos 

mesmos (FONSECA et al. 2015; PHILIPPE et al. 2018). 

A compreensão do modelo da regulação da tradução de TOP mRNAs por 

LARP1 é complexa e relevante ao nosso estudo. Alguns estudos recentes relacionam 

a proteína LARP1 com o controle da tradução de TOP mRNAs, bem como à 

estabilidade dos mesmos. No trabalho de TCHERKEZIAN et al. (2014), os autores 

encontram que LARP1 é recrutada aos mRNAs por meio de interações com fatores 

de tradução, incluindo PABP, e argumentam que LARP1 estimula positivamente a 

síntese proteica global e a tradução de TOP mRNAs. Já o trabalho de Fonseca et al. 

(2015), na direção oposta, propõe que LARP1 reconhece a região 5’ de TOP mRNAs 

e reprime sua tradução por impedir a formação do complexo eIF4F (FONSECA et al. 

2015). O racional que justifica os achados controversos dos estudos pode ser 

justificado pelas condições experimentais utilizadas em cada um deles. Assim, na 

situação em que mTORC1 está ativado (TCHERKEZIAN et al. 2014), TOP mRNAs 

são, presumivelmente, traduzidos de forma máxima e, nessas condições LARP1 

fosforilado e inativo deixa de competir com eIF4E pela união dos mRNAs. 

Diferentemente da condição de inibição de mTORC1, nas quais a função regulatória 

de LARP1 se tornaria imediatamente visível, a perda de LARP1 teria apenas efeitos 

mínimos nas taxas de tradução de TOP mRNAs. Dessa maneira, a função de LARP1 

na regulação positiva da tradução de TOP mRNAs observada por TCHERKEZIAN 
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et al. (2014) pode ser resultante da maior estabilidade deles, de forma dependente de 

LARP1. Já o outro modelo (FONSECA et al. 2015), proposto quando existe inibição 

de mTORC1, depende do reconhecimento por LARP1 tanto do motivo 5’ TOP, 

como da região 5’ m7Gppp cap e tem início com o rompimento da interação de 

eIF4F com a terminações 5’ do mRNA e subsequente recrutamento de LARP1, que 

resulta na repressão da tradução de TOP mRNAs. Uma vez que nossos dados 

apontam para o fato de RSK1 estar relacionado à mediação da resistência ao 

tratamento com Torin1 e tendo em vista a resistência dos TOP mRNAs ao tratamento 

com Torin1 em células DKO, temos indícios da existência de um mecanismo 

diferente de regulação de TOP mRNAs. Esse mecanismo seria dependente de um 

regulador negativo de sua tradução, que deve ser inibido por RSK1 e/ou mTORC1 e 

que está agindo em células DKO, as quais não demonstram uma inibição 

considerável de TOP mRNAs. Um modelo que propomos para isso inclui a presença 

de um inibidor da tradução dos 5’TOP mRNA, que tem que ser inibido por RSK1, e 

que nas células DKO é perdido, desreprimindo a tradução desses mRNAs numa 

maneira independente de RSK1. O papel de LARP1, como descrito acima, encaixa-

se nesse papel e é um potencial candidato para executar essa função. LARP1 é uma 

proteína grande com vários sítios que podem ser fosforilados, sendo que alguns deles 

tem uma sequência consenso para ser um substrato direto das RSKs (GALAN et al. 

2014). 

 De maneira pertinente, ressaltamos que nosso estudo enfatiza a necessidade 

de analisar os mRNAs polissomais, visto que grande parte das informações que 

obtivemos que não estão contidas apenas na análise dos mRNAs transcritos (mRNA 

total), mas sim na de mRNAs eficientemente traduzidos, ou seja, seria perdida caso a 

análise tivesse sido realizada por transcriptômica. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Este trabalho permitiu inferir algumas funções específicas das RSKs na 

linhagem LN-18. A isoforma RSK1 parece ser responsável pela fosforilação de 

TSC2 no resíduo Ser1798, no entanto, a maior quantidade de RSK1 que de RSK2 

pode explicar essa observação. O eixo Ras/ERK/RSKs, nessa linhagem, é mais 

importante que PI3K/AKT/mTORC1 para a fosforilação de eIF4B no resíduo 

Ser422. De forma relevante, por meio da análise de mRNAs diferencialmente 

traduzidos, mostramos que o controle traducional de mRNAs regulados por 

diferentes isoformas de RSKs podem ter papéis importante na regulação de eventos 

tumorigenicos, como controle do ciclo celular. Importantemente, a isoforma RSK1, 

mas não RSK2, estaria relacionada à tradução de mRNAs que apresentam o motivo 

5’ TOP, quando mTORC1 está inativado. Esta última observação nos levou a sugerir 

um modelo de resistência à inibição de mTORC1, dependente de RSK1 e LARP1. 

Desse modo, obtivemos um modelo útil para o entendimento das funções biológicas 

da família das RSKs em GBMs, por meio de estudos sobre o controle traducional. 

Assim, este estudo contribuirá com a busca de novos alvos moleculares, bem como 

com o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas que possam lidar melhor 

com eventos de resistência. 
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