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RESUMO

Nascimento DP. Efeitos da regulacao da traducio via RSKs em glioblastomas.

Sao Paulo; 2019. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Antdnio Prudente].

O Glioblastoma (GBM) ¢ o tumor cerebral mais comum e maligno, caracterizado por
sua alta agressividade e respostas ineficazes aos tratamentos disponiveis. O
diagndstico impde uma elevada taxa de mortalidade aos pacientes acometidos, que
apresentam um tempo de sobrevida médio menor do que dois anos. A nivel
molecular, GBMs apresentam alteragdes em componentes chave das vias de
sinalizag¢do de receptores tirosina quinase (RTKs), Ras/ERK e PI3K/AKT/mTORCI.
A familia das “ribosomal protein S6 kinases” (RSKs), ativada pela via Ras/ERK, foi
proposta como um regulador da via de mTORCI, convergindo na regulacdo da
sintese de proteinas. Em humanos, foram descritas quatro isoformas de RSKs (RSK1
- 4), que apresentam alta homologia e regulam diferentes funcdes celulares, sendo a
desregulacdo das RSKs responsavel por diferentes processos oncogénicos em
diversos tipos tumorais. Contudo, a funcdo das RSKs na regulagdo da sintese
proteica global e de mRNAs especificos em GBMs ainda nao foi descrita. Com a
finalidade de se estabelecer um modelo robusto para o estudo dos efeitos das RSKs,
especialmente do papel especifico das isoformas no processo de tradugdo, 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 avaliacdo dos efeitos das
RSKs. Além disso, detectamos que o alvo de RSKs, P(S422)-elF4B, pode ser
preferencialmente regulado pelas RSKs e ndo por mTORCI. Importantemente,
realizamos a translatomica das células nocaute e analisamos os mRNAs
diferencialmente traduzidos na presenca ou auséncia do inibidor de mTOR, Torinl,
para estabelecer um modelo para o estudo da tradu¢do de mRNAs dependentes de
RSKs. A analise por meio de microarranjos mostrou que as isoformas RSK1 e RSK2
regulam diferentes conjuntos de mRNAs. A familia de mRNAs contendo sequéncias

5’TOP sdao um dos principais alvos de mTORCI1. De maneira surpreendente,



observamos que a maioria dos 5TOP mRNAs tem a tradugdo dependente de RSK1,
em um mecanismo visualizado somente quando mTORCI1 estd inativado. Essa
observacdo indica fortemente que RSK1, mas ndo RSK2 estaria mediando um
mecanismo redundante e de resisténcia contra a inativagdo de mTORC1. Além disso,
propomos um mecanismo inédito de controle da traducdo de 5’TOP mRNAs. Desse
modo, descrevemos um importante modelo para o entendimento das fungdes
biologicas da familia das RSKs em GBMs, que contribuird com o desenho de alvos

terapéuticos mais eficientes.

Descritores: Glioblastoma. Proteinas Quinases S6 Ribossomicas. RNA Mensageiro.

Polissomos. Expressdo génica. Vias de sinalizacdo. Biossintese de Proteinas.



SUMMARY

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

Paulo; 2019. [Dissertagao de Mestrado-Fundagdo Antonio 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/mTORCI1 pathways. The p90 ribosomal S6 kinase family (RSK) is
directly regulated by the Ras/ERK pathway, and is thought to regulate mTORCI
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)-elF4B
might be preferably regulated by RSKs, rather than mTORCI 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,
Torinl, 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 mTORCI. Surprisingly, we observed that the majority of 5’TOP mRNAs have its

translation dependent on RSK1, in a mechanism that emerges only when mTORCI1 is



inactivated. This observation strongly suggests that RSKI1, but not RSK2, is
mediating a mechanism of resistance against mTORC]1 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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do inglés, phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate

do inglés, phosphatidylinositol-3-kinase (quinase fosfatidil-inositol-3)
do inglés, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

do inglés, preinitiation complex (complexo de pré iniciagdo)

do inglés, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic



PIK3R1

PIP;
PKC
PMA

PRAS40
Protor1/2
PTB
PTEN

Raf
Raptor

Ras
Rb
Rheb
Rictor
RIN
RNA
RPF

RPs
rpS6
rRNA
RSK

RT
RTK
S6K

subunit alpha (subunidade alfa de PI3K1)

do inglés, phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 (subunidade
regulatoria de PI3K1)

do inglés, phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate

do inglés, protein kinase C (proteina quinase C)

do inglés, phorbol-12-myristate-13-acetate (12-miristato-13-acetato de
forbol)

do inglés, proline-rich Akt substrate 40 kDa

do inglés, protein observed with rictor

do inglés, phosphotyrosine binding

do inglés, phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase ou
phosphatase and tensin homolog (fosfatase homologa a tensina)

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

do inglés, regulatory associated protein of mMTOR (proteina regulatoria
associada a mTOR)

proteina GTPase Ras

do inglés, retinoblastoma-associated protein (proteina retinoblastoma)
do inglés, Ras homolog (proteina homologa a Ras)

do inglés, rapamycin insensitive companion of mMTOR

do inglés RNA integrity number (valor de integridade do RNA)

Acido ribonucleico

do inglés, ribosome-protected mRNA fragments (fragmentos de mRNA
protegidos por ribossomos)

do inglés, ribosomal proteins (proteinas ribossomais)

do inglés, 40S ribosomal protein S6 (proteina ribossomal 40S S6)

RNA ribossomal

do inglés, ribosomal protein S6 kinase (proteina quinase ribossomica
S6 de 90 kDa)

Radioterapia

do inglés, receptor tyrosine kinase (receptor tirosina quinase)

do inglés, ribosomal protein S6 kinase (proteina quinase ribossomica
S6 de 70 kDa)



SDS
SDS-PAGE
Ser

SFB
sgRNA
SH2

SHIP

SLBP

SNC
SOS
SRF
STAT3

TBS-T
TCF
TCGA
Thr
TIF1A

TISU

TMZ
TOP
TOS
TP53
Tris
Tris-HCI
tRNA
TSC
TSC2

Dodecil sulfato de sddio

do inglés, SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Serina

Soro fetal bovino

do inglés, single-guide RNA

do inglés, Src homology 2

do inglés, SH2 domain-containing inositolphosphatase (inositol
fosfatase contendo o dominio SH2)

do inglés, stem-loop binding protein (ou proteina proteina que se liga ao
motivo stem-loop de mRNAs de histonas)

Sistema nervoso central

do inglés, son of sevenless

do inglés, serum response factor

do inglés, signal transducer and activator of transcription 3 (Proteina
transdutora de sinal e ativadora de transcri¢ao 3)

Tampao Tris-salino com detergente Tween®

Fatores de transcrigdo complexo ternarios

do inglés, The Cancer Genome Atlas

Treonina

do inglés, transcription intermediary factor 1-alpha (fator intermediario
de transcri¢do 1-alfa)

do inglés, translation initiator of short 5 UTR (iniciador da tradugédo de
5’UTR curta)

Temozolomida

do inglés, terminal oligo-pyrimidine (terminal oligo-pirimidina)

do inglés, TOR signaling

do inglés, tumor protein p53 (proteina tumoral p53)
Tris(hidroximetil)aminometano

Tris(hidroximetil)aminometano cloridrato

RNA transportador

do inglés, tuberous sclerosis complex (complexo da esclerose tuberosa)

do inglés, TSC complex subunit 2 (subunidade 2 do complexo TSC, ou



TSS
ULK
uORF

VEGF
WT
oa-KG

pm

pM

tuberina)

Sitios de inicio de transcri¢ao

do inglés, unc-51-like kinase (quinase unc-51-simile)
do inglés, upstream open reading frame (fase de leitura aberta a
montante)

Volts

do inglés, vascular endothelial growth factor

do inglés, wild type (tipo selvagem)

do inglés, a-ketoglutarate (alfa-cetoglutarato)
Microlitro

Micrdémetro

Micromolar
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1 INTRODUCAO

Tumores localizados no cérebro e no Sistema Nervoso Central (SNC)
representam, a nivel global, 1,6% dos tumores malignos (BRAY et al. 2018). Apesar
da incidéncia ser relativamente rara, esses tumores estdo relacionados a um
prognostico ruim, pois sdo altamente agressivos. A agressividade ¢ evidenciada pelas
altas taxas de mortalidade e morbidade. Além disso, o impacto desses tumores nos
pacientes pode ser medido por um indice que avalia quantos anos da vida do paciente
(anos de vida em potencial) sdo 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 cancer (ROUSE et al. 2016). No mundo, canceres do cérebro e
SNC sdo o 13° tipo mais frequente em homens, com o risco estimado de 3,9/100 mil
e ocupam a 15" posicdo 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 etaria (SIEGEL et al. 2017). Para o Brasil, durante o biénio 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 incidéncia e a mortalidade de cancer do SNC vém

aumentando durante os Ultimos anos (Ministério da Satde 2018).
1.1 GLIOMAS

Em termos de composi¢do, tumores malignos do cérebro e SNC incluem um
grupo complexo de doengas, contando com mais de 50 tipos de entidades patologicas
diferentes, que podem ter origem no cérebro, nervos cranianos ¢ meninges. Gliomas
sdo os tumores mais comuns do SNC, consistindo em 30% dos casos. Os gliomas
correspondem a 80% dos tumores malignos, sendo responsaveis pela maioria das
mortes relacionadas a tumores primarios do cérebro e SNC. A incidéncia anual
estimada de gliomas nos Estados Unidos, ajustada por idade, é de 6,24 por 100.000

individuos e o risco estimado para homens ¢ maior que para mulheres (1,3:1)



(OSTROM et al. 2014). Em geral, esses tumores nao sdo curados pelos tratamentos
padrdes, que consistem de cirurgia, seguida de radio e quimioterapia. Assim, gliomas
causam significativa mortalidade e morbidade aos individuos diagnosticados.

A origem dos gliomas ainda ndo foi completamente elucidada. De fato,
estabelecer uma “célula de origem” ¢ desafiador, tendo em vista a heterogeneidade
de tumores gliais, a auséncia de lesdes pré-malignas e a auséncia de metodologias de
rastreamento que fornecam tecido cerebral suficiente (PISAPIA 2017). A definigdo
mais aceita para “célula de origem” refere-se ao tipo celular exclusivamente
susceptivel a uma mutacdo oncogénica especifica (VISVADER 2011). Contudo, esta
defini¢dao torna ainda mais complexa a determinacao da origem de gliomas, ja 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,
mutagdes podem continuar ocorrendo até que se estabeleca a neoplasia de fato. Dessa
forma, acredita-se que tumores originarios de células da glia tem, potencialmente,
origem a partir de células tronco neurogliais ou progenitoras, células precursoras de
oligodendrocitos ou astrocitos, ja que as mesmas apresentam potencial regenerativo
(ZONG et al. 2015).

Histologicamente, gliomas sdo classificados de acordo com as células gliais
de origem. Dessa forma, sdo divididos em astrocitomas (derivados de astrdcitos,
células que formam o principal tecido conectivo do cérebro); oligodendrogliomas
(derivados de oligodendrdcitos, células cuja fungdo € envolver os axénios do SNC
com mielina); ependimomas (derivados de células ependimadrias, que formam um
arranjo epitelial para revestir as cavidades do SNC); ou gliomas mistos
oligoastrociticos (derivados de mais de um tipo celular). Gliomas podem ser ainda
subclassificados de acordo com os niveis presumidos de diferenciagdo, determinado
com base nas irregularidades morfoldgicas em comparagdo ao tecido saudavel. Essa
classificagdo, discutida abaixo, leva em consideragdo caracteristicas histologicas que
se refletem na agressividade do tumor. Essas caracteristicas incluem: aumento da
celularidade, mitoses, proliferacdo endotelial e necrose.

Em 2007, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) definiu uma classificacao
histolopatoldgica para tumores do SNC, com o intuito de predizer o comportamento

bioldgico das diversas neoplasias que compdem o grupo (LOUIS et al. 2007). Trata-



se de um esquema de classificacdo baseado em uma escala de malignidade que varia
entre graus [ - [V e compreende uma grande variedade de neoplasias, ndo sendo uma
classificacdo estritamente histologica. Assim, de acordo com a OMS os gliomas sao
classificados em 4 graus histopatologicos, baseado nos niveis de indiferenciacdo,
anaplasia e agressividade apresentados. Grau [ aplica-se a lesdes geralmente
benignas, com baixo potencial proliferativo e com potencial de cura. Neoplasias de
grau Il exibem apenas hiperplasia, caracterizando-se como uma massa difusa. A
designacdo grau III geralmente compreende lesdes com evidencia histologica de
malignidade, incluindo atipia e atividade mitotica ativa. O grau IV ¢ atribuido a
neoplasias citologicamente malignas, com atividade mitotica ativa e/ou com necrose,
tipicamente associada com uma doenca que evolui pré e pos-operagao rapidamente e
tem um desfecho fatal. Além disso, infiltracdo generalizada do tecido ao redor e

propensao a disseminagdo cranio-espinal caracterizam neoplasias de grau I'V.

1.1.1 Glioblastomas

Os Glioblastomas (GBMs) sdo os principais gliomas de grau IV. GBMs sao
essencialmente astrocitomas e apresentam, conforme acima mencionado, atipia
nuclear, pleomorfismo celular, proliferagdo microvascular e/ou necrose (LOUIS et
al. 2016). GBMs sdo responsaveis por 45,6% dos casos de tumores primarios
malignos do cérebro/SNC. A incidéncia anual nos Estados Unidos ¢ baixa (a saber,
3,1 por 100.000 habitantes), quando comparada a outros tumores, sendo maior em
pacientes de faixa etdria entre 75 - 84 anos (OSTROM et al. 2014). Os GBMs e
outros gliomas malignos sdo altamente invasivos, infiltrando o parénquima cerebral
que o cerca, apesar de, tipicamente, manterem-se no sistema nervoso central e ndo
apresentarem metastase (JOHNSON e O’NEILL 2012). A agressividade do tumor ¢
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 relacdo aos fatores de risco, o mais bem definido ¢ idade, sendo que
homens sdao mais afetados que mulheres (1,6:1) e brancos mais que negros (2:1).

O tratamento padrdo para GBMs consiste, inicialmente, na ressec¢ao

cirirgica maxima do tumor, até extensao considerada segura (WELLER et al. 2017).



Contudo, devido a sua natureza altamente infiltrativa, o tumor nao pode ser
completamente ressecado cirurgicamente e, por isso, apos a cirurgia, se procede com
o tratamento adjuvante de primeira linha, que consiste em radioterapia (RT) com
simultanea e adjuvante quimioterapia com o agente alquilante temozolomida (TMZ,
ou Temodal) (STUPP et al. 2009). No entanto, muitos dos tumores respondem
pobremente a quimioterapia e radioterapia padrdao, sendo que a resposta daqueles
cuja progressao ¢ considerada controlada pela terapia ndo ¢ prolongada (MASUI et
al. 2012). Além disso, GBMs apresentam recidiva e o tempo médio de progressao da
doencga apos o tratamento ¢ de 6 a 9 meses (STUPP et al. 2009). Assim, a terapia
padrao tem como intuito tornar a doenga estavel e/ou melhorar a qualidade de vida e
funcdes cognitivas dos pacientes. Por esses motivos o estudo de vias moleculares
alteradas em tais tumores ¢ particularmente importante, visto que € necessario
ampliar o espectro de tratamentos disponiveis, com o desenvolvimento de terapias
direcionadas, que irdo beneficiar os pacientes.

A maioria dos GBMs surge de novo, na forma de GBMs primarios, ou seja,
sem evidencias clinica e histologica de uma lesdo precursora menos maligna. GBMs
que surgem da progressdo de gliomas pré-existentes de graus II ou III sdo menos
comuns ¢ denominados GBMs secundarios. GBMs primarios manifestam-se, em
geral, em pacientes idosos, enquanto os secundarios sdo mais comuns em pacientes
mais jovens (com menos de 45 anos). Contudo, os termos clinicos GBM, “primario”
e “secundario”, vem sendo menos utilizado na pratica, devido as classificagdes
baseadas em marcadores moleculares de gliomas, que surgiram da necessidade de
incorporar achados moleculares relevantes as caracteristicas histolopatologicas e
clinicas dos tumores (WELLER et al. 2015).

Dessa forma, visando incorporar caracteristicas fenotipicas e genotipicas que
refletem a complexidade molecular dos gliomas, a classificagdo mais recente da
OMS dos tumores do SNC adicionou informagdes moleculares as caracteristicas
histoldgicas classicas para o diagndstico dos tumores (LOUIS et al. 2016). No caso
de GBMs, a classificagdo recomenda a avaliagdo do estado mutacional da proteina
isocitrato desidrogenase 1 ¢ 2 (IDH1 e IDH2). A muta¢ao mais frequente em IDH
ocorre no gene IDHL1 e resulta na troca do residuo arginina (R) por histidina (H) no

R132H
1

residuo 132 da proteina (IDHI®*"). A presen¢a da mutagdo IDH segrega



clinicamente dois grupos de pacientes, dessa forma, GBMs sao classificados em
Glioblastoma, IDH-tipo selvagem (ou GBM primario, que corresponde por volta de
90% dos casos, com tempo médio de historico clinico de 4 meses) e Glioblastoma,
IDH-mutante (ou GBM secundario, que corresponde a aproximadamente 10% dos
casos, com tempo médio de historico clinico de 15 meses). Os principais dados estdo

sumarizados no Quadro 1, abaixo.

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

Glioblastoma IDH-selvagem  Glioblastoma IDH-mutante

Sinénimo Glioblastoma primario, Glioblastoma secundario,
IDH-selvagem IDH-mutante

Lesao precursora Nao identificavel; Astrocitoma difuso
desenvolve de novo Astrocitoma anaplasico

Propor¢ao de Glioblastomas ~90% ~10%

Idade média ao diagndstico ~ 62 anos ~ 44 anos

Razdo homem para mulher 1,42:1 1,05:1

Tempo médio de historico clinico 4 meses 15 meses

Mediana da sobrevida global

Cirurgia + radioterapia 9,9 meses 24 meses

Cirurgia + radioterapia + quimioterapia 15 meses 31 meses
Necrose Extensiva Limitada
Mutagdes promotor TERT 72% 26%
Mutagdes TP53 27% 81%
Mutagdes ATRX Excepcional 71%
Amplificacdo EGFR 35% Excepcional
Mutagdes PTEN 24% Excepcional

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

1.1.1.1 Marcadores Genéticos e Epigenéticos Clinicamente Relevantes em
GBMS

Dadas as frequéncia e malignidade de GBMs, muitos estudos focaram na
tentativa de entender as bases moleculares desse tipo tumoral. Atualmente, existem
muitas informacdes sobre a biologia molecular de GBMs. As alteragdes génicas de
GBMs mais prevalentes e aceitas na literatura envolvem mutagdes no gene do

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), no gene supressor tumoral da



fosfatase homodloga a tensina (PTEN) e no gene supressor tumoral da proteina
tumoral p53 (TP53) (WELLER et al 2015). Em relagao as alteragdes cromossomicas,
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 (VRANOVA et al. 2007; WELLER et al. 2015). Contudo,
apenas algumas alteracdoes genéticas e epigenéticas sdo relevantes no contexto
clinico, ou seja, se traduzem na predicdo sobre a progressdo da doenca ou estdo
relacionadas ao sucesso ou falha das terapias padrdes. Aqui, apresentamos as
principais anormalidades encontradas em GBMs verificadas na rotina clinica, com
foco naquelas que se correlacionam com caracteristicas clinicamente relevantes. A
seguir, abordaremos outras alteragdes génicas que estdo associadas as vias de

sinalizacdo alteradas em GBMs.

A Mutacoes no Gene IDH1

Mutagdes na enzima isocitrato desidrogenase (IDH) 1 e 2 ocorrem em
aproximadamente 5-10% de todos os GBMs e estdo associadas a menor idade ao
diagnoéstico e melhor desfecho clinico (PARSONS et al. 2008). Mais de 90% das
mutacoes em IDH analisadas em gliomas envolvem o gene IDH1, sao
heterozigoéticas e resultam da mutagdo missense CGT>CAT no co6don 132, trocando
o residuo de arginina por histidina (R132H). Muta¢des analogas ocorrem em R172
de IDH2 (HORBINSKI 2013). As mutagdes sao mais comuns em GBMs secundéarios
sendo, dessa forma, consideradas como um marcador molecular de GBMs que
possuem um prognostico mais favoravel (PARSONS et al. 2008; YAN et al. 2009).

A mutagdo pontual IDHI®™ faz com que a enzima, localizada no
citoplasma, prefira ligar-se a alfa-cetoglutarato (0-KG), em vez do substrato original
isocitrato, catalisando a reagdo de reducao dependente de NAPDH de a-KG a D-2-
hidroxiglutarato (2-HG) (DANG et al. 2009). Os niveis de 2-HG, considerado um
oncometabdlito, sdo 10-100 vezes maiores em gliomas IDH-mutantes, quando
comparados aos IDH-selvagens (DANG et al. 2009; GARBER 2010). A relagdo
entre 2-HG e oncogénese ainda ¢ controversa, mas acredita-se que a expressao da
proteina mutante resulta na inibi¢do de dioxigenases dependentes de a-KG por 2-HG.

Enzimas que sdo a-KG-dependentes regulam diversos processos fisiologicos, como



sensibilidade a hipoxia, demetilagao de histonas ¢ mudancas na metilagio do DNA
(LOENARZ e SCHOFIELD 2008; SCHWARTZENTRUBER et al. 2012). De fato, a
mutagdo estd associada a um padrao epigenético distinto, designado fendtipo de ilhas
CpG metiladas de gliomas (G-CIMP) (NOUSHMEHR et al. 2010), discutido na

se¢do seguinte.

B Metilacdo do promotor do gene MGMT

Outra alteracdo importante ¢ a metilagdo do promotor do gene de O6-
metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). MGMT codifica a enzima MGMT,
uma proteina de reparo de DNA, que atua removendo grupos alquila na posicao O6
de guanina, prevenindo assim a cascata de eventos que levam a ativacdo de resposta
a danos no DNA e morte celular. MGMT pode, portanto, modular a sensibilidade ao
tratamento quimioterapico com agentes alquilantes, como TMZ. A droga TMZ age
de forma a transferir grupos alquila as bases de guanina, causando danos no DNA e
consequente morte celular por apoptose. Na presengca de MGMT, grupos alquila da
posicdo O6 de guanina no DNA podem ser removidos e o dano reparado, conferindo,
dessa forma, resisténcia as células tratadas com TMZ (KORSHUNOV et al. 2005;
KLEINBERG 2012). A metilagdo do promotor do gene MGMT resulta no seu
silenciamento, aumentando, assim, a sensibilidade das células ao tratamento com
TMZ devido a auséncia da proteina de reparo (NAKAGAWACHI et al. 2003;
HORBINSKI 2013). Desde que foi descoberto o papel de MGMT na resisténcia a
quimioterapia alquilante, MGMT tem permanecido como um biomarcador com maior
impacto nas decisdes clinicas, particularmente em pacientes idosos (WICK et al.
2012; WELLER et al. 2015, 2017). Adicionalmente, a metilagdo ¢ associada a
melhor resposta a TMZ, assim como RT e melhora a sobrevida livre de progressao e
sobrevida global com tratamento combinado adequado (TMZ + RT), do que qualquer
modalidade sozinha (THAKKAR et al. 2014). Além disso, a metilagdo de MGMT
esta associada a tumores com mutagdo em IDH1/2, sendo, dessa forma, mais comum
em GBMs secundarios (EOLI et al. 2007, NAKAMURA et al. 2001; HORBINSKI
2013).



C Alteracoes cromossomicas

Em relagcdo as alteragdes cromossOmicas, ¢ relevante mencionar perda no
cromossomo 10, que ocorre em 80 - 90% dos casos de GBMs. O gene do supressor
tumoral PTEN esta localizado no cromossomo 10g23. Além de perda de numero de
copias, o gene PTEN esta mutado em 20 - 40% dos GBMs, ocorrendo de forma
praticamente exclusiva em GBMs primarios.

Além disso, o status da integridade dos cromossomos 1p/19q ¢ verificado na
pratica clinica para o diagndstico molecular de gliomas (THAKKAR et al. 2014). As
dele¢des que resultam na perda do brago curto do cromossomo 1 e longo do 19 e so
preditivas de resposta a quimioterapia e melhor progndstico em oligodendrogliomas,

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

1.1.1.2 Principais Alteracoes e Subclassificacoes Moleculares de GBMs

GBMs foram um dos primeiros tipos tumorais a serem estudados pelo
consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA). Por meio desse consorcio, foi
realizada uma andlise integrada de diversas plataformas moleculares, como de
mRNA, miRNA, nimero de cépias de DNA, dados mutacionais, de expressdo
proteica e de metilagdo de DNA, que revelaram as principais alteragdes moleculares
que poderiam contribuir para a progressio e “patobiologia® da doenca
(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 doenga sob outras perspectivas. Assim, foram identificadas alteracdes
altamente recorrentes, que deram luz a heterogeneidade genética de GBMs e
possibilitaram a introducdo de novos conceitos na classificagdo desses tumores.

Em 2010, a subclassificagdo molecular inicialmente sugerida por PHILLIPS
et al. em 2006, foi refinada, contemplando entdo 840 genes e dados de
sequenciamento de 173 pacientes, que levaram a subclassificagdo de GBMs em
quatro subtipos moleculares, baseados em padrdes de expressdo génica e designados
como proneural, neural, classico e mesenquimal (VERHAAK et al. 2010). O subtipo
classico ¢ descrito pela amplificagdo/mutacao no gene EGFR, que codifica o receptor
do fator de crescimento epidérmico, um dos membros da familia de receptores

tirosina quinase (RTKs). O subtipo mesenquimal apresenta inativagdo do gene NF1,



que codifica Neurofibromina 1, um supressor tumoral que regula negativamente o
oncogene Ras e a proteina mTOR em astrocitomas (BANERJEE et al. 2011). O
subtipo proneural apresenta mutagdes nos genes do receptor para o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA) e IDH1. De maneira importante, a
posterior analise dos dados de padrdo de metilacio de GBM gerados pelo TCGA
identificou G-CIMP alto (ou G-CIMP high), um fendtipo de hipermetilagdo de DNA
presente em aproximadamente 10% dos GBMs (NOUSHMEHR et al. 2010). Este
fenotipo estd fortemente relacionado a mutagdo em IDH1 e ao subtipo molecular
proneural, sendo raro em GBMs primadrios (~5 - 8%). Em termos de sobrevida de
pacientes, existe uma significativa vantagem daqueles classificados como proneural
G-CIMP high com mutacdo em IDH1, em relacdo aos outros subtipos e
especialmente ao proneural IDH1 tipo selvagem ndo 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). E importante salientar que nio existe associagio entre os subtipos moleculares
G-CIMP high com a metilagdo no promotor MGMT.

E importante ressaltar que as classificagdes moleculares que se seguiram a de
2010 descartaram a existéncia do subgrupo neural (CECCARELLI et al. 2016). Isso
se deve ao fato de que a classificagdo original incluiu nas anélises dados de células
ndo malignas associadas ao tumor. Assim, com estudos posteriores e refinamento dos
dados, que excluiram outros tipos celulares das analises, foi revelada a existéncia de
trés subtipos de GBM (a saber, classico, mesenquinal e proneural), além de
confirmada a existéncia 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 alteracdes moleculares e sobrevidas globais associadas.
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Classificagdo OMS Status IDH/G-CIMP  Alteragoes Moleculares Classificagao Molecular/ Sobrevida
Alteragdes adicionais

IDH-mutante .
G-CIMP high —— Mutagdoem TP53 —— ngiural — ~ 30 meses
“GBM secundério”
Proneural
Glioblastoma
Proneural
PDGFRA —— ~ 10 meses
Perda cromossomo 10 CDK4
b Ganho cromossomo 7 Leai
IDH-selvagem Classico A s
Perda cromossomo 9p EGFRvill
Mirtacto; Thss Mesenguimal — + ~ 14 meses

NF1

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 classificagdo 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 secundério) e IDH-selvagem. Ainda, GBMs IDH-selvagem sao subdivididos em trés
subtipos moleculares, de acordo com as alteragcdes encontradas em: Classicos, Mesenquimais ou
Proneurais, sendo que ao subtipo Proneural pode ser associada a presenga do padrdo de hipermetilagdo
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 esforgos das subclassificacoes de GBMs nao foram suficientes
para estabelecer novas abordagens terapéuticas para uso na rotina clinica, nem
resultaram na identificagdo de marcadores preditivos que melhorassem o desfecho
dos pacientes com GBM.

Os dados do TCGA serviram para confirmar as trés principais vias de
sinalizacdo comumente alteradas em GBMs (Figura 2) (PARSONS et al. 2008). Sao
elas as vias de RTK/RAS/fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K), TP53 e proteina
retinoblastoma (Rb), que se encontraram alteradas em aproximadamente 90%, 86% e
79% dos casos, respectivamente. De maneira importante, 57% dos GBMs
apresentam mutagdo (ativadora) e/ou amplificacio de EGFR. Em particular, a
maioria dos GBMs apresentam ativacdo das vias abaixo de RTKs, como
PI3K/proteina quinase B (AKT)/proteina alvo mecanistico da rapamicina (mTOR) e
RAS/proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK). As mutagdes que

desregulam essas vias e contribuem com o comportamento bioldgico agressivo dos
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tumores incluem mutagdes nos genes que codificam os dominios cataliticos
(PIK3CA) ou regulatorios (PIK3R1) de PI3K (~15%), que induzem a ativacdo de
PI3K; além disso, dele¢des e/ou mutacdes em PTEN, gene supressor tumoral e o
principal regulador negativo de PI3K/AKT foram observadas em aproximadamente
41% dos casos. Mutagdes 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, mutagdo em Ras (aproximadamente 1% dos casos).

50%) 30‘}" ‘em média )
. EGFR PDGFRA|| MET || FGFR Receptores
amplificacdo Lo RN 3.2% Tirosina Quinase
ou mutagao
l 66% comblnado .l,
0% PTEN PIK(3)K RAS NF1
[ [41% ]_{[ 25% J ¢ [ 1% ]}_[ 10% ]
delecdo vlv -lv
ou mutacao T I s . P T P Y
( 1 [ : 1
! Via ' BRAF ' Via '
e —s
50% \_ Vemm e ——— Ve ——— p,

61% 5.6%

| | |
i I S

N;I;r# _| rps.? coka || Cyctins || coke
1% % 6%

86% em média 79%
B MDM2 I CDKN2A CDKN2B CDKN2C ——

;"“"1"“"‘\ S —————— .
[ 1 r H
1 Senescencia | i+ Controle do

H Apoptose i ':Béie E ciclo celular E
' P ! s 3 i
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Fonte: Adaptado de TCGA Research Network (2013).

Figura 2 - Principais alteragdes moleculares em GBMs. Dentre as principais alteragdes
moleculares encontradas em GBMs, aproximadamente 90% dos tumores apresentam
mutagdes/amplificagdes em receptores tirosina quinase, que participam das vias de AKT ¢ MAPK.
Em particular, 57% dos GBMs apresenta mutagdo ativadora e/ou amplificagdo em EGFR. Além disso,
41% dos GBMs apresenta delecdo e/ou mutagdo no supressor tumoral PTEN, levando a ativagdo
aberrante da via de PI3K/AKT. A via das MAPK também se encontra alterada em GBMs, ja que
Neurofibromina 1 (NF1), regulador negativo de Ras ¢ mutada ou deletada em 10% dos GBMs. Ras
encontra-se mutada em 1% dos casos analisados. Também podem ser encontradas importantes
alteragdes na via de TP53 (em 86% dos casos) e RB (em 79% dos casos). Essas vias estdo envolvidas
com a progressio do ciclo celular, sinalizagdo de senescéncia e apoptose. Genes com
amplificagdo/mutacdo estdo representados em vermelho enquanto genes com dele¢do/mutacdo estdo

em azul.
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As vias de sinalizagdo ativadas por RTK modulam diversas fungdes celulares,
como crescimento, migracao e sobrevivéncia. Membros da familia de RTKs sdo
compostos por um dominio extracelular, com regido para interacdo com o ligante,
um dominio transmembranar e uma regido citoplasmatica, que contém o dominio
proteina tirosina quinase, composto por tirosinas que sdo autofosforiladas
(LEMMON e SCHLESSINGER 2010). Simplificadamente, RTKs sao ativados via
dimerizacdo dos receptores em resposta a um ligante extracelular e sofrem
subsequente ativacdo do dominio intracelular tirosina quinase. E importante salientar
que o grau de ativacdo de uma via por fatores de crescimento especificos depende da
expressao e localizacdao na superficie celular do seu cognato RTK e co-expressao de
membros da familia do receptor e diversas proteinas de ancoragem molecular. Em
tumores, alteragdes como amplificacio e mutagdes ativadoras, resultam na
hiperativacdo de varios desses receptores. Em GBMs, a sinalizagdo via EGFR
promove divisdo celular, invasdo tumoral e resisténcia a radio e quimioterapia
(NAGANE et al. 1996; CHAKRAVARTI et al. 2002; FAN e WEISS 2010). A
atividade do receptor ¢ aumentada nos casos em que ha superexpressdo de EGFR,
inibi¢do/dele¢do de reguladores negativos abaixo da via, EGFR constitutivamente
ativado (por exemplo, EGFRVIII) e amplificagdo de EGFR (HATANPAA et al.
2010; MAZZOLENI et al. 2010). Aproximadamente metade dos GBMs com
amplificagdo em EGFR possuem uma delecdo no dominio extracelular de EGFR
(delta-EGFR ou EGFRUVIII), que resulta em atividade do receptor independente de
ligante (ALDAPE et al. 2004). A proteina EGFRVIII interage com a selvagem para
causar transformacao celular via transducao de sinal e ativacao da via de sinalizagao
da proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢do 3 (STAT3) (FAN et al.
2013). A superexpressao de EGFRVIII foi descrita como um fator forte para predicao
de prognostico ruim na presenga de amplificacio de EGFR (SHINOJIMA et al.
2003).

Além do TCGA, outros projetos disponibilizam bancos de dados publicos
para analise em larga escala de GBMs (EDGAR 2002; MADHAVAN et al. 2009;
BARRETT et al. 2013). Em geral, esses outros bancos servem como fontes
secundarias a0 TCGA e sdo utilizados em estudos que buscam por assinaturas

genicas de GBMs, em conjunto ou a parte da subclassificagdo de GBMs proposta
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pelo TCGA (LIANG et al. 2005; ZHAO et al. 2017). Contudo, mesmo com a grande
quantidade de informacdes provenientes do TCGA e de outras fontes, ainda existe
uma grande necessidade para a identificagdo de fatores preditivos sélidos, que
resultariam em um tratamento individualizado dos pacientes. Para isso, ¢ necessario
compreender como ocorre o controle das principais vias de sinalizagdo em GBMs,

que resultaria na identifica¢ao de possiveis novos alvos terapéuticos.

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

As habilidades de sustentar sinalizacdo proliferativa, independéncia de fatores
de crescimento externos, insensibilidade a sinais inibitorios do crescimento, evasao
da apoptose, potencial replicativo ilimitado, capacidade de estimular a angiogénese ¢
de invadir tecidos normais resultam da regulacdo anormal ou inexistente de diversas
vias de sinaliza¢do nesses tumores (HANAHAN e WEINBERG 2011).

Conforme descrito pelo TCGA, as vias de sinalizagdo comumente
desreguladas em GBMs estdo relacionadas as vias ativadas por RTKs, como
PI3K/AKT (PKB)/mTORC1 e Ras/proteinas quinases reguladas por estimulos
extracelulares (ERK1/2). As vias de PI3K/AKT/mTORCI e Ras/ERK regulam os
principais mecanismos para controle de sobrevivéncia, diferenciagdo, proliferagao,
metabolismo e motilidade celular, em resposta a estimulos extracelulares
(MENDOZA et al. 2011). Ambas as vias t€m inicio com a ativagao de RTKs. Além
de seus mecanismos independentes de regulacdo (feedbacks), as vias estdo integradas
e conversam entre si, regulando uma a outra extensivamente, por meio de inibi¢do ou
ativagdo cruzada (crosstalk) (MENDOZA et al. 2011). De maneira importante, as
vias convergem em termos de substratos e processos celulares regulados pelos
mesmos. A modulagdo da via de mTORCI, importante modulador da sintese de
proteinas, pela via de Ras/ERK ¢ um exemplo da convergéncia entre as vias e € o
foco do nosso estudo (Figura 3).

A via candnica de PI3K/AKT inicia-se com a ativagdo de RTK ou receptores
acoplados a proteina G (GPCR), por meio de fatores de crescimento como insulina.
A ativagdo da via leva ao recrutamento e ativacdo de uma ou mais isoformas da

familia de PI3K da classe I, na membrana plasmdtica. Também importante para
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regulacao de PI3K ¢ a interagdo com membros da familia Ras de pequenas GTPases.
A classe I de PI3Ks fosforila predominantemente P14,5P,, produzindo PIP;. Apesar
de isoformas especificas de PI3K serem diferentemente ativadas de acordo com o
contexto celular, o resultado final é o mesmo: relocalizagao de AKT inativo em sitios
na membrana que possuem acumulo de PIP; ou PI3,4P,, através da interacdo com o
dominio PH (Pleckstrin-homology) de AKT. Dominios PH funcionam como
modulos de ligacdo a lipideos em diversas proteinas, incluindo diversas quinases
citoplasmaticas. Assim, além de AKT, a molécula PIP; gerada na parte interna da
membrana plasmatica recruta outra proteina serina/treonina quinase que contém o
dominio PH, denominada quinase 1 dependente de 3-fosfoinositideo (PDKI)
(ANDJELKOVIC et al. 1997; BELLACOSA et al. 1998). PDK1 ¢é responsavel por
fosforilar AKT na Thr308. Essa fosforilagdo ¢ necessaria e suficiente a ativacao de
AKT, mas a ativacdo maxima da proteina requer fosforilagdo adicional em Ser473
por mTORC?2, responsavel por estabilizar a fosforilagdo em Thr308 e o estado ativo
de AKT (SARBASSOV et al. 2005). Os niveis de PIP; s3o muito baixos em células
de mamiferos sem estimulo de crescimento e sdo fortemente regulados, devido aos
efeitos combinados de uma rigida regulacdo de PI3K e da ativagdo de diversas
fosfatases de PIP;, como PTEN e inositol fosfatases contendo o dominio SH2
(SHIP).

Uma vez ativada, AKT promove sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento
celular por meio da fosforilagdo e inibigdo de diversos substratos chave, que inclui o
inibidor de mTORCI1, TSC2 (ou tuberina). TSC2, junto de TSC1 (ou hamartin),
integram o complexo proteico da esclerose tuberosa (TSC). Na auséncia de fatores de
crescimento, TSC2 funciona como uma proteina ativadora de GTPase (GAP) para a
GTPase proteina homologa a Ras (Rheb), um regulador positivo de mTORCI1. Dessa
forma, o complexo TSC mantem Rheb-GDP. Sob estimulo, AKT fosforila TSC2 e
causa inibi¢do 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 regulacdo da expressdo génica por meio do controle traducional via
mTORCI1 ¢ um mecanismo fundamental que estd implicado em diversos processos
bioldgicos e sua desregulacdo contribui para o desenvolvimento de doengas,

exercendo um papel-chave na tumorigénese.
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A via de Ras/ERK ¢ ativada por fatores de crescimento, hormonios
polipeptideos, neurotransmissores, quimiocinas e esteres de forbol (como PMA), que
sinalizam por meio de seu RTK cognato e receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), ou pela ativacdo direta da proteina quinase C (PKC) (MCKAY e
MORRISON 2007; ROZENGURT 2007). A autofosforilagdo dos RTKs induzida por
ligantes fornece sitios de ligacao especificos para proteinas adaptadoras que possuem
dominios SH2 ou PTB, como a proteina 2 ligada a receptores para fatores de
crescimento (Grb2). A rota mais caracterizada da ativacdo de Ras ocorre na
membrana plasmatica e ¢ mediada por SOS, um fator de troca do nucleotideo
guanina (GEF). SOS ¢ recrutado do citosol para a membrana como resultado de sua
interacdo com Grb2 e estimula a troca do GDP ligado a Ras por GTP, que ¢
necessario para uma regulagdo positiva da atividade de Ras e a subsequente ativagdo
de uma via de MAPK. A via das MAPK, consiste de uma proteina quinase inicial
regulada por GTPase (MAPKKK), que fosforila e ativa uma quinase intermediaria
(MAPKK) que, por sua vez, fosforila e ativa uma MAPK efetora. Na via Ras/ERK,
esses componentes sdo a proteina Ras e as quinases Raf (MAPKKK), MEK
(MAPKK) e ERK1/2 (MAPK). Essa troca de nucleotideo permite a interacdo entre
Ras com seus efetores, como Raf. Raf ativada se liga e fosforila MEK1/2 que, entao,
fosforila ERK1/2 no motivo conservado Thr-Glu-Tyr em seu loop de ativagao
(CARGNELLO e ROUX 2011). A proteina ERK ativada fosforila fatores de
transcri¢do e proteinas sinalizadoras, como RSK. Os alvos nucleares de ERK
incluem os fatores de transcricdo complexo ternarios (TCF), que possuem um
importante papel na inducdo de genes de ativagdo imediata (IEGs). Os produtos de
IEG, como c-Fos e c-Myc induzem genes de resposta tardia, que promovem

sobrevivéncia, divisdo 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 traducao. O estimulo por fatores de crescimento promove a ativagao
de receptores tirosina quinases (RTKs) na membrana plasmatica. Esse estimulo pode, entdo, ser
convertido em respostas intracelulares por meio da ativagdo das vias PI3K/AKT e Ras/ERK. A via de
PI3K/AKT tem inicio com a fosforilacdo e ativagdo da proteina quinase PI3K. PI3K ¢é responsavel
pela fosforilagdo de PIP2 em PIP3, o que resulta na ativacdo de AKT. AKT regula a tradug@o por
fosforilar e inativar a fungdo do complexo TSC, um heterodimero de TSC1 e TSC2, que regula
negativamente a proteina RHEB. A atividade de RHEB ¢ essencial para a ativagdo da via, pois essa
proteina associa-se a mTORC1 promovendo sua ativagdo e consequente sinalizagdo para os alvos
S6K1 e 4E-BP1, essenciais para o inicio da traducdo. A via de sinalizacdo de Ras/ERKtem inicio com
a ativacdo da quinase MEK1/2 que, por sua vez, fosforila e ativa ERK1/2, que participa da ativagdo da

magquinaria de tradugdo através de um mecanismo dependente de RSK.
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1.3 O CONTROLE DA SINTESE DE PROTEINAS

Atualmente, sabe-se que os niveis de proteinas existentes em uma célula sdo
modulados por diversos processos, desde a transcricdo do mRNA no nucleo, até seu
processamento, transporte, estabilidade e tradu¢ao no citosol, além da propria
estabilidade proteica (Figura 4) (KOMILI e SILVER 2008; DESCHENES-SIMARD
et al. 2014). Dentre esses processos, a tradu¢ao ¢ o passo que mais consome energia
na célula (BUTTGEREIT ¢ BRAND 1995). Como resultado do alto consumo
energético que a sintese de proteinas impoe a célula, diversos estudos apontam que a
traducdo do mRNA seja a etapa chave que determina a composi¢cdo do proteoma
(SCHWANHUUSSER et al. 2011; KRISTENSEN et al. 2013). Dessa forma, o
controle da traducdo possui um papel importante na regulacdo da expressdo génica, o
que significa que o mesmo necessita ser rigidamente controlado (ROLFE e BROWN

1997; SONENBERG e HINNEBUSCH 2009).

Translatoma

Proteinas

- Tradugéo de
= mRNA

DS

Degradacéo
de proteinas

de mRNA  ~
SN "
Degradacgdo
de mRNA

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

Figura 4 - Mecanismos que regulam a expressdo génica. A regulagdo de subconjuntos de
mRNAs pode ocorrer a niveis de transcricdo no nucleo, transporte para o citosol, degradagio,
armazenamento e tradugdo. As demarca¢des hachuradas correspondem as populagdes de mRNA
estudadas pela “translatomica” (que estuda os mRNAs que estdo engajados na sintese de proteinas,
compondo translatoma) e “transcriptomica” (ou seja, que estuda a populagdo de mRNA total, ou o

transcriptoma).
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Comparado a regulacao transcricional, o controle traducional de mRNAs
existentes permite mudangas mais rapidas na concentra¢ao celular das proteinas
codificadas. A reprogramag¢do requerida para a transformacdo celular e
desenvolvimento tumoral ¢ promovida pela ativagdo de vias oncogenicas chave, que
induzem respostas adaptativas responsaveis tanto por aumentar a sintese global de
proteinas, como por modular a codificacdo de mRNAs especificos em resposta a
sinais ambientais. Essas respostas sdo mediadas pela desregulagdo do controle da
sintese de proteinas, ou controle traducional de mRNAs. Esse controle pode ser
utilizado como um mecanismo pelo qual vias oncogenicas promovem transformagao
celular e desenvolvimento tumoral. A desregulagcdo do processo traducional pode ser
considerada uma das marcas do cincer e estd relacionada a proliferacdo aberrante,
sobrevivéncia, angiogenese, alteragdes na resposta imune e metabolismo energético
de cancer (KEVIL et al. 1996; POLUNOVSKY et al. 1996; LARSSON et al. 2007,
COLINA et al. 2008; TOPISIROVIC e SONENBERG 2011).

1.3.1 Iniciacdo da Traduciao Dependente de CAP

Durante o processo de transcricdo eucariotico, os mRNAs nascentes sdo
modificados nas terminacdes 5’ e 3°. A primeira modificacdo ocorre na extremidade
5°, na qual um cap, composto por uma guanina modificada por um grupo metil (7-
metilguanosina) ¢ adicionado, formando a estrutura 5’m(7)GpppX (na qual m(7)G ¢
uma 7-metilguanosina, p ¢ um grupo fosfato e X ¢ qualquer base). O processo de
adicdo deste composto, o capeamento, ¢ a primeira modificacdo feita no RNA
transcrito (RAMANATHAN et al. 2016), ocorrendo apos a RNA polimerase II ter
produzido um fragmento de aproximadamente 25 nucleotideos de RNA durante a
transcri¢do. Ja na extremidade 3’ do RNA mensageiro ocorre a poliadenilagdo, ou
seja, a adicdo de uma sequéncia repetitiva de 80 - 250 adeninas sobre a extremidade
3’ (cauda poli-A). Essas modificagdes sdo importantes, pois aumentam a estabilidade
do mRNA e auxiliam na exportacdo para o citoplasma, onde desempenham um papel
importante na tradugao.

O processo de traducao pode ser dividido nas etapas de iniciacao, elongacao,
terminacdo e reciclagem dos ribossomos (SONENBERG e HINNEBUSCH 2009). A

iniciagdo ¢ a etapa critica, na qual a maioria das vias de controle traducional agem. O
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inicio da tradugdo ¢ um processo com varias etapas que finaliza no reconhecimento
do codon de inicio AUG pelo RNA transportador especializado em iniciacdo
acoplado a uma metionina (Met-tRNA1i), levando a montagem do ribossomo 80S,
capaz de realizar a etapa de elongacdo. A via canonica da iniciacdo da traducdo,
responsavel pela tradu¢do da maioria dos mRNAs ¢ dependente de 5’ cap. No
processo de iniciagdo dependente de cap (Figura 5), ¢ necessaria a formacao de um
complexo ternario: Met-tRNAi + elF2 + GTP. Esse complexo liga-se a subunidade
ribossomal 40S em conjunto com outros fatores de inicio (eIFs) da tradugdo (elF1,
elF1A, elF3 e elF5), formando o complexo de pré-iniciagdo 43S (PIC 43S). O PIC
43S liga-se a0 mRNA proximo a extremidade 5°, que contém o m(7)GpppX 5’-cap,
formando o PIC 48S. Isso ¢ feito com o auxilio do complexo de unido ao cap,
formado pelo complexo elF4F (composto pela proteina de ligacao ao cap elF4E, pela
RNA helicase elF4A e por uma grande proteina adaptadora elF4G) e pela proteina de
ligacdo a poli-A (PABP), cuja interacdo com elF4G promove a circularizacdo do
mRNA, por unir as terminacdes 5’ ¢ 3> do mRNA (SONENBERG e HINNEBUSCH
2009). Dessa maneira, se forma o complexo de pré-iniciagdo 48S, responsavel por
escanear a regido 5’ ndo traduzida (5’UTR), com auxilio de elF4A, cuja atividade ¢é
estimulada por elF4B, até¢ que seja identificado o cddon de inicio AUG. O
pareamento perfeito com o cdédon AUG, no contexto de uma sequéncia kozak
(KOZAK 1989), leva a parada do rastreamento do mRNA e a hidrolise de GTP do
complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNAi. Assim, com a liberagdo de elF2-GDP ¢
outros elFs, a subunidade 60S pode se acoplar e formar um complexo de iniciagdo
80S, pronto para comegar a fase de elongagdo da cadeia peptidica (HINNEBUSCH e
LORSCH 2012).
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Fonte: Adaptado de KLANN e DEVER (2004) e GEBAUER e HENTZE (2009).

Figura 5 - A iniciagdo da tradu¢do de mRNA dependente de 5° cap em eucariotos e

seu controle por 4E-BPs. (A) A etapa de iniciagdo comega com a formagdo do complexo de pré-

iniciagdo 43S (PIC 438S), resultante da unido entre a subunidade ribossomal 40S com fatores como
elF3 e elF1A (1A) e com o complexo ternario, formado pelo fator de iniciacdo da tradugdo 2 (elF2)
ligado a GTP e ao RNA de transferéncia ligado a metionina (Met-tRNA;¥®). O PIC 43S ¢, entio,
recrutado ao mRNA que foi circularizado por meio da interagdo entre o complexo de ligagdo ao cap
elF4F (elF4E, junto a elF4G e elF4A), ligado a estrutura 5° cap 7-metil-GTP (m7Gppp) e a proteina
de ligagdo a cauda poli-A (PABP), sendo formando o complexo de pré-iniciagdo 48S (PIC 48S). PIC
48S escaneia e localiza o cddon de iniciagdo AUG e, entdo, ocorre a hidrolise de GTP por elF2 ¢ a
consequente dissociagdo dos fatores associados ao PIC 48S. A dissociagdo permite a ligagdo da
subunidade ribossomal 60S, dependente da hidrolise de eIF5B-GTP. O ribossomo 80S, formado,
pode, entdo, iniciar a etapa de elongacdo e sintese proteica. (B) O controle da iniciagdo por meio das
proteinas de ligagdo a e[F4E (4E-BPs). 4E-BPs se ligam a eIF4E e impedem sua interacdo com elF4G,
inibindo a etapa de inicia¢do da tradugdo. A fosforilagdo de 4E-BPs por mTORCI1 faz com que elF4E

seja liberado para interacdo com elF4G e, assim, ative a tradugio.

A iniciagdo da traducdo ¢ fortemente controlada (SONENBERG e
HINNEBUSCH 2009). Durante essa etapa, os fatores de inicio de tradugdo
desempenham um papel crucial, pois coordenam diversos pontos de controle. Em
cancer, alguns fatores tem a expressdo aumentada durante o desenvolvimento e
progressdo tumoral. De maneira importante, fatores de inicio de tradug¢do podem
aumentar a sintese de proteinas (quantitativamente) ou a expressio de mRNAs
especificos (qualitativamente). Assim, por meio da regulacdo da iniciagdo da
traducao, ¢ possivel controlar qual mRNA ¢ traduzido e a taxa na qual essa tradugao
ocorre. Essa regulagdo contribui para o estabelecimento de ambientes celulares
compostos por proteinas com concentragdes adequadas. A deregulagdo desse
controle ¢ fundamental para o desenvolvimento e progressao tumoral.

Estudos mostram que ocorre a desregulacao de elFs e de seus reguladores em
diversos tipos tumorais. O fator cujo papel relacionado ao desenvolvimento e
progressdo de neoplasias que foi mais bem caracterizado até o momento ¢ elF4E,
componente do complexo elF4F. eIF4E ¢ geralmente superexpresso em canceres e €
fortemente relacionado a patogénese da doenga (GRAFF et al. 2008). A funcgdo de
elF4E ¢ regulada de diferentes maneiras: através da expressao de elF4E; através da

ligacdo com proteinas de ligacdo a elF4E (4E-BPs) (Figura 5B); e por sua
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fosforilagdao no residuo Ser209, pelas proteinas quinases MAP de integragao de sinal
(MNKI1 e MNK?2) (SONENBERG ¢ HINNEBUSCH 2009). Em tumores cerebrais,
um estudo examinou a abundancia de elF4E em trés tipos tumorais, a saber,
astrocitomas, meningiomas e carcinomas oligodendrogliais e mostrou que ha
aumento da expressdo de elF4E nos trés tipos, porem os niveis de eIF4E fosforilado
ndo se correlacionam com a agressividade do tumor (TEJADA et al. 2009). Os
fatores elF4G e elF4A também sdo encontrados superexpressos em algumas
malignidades. Aumento da expressdo de elF4G esta associado a estados agressivos
de cancer de pulmdo e cancer de mama inflamatério; além disso, elF4G ¢
superexpresso em cancer cervical, sendo que os altos niveis se correlacionam com
um prognoéstico ruim em carcinoma de nasofaringe (COMTESSE et al. 2007;
SILVERA et al. 2009; LIANG et al. 2014). e[F4A ¢ encontrado superexpresso em
pulmdo e cancer cervical, no qual niveis mais baixos detectados apos radiacio ¢
preditivo de melhor sobrevida. Os niveis de eIF4A sdo controlados por seu inibidor,
proteina de morte celular programada 4 (PDCD4), que se liga a eIF4A e bloqueia sua
interacdo com elF4G, impedindo a participacdo de elF4A na iniciagdo da tradugdo (
(YANG et al. 2003; LARONDE-LEBLANC et al. 2007). Interessantemente, niveis
de PDCD4, uma proteina supressorora tumoral, foram reportados reduzidos em
diversos canceres, incluindo GBMs (GAO et al. 2009).

Na etapa de iniciagdo, a regulacdo se da por meio do recrutamento do
ribossomo pelo complexo elF4F (HINNEBUSCH 2014). Dessa forma, o controle da
atividade e formacao do complexo elF4F deve ser fortemente regulado para manter a
homeostase celular, o que ¢ realizado pelas principais vias de transducdo de sinal
(Figura 3). Uma das principais vias de sinaliza¢do que modula a etapa de inicia¢ao da
traducdo dependente de 5’ cap, afetando a sintese de proteinas, tanto globalmente,
como de mRNAs especificos, ¢ a via de PI3K/AKT/mTORCI, por meio da ativagao
de mTORC1 (ENGELMAN 2009). A via Ras/ERK, assim como PI3K/AKT ¢
comumente ativada em cancer e pode afetar mTORCI1 por meio da fosforilagdo
promovida por ERK ou RSKs de TSC2 e da proteina regulatoria associada a mTOR
(RPTOR ou Raptor) (BALLIF et al. 2005; CARRIERE et al. 2008; CARRIERE et al.
2011). Além disso, MNK1 e MNK2, ativados por ERK, estimulam a traducao pela
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fosforilagdo de eIF4E, promovendo iniciagdo da tradugdo e tumorigénese

(WASKIEWICZ et al. 1997).

1.3.2 O Complexo mTORC1

mTORCI1 é um dos complexos multiproteicos que contém a proteina mTOR,
uma serina/treonina quinase, da familia de PI3K-related kinase (PIKK) que compde
a subunidade catalitica 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 funcdes celulares, atuando de
maneira importante em vias de sinalizacdo de células eucaridticas. Dentre os
processos regulados por mTOR, podemos citar seu papel em crescimento,
metabolismo e doencgas, sendo frequentemente desregulada em cancer (SAXTON e
SABATINI 2017).

Estruturalmente, mTORC1 ¢ composto por mTOR, Raptor, mLSTSE, PRAS40
e DEPTOR. Dentre as proteinas que compdem o complexo, Raptor ¢ indispensavel,
uma vez que ¢ responsavel por facilitar o recrutamento dos substratos de mTORCI,
ligando-se ao motivo TOS de mTOR, que ¢ encontrado em diversos substratos
candnicos de mTORCI1 (NOJIMA et al. 2003). Além disso, Raptor ¢ necessaria a
localizagdo subcelular correta do complexo (SAXTON e SABATINI 2017). Ja
mLST8, associa-se ao dominio catalitico de mTOR, sendo capaz, dessa forma, de
estabilizar o motivo loop de ativagdo de quinase. As subunidades PRAS40 ¢
DEPTOR sao caracterizadas por serem as subunidades inibitorias do complexo. Por
outro lado, mMTORC?2 ¢ composto por mTOR, mLST8, DEPTOR, Rictor (cuja fungdo
¢ analoga a de Raptor no complexo mTORC1) e das subunidades regulatorias mSinl
e Protor1/2.

Uma diferenca fundamentalmente importante entre mTORC1 e mTORC2
estd na sensibilidade da resposta ao tratamento com rapamicina (Sirolimus),
molécula isolada de bactérias que da origem ao nome de mTOR (DOS et al. 2004).
Apoés a identificagdo da rapamicina, a mesma foi extensivamente estudada e,
finalmente, caracterizada por inibir preferencialmente o complexo mTORCI, 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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proteina intracelular FKBP12, o qual inibe alostericamente mTORCI1, por meio do
enfraquecimento da interagao entre Raptor e mTOR (BROWN et al. 1994; KIM et al.
2002). Além disso, o complexo rapamicina-FKBP12 liga-se ao dominio FRB de
mTOR, de forma a restringir a fenda catalitica e, dessa forma, obstruir parcialmente
os substratos do sitio ativo (OSHIRO et al. 2004; YIP et al. 2010; YANG et al.
2013).

Em termos funcionais, mTORC2 pode regular mTORCI por meio da
fosforilagdo de AKT e regular a organizacdo do citoesqueleto, proliferagdo e
sobrevivéncia pela fosforilagcdo de diversos membros da familia de proteinas quinase
AGC (PKA/PKG/PKC) (DOS et al. 2004; ZONCU et al. 2011). Por outro lado,
mTORCI1 regula diversas fun¢des importantes para o crescimento celular como
traducdo, biogénese ribossomal, autofagia e sintese de nucleotideos. Os processos
anabolicos regulados por mTORCI, ou seja, que induzem crescimento, ocorrem por
meio da fosforilacao de substratos chaves para processo de tradu¢ao, como 4E-BP1,
proteinas quinases S6 (S6Ks, a saber S6K1 e S6K2) e proteina 1 relacionada a La
(LARP1) (FONSECA et al. 2018). Simultaneamente, mTORC1 inibe o catabolismo,
por meio da inibi¢do da quinase unc-51-simile (ULK), uma quinase importante para

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

1.3.3 O Controle da Traducido via mTORC1

A modulagdo da tradugdo por mTORCI se da, principalmente, por meio da
regulacao da montagem do complexo elF4F, afetando a sintese proteica global e de
mRNAs especificos (Figura 6) (ROUX e TOPISIROVIC 2018). Numa escala de
tempo mais longa, mTORCI1 promove também a transcri¢do de genes que codificam
rRNAs e tRNAs (ROUX e TOPISIROVIC 2012). Isso resulta indiretamente na
estimulagdo da sintese proteica por meio da ativacdo do fator intermediario de
transcricdo 1-alfa (TIF1A), bem como por meio da fosforilacio e supressdo da
proteina repressora da transcricdo de RNA polimerase III homoélogo a MAF1
(MAF1), um inibidor da RNA polimerase IIl, que leva ao aumento da biogénese
ribossomal e sintese 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/mTORCI1 e Ras/ERK/RSK modulam a tradugdo de
subconjuntos mRNAs particulares. Cada componente do complexo elF4F modula a tradugdo

de mRNAs com caracteristicas especificas. A superexpressdo de elF4E, por exemplo, afeta a tradugdo
de mRNAs que codificam proteinas envolvidas na iniciagdo e manuteng¢do tumoral, como ciclinas,
VEGF e BCL-xL. Ja elF4A promove a tradu¢do de mRNAs com a regido 5’ UTR rica em C/G, como

o motivo G4.

Sabe-se que 4E-BPs, quando nao fosforilados, competem pelo sitio de ligagao
de elF4G em elF4E e interferem, dessa forma, com a montagem do complexo elF4F

(Figura 5B). A fosforilagdo de 4E-BP1 em multiplos sitios por mTORCI1 (em Thr37
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e Thr46, seguida de Thr70 e Ser65) ocasiona mudangas conformacionais que
resultam em sua dissociacdo de elF4E, o que permite a montagem do complexo
elFAF e traducdo de mRNAs dependentes de cap (GINGRAS et al. 1999, 2001).
mTORC1 também fosforila elF4G em diversos residuos, mas a consequéncia
funcional dessas fosforilagdes ainda ¢ desconhecida (RAUGHT et al. 2000).

A fosforilagdo de S6KI1 no residuo Thr389 por mTORCI, propicia sua
subsequente fosforilagdo e ativacdo por PDKI. Isso resulta na fosforilacio de
diversos substratos que possibilitam a iniciacdo da tradu¢do do mRNA. S6Ks
fosforilam a proteina ribossomal S6 (rpS6), responsavel por promover a montagem
do complexo de ligacdo ao cap, em Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 e Ser247 em
humanos; elF4B, regulador positivo de elF4A, ¢ fosforilado em Ser406 e Ser422
(RAUGHT et al. 2004; SHAHBAZIAN et al. 2006); ¢ PDCD4, inibidor de eIF4A,
em Ser67 e Serd57, que leva a sua degradagdo pelo proteassomo, com consequente
liberacao do fator eI[F4A do complexo inibitorio PDCD4-elF4A (YANG et al. 2003),
tornando possivel a associacdo de elF4A com elF4G. S6Ks também fosforilam a
quinase fator de elongacdo 2 de eucariotos (eEF2K) em Ser366 (WANG et al. 2001),
inibindo sua fun¢do como inibidor do fator de elongagdo eEF2, uma GTPase que
promove a translocagao do peptidil-tRNA do sitio A para o sitio P no ribossomo,
aumentando a taxa de elongacao.

Um dos alvos mais recentemente descritos de mTORC1 é LARPI1, uma
conservada proteina de ligacdo a RNA, que pertence a familia que contém o motivo
La (LAM). mTORCI1 fosforila LARP1 em Ser689 e Thr692, enquanto S6K1 e/ou
AKT podem fosforilar os sitios Ser770 e Ser979, sugerindo diversas camadas de
regulacdo por fosforilacio de LARPI. Os sitios de fosforilagdo por mTORCI1
promovem a modulagdo da atividade de ligagdo a mRNA de LARPI1. De maneira
importante, foi proposto que LARPI1 desempenhe um papel na modulacdo da
estabilidade e/ou tradu¢do 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 proteinas

ribossomais, PABP e eEF2. Assim, por meio da interagdo com o 5’ cap de TOP
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mRNAs e consequente impedimento do acesso de elF4E ao cap, a ligagao de LARP1
a TOP mRNAs inibe sua traducdo em resposta a inibidores de mTORCI1, sugerindo
que a proteina serve como um interruptor que regula a tradu¢do de TOP mRNAs

(HONG et al. 2017).

1.3.4 Outros Mecanismos de Controle da Traduc¢ao

E importante mencionarmos que a tradugdo de mRNA pode ser mediada por
fases de leitura abertas a montante (UORFs). As uORFs sdo janelas de leituras
localizadas na regido 5’ nao traduzida do mRNA, que podem inibir a tradugdo da
janela de leitura subsequente, ou at¢ mesmo promover o inicio da traducdo na
sequéncia codificadora (YOUNG e WEK 2016). Sao sensiveis a fosforilagdo por
elF2a em resposta ao estresse ambiental, como, por exemplo falta de aminoacidos
(Figura 6). Quando elF2a esta fosforilado, a abundancia dos complexos ternarios
necessarios para o inicio da tradu¢ao diminui, o que acarreta na perda do efeito
inibidor dos uORF sobre o ORF principal e permite a tradugdo especifica dos
mesmos.

A traducdo independente de 5’ cap ¢ em geral mediada por estruturas no
mRNA chamadas de sitio de entrada interna do ribossomo (IRES) (LEPPEK et al.
2018). Esta traducdo requer um menor numero de fatores de traducdo e corresponde
a 5% dos eventos de inicio de tradugdo em eucariotos. As IRES apresentam
estruturas secundarias que promovem uma interagdo mais eficiente com o ribossomo
408, possibilitando a iniciacdo da traducao sem o auxilio dos fatores de traducdo. A
complexidade destas estruturas secunddarias ird determinar os fatores necessarios para
a montagem adequada do ribossomo competente 80S. Portanto, a tradugdo
independente de cap ¢ uma via de traducdo importante em condi¢gdes de inibi¢do ou

reduc¢do da traducao dependente de cap.

1.4 TRANSLATOMICA APLICADA AO ESTUDO DA TRADUCAO

Uma vez que um ribossomo comegou a fase de elongacao de um mRNA que
sera traduzido, outros ribossomos podem iniciar a traducdo do mesmo mRNA.

Assim, se um mRNA esta sendo ativamente traduzido, diversos ribossomos se
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encontram associados a mesma molécula e ddo origem a estruturas demoninadas
polissomos, ou polirribosomos, como mostrado na Figura 7. Dessa forma, quanto
mais ribossomos um polissomo possuir, maior serd a taxa de tradu¢do de um
determinado mRNA, ja& que mais proteinas poderdo ser sintetizadas em um menor

espaco de tempo.
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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 estdo associados a mais ribossomos do que os mRNAs
que sdo ineficientemente traduzidos, consistem no estudo do translatoma (Figura 4).
Estudos sobre o translatoma sdao importantes, pois podem fornecer informagdes mais
compativeis em relagdo a expressdo proteica, quando comparados a estudos de
transcriptomica. Assim, a partir da andlise dos mRNAs engajados na sintese de
proteinas, ¢ possivel entender quais mRNAs sdo efetivamente necessarios, por
exemplo, frente a diferentes estimulos ou em diferentes neoplasias.

As abordagens que permitem estudar mudancas nas eficiéncias traducionais

sdo realizadas utilizando técnicas de translatdmica e incluem os perfis polissomais e



29

ribossomais (KUERSTEN et al. 2013). Por um lado, no perfil polissomal, os mRNAs
eficientemente traduzidos (associados a mais de trés ribossomos) sao isolados pela
separacdo bioquimica através da abordagem de ultracentrifugacdo em gradientes de
sacarose ¢ analisados por técnicas de larga escala, como microarranjos ou
sequenciamento de ultima geracdo (LARSSON et al. 2013). J4 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
abundancia absoluta (ja que separa fisicamente os mRNAs com n > 3) e a outra o faz
de forma relativa (j4 que conta o nimero de RPFs de mRNAs eficiente e
ineficientemente traduzidos). Isso significa que a andlise de mRNAs pouco
abundantes cujos niveis se alteram de forma pouco dramética sob algum tratamento é
enviesada na analise por perfil ribossomal, visto que sdo menos ponderadas
(GANDIN et al. 2016).

Além disso, por meio do perfil polissomal ¢ possivel obter informagdes sobre
as regides S’UTR dos transcritos, ja que os mRNAs sdo isolados de forma integral,
em contraste com as regidoes RPFs que sdo analisadas por meio do perfil ribossomal
(GANDIN et al. 2016). Isso ¢ importante, visto que se sabe que as caracteristicas
intrinsecas dos mRNAs como, por exemplo, a estrutura primaria e secundaria das
regides 5’UTR modulam a tradug¢do dos mesmos e, muitas vezes, determinam a taxa
de ligagdo dos ribossomos (HINNEBUSCH et al. 2016). Dessa forma, as sequéncias
na regido 5’UTR, como as 5’TOP, reguladas por mTORCI/LARPI1, servem como
um elemento regulador cis que inibe a ligagdo de proteinas reguladoras da tradugdo
(GEBAUER et al. 2012).

A técnica para isolar transcritos por meio do perfil polissomal baseia-se na
sedimentacdo 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 a0 mRNA, mais densa fica a molécula e
maior sua velocidade de sedimentacdo no gradiente. Essa distribui¢do dos diferentes
componentes ribossomais (a saber, 40S, 60S, monossomos 80S e polissomos) &,

entdo, determinada através da leitura em fluxo da absorbancia a 254 nm. O resultado
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dessa separacdo 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 numero de ribossomos ligados a um transcrito. Assim, a fragdo
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
proporc¢ao e identificar os transcritos ativamente traduzidos.

Dado que a composi¢do do proteoma da célula ¢ dependente do contexto
celular, o estudo das alteragdes na eficiéncia da traducdo de mRNAs, ou seja, da
informagdo contida no translatoma das células, sdo de grande importincia para
compreender como efetivamente ocorre a regulacao de processos bioldgicos em
patologias, por exemplo. Na 4rea de céncer, este tipo de analise estd sendo utilizada
cada vez mais para determinar o perfil de mRNAs traduzidos em varios tipos de
tumores. Como exemplo especifico dessa abordagem, observou-se, no estudo de
RAJASEKHAR et al. (2003), que a ativacdo de PI3K ou do oncogene Ras, vias
significativamente alteradas em GBMs, levava a uma importante mudanga 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 inicio de traducao elF4E, que tem papel importante para o processo
tumorigénico (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
elF4E (LARSSON et al. 2006). Esses estudos suportam que as mudancas observadas
teriam sido completamente perdidas em uma andlise convencional do transcriptoma,
ou seja, analisando mRNAs celulares totais.

Assim, por meio das técnicas de perfil polissomal e ribossomal, foi possivel
investigar a traducdo em uma escala de transcritos a nivel global, identificando os
subconjuntos de mRNAs traduzidos em resposta a estimulos extra e intracelulares,
que sdo regulados por vias que controlam a maquinaria traducional ( INGOLIA et al.

2009; GANDIN et al. 2014).
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1.4.1 A Traducio de mRNAs Especificos via mTORC1

Além de afetar a sintese proteica global, a traducdo de subconjuntos de
mRNAs especificos parecem ser especialmente dependentes de mTORC1 (Figura 6).
Contudo, foram obtidas informagdes distintas por meio das técnicas de perfil
polissomal e ribossomal, utilizadas na identificagdo 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 tradu¢do 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 mudangas na ativacdo de mTOR impactam a
tradu¢do de mRNAs que ndo contém o motivo TOP, além daqueles que o possuem
(LARSSON et al. 2012). Conforme descrito na se¢do anterior, os vieses da técnica de
perfil ribossomal foram responsaveis por esses achados controversos.

A partir de uma tecnologia denominada NanoCAGE, que permite a
determinagdo de sitios de inicio de transcricdo (TSS) em uma escala a nivel de
genOmica, foi possivel identificar e confirmar que um grande nimero de mRNAs que
ndo contém o motivo TOP sdo sensiveis a mTOR (GANDIN et al. 2016). Dentre
esses nao-TOP mRNAs, uma subclasse de transcritos com 5’UTRs pequenas (< 50
nucleotideos) foram identificados como sendo traducionalmente regulados via eixo
mTORCI1/4E-BP/elF4E, sendo que a maioria desses mRNAs corresponde a genes
nucleares com fungdes mitocondriais, incluindo componentes de complexos da
cadeia respiratoria (ex. ATP50, ATP5D, NDUF6). Esses transcritos frequentemente
possuem um elemento iniciador da tradu¢do de 5’UTR curta (TISU) e possuem a
traducdo fortemente afetada por alteragdes em eIF4E, mas ndo por elF4A
(ELFAKESS et al. 2011; GANDIN et al. 2016).

Além disso, os mRNAs modulados por mTOR que ndo possuem o motivo
TOP abrangem os transcritos que possuem a traducdo fortemente dependente de
mudangas nas atividades de 4E-BPs e/ou niveis de elF4E (DE BENEDETTI e
GRAFF 2004; GRAFF et al. 2008). Apesar de ter um efeito modesto na sintese
proteica global, mudangas nos niveis de 4E-BPs e/ou fosforilagio das mesmas
alteram de forma radical a tradu¢do de um subconjunto de mRNAs que codificam

proteinas envolvidas na progressdao do ciclo celular (como CCND3 e ODC1) e
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angiogenese (VEGF). Esses mRNAs se sobrepdem consideravelmente com aqueles
cuja traducdo ¢ alterada por mudangas nos niveis de eIF4E, os denominados
“mRNAs sensiveis a el[F4E” (GRAFF e ZIMMER 2003; DE BENEDETTI e GRAFF
2004; GRAFF et al. 2008). Tais mRNAs possuem a regido 5’UTR altamente
estruturada e sdo mais dependentes da atividade helicasica de elF4A, que ¢é capaz de
promover o desdobramento de estruturas secundarias presentes na regido 5S’UTR de
mRNAs e tem atividade estimulada pelo fator e[F4B. Dessa forma, acredita-se que o
recrutamento ¢ atividade de eIF4A ao complexo elF4F seja responsavel pela
sensibilidade a altos niveis de ¢IF4E (FEOKTISTOVA et al. 2013; GARCIA-
GARCIA et al. 2015). Por outro lado, mRNAs que possuem 5> UTR contendo 70 -
150 nucleotideos, incluindo aqueles que codificam proteinas constitutivas (por
exemplo actinas e tubulinas) exibem baixa sensibilidade a eI[F4E (KOZAK 1987).
Assim, mTOR regula a tradu¢do de mRNAs com caracteristicas especificas
na regido 5 UTR, incluindo diversos mRNAs que nao possuem o motivo TOP

(ROUX e TOPISIROVIC 2018).

1.5 DROGAS QUE INIBEM mTOR E PROMOVEM RESISTENCIA
VIA RAS/ERK

Dadas as frequéncias das alteragdes nas vias PI3K/ AKT/mTORCI e
Ras/ERK descritas em GBMs (Figura 2) e da importancia dos processos celulares
regulados pelas mesmas para o desenvolvimento e progressdo tumoral, diversos
estudos buscaram aplicar os conhecimentos de biologia molecular ao
desenvolvimento de terapias direcionadas. Assim, inibidores dessas vias foram, ou
ainda sdo utilizados tanto na pratica como em ensaios clinicos para o tratamento de
GBMs (AKHAVAN et al. 2010; GRZMIL ¢ HEMMINGS 2013). Contudo, a
regulagdo 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 estd intimamente
relacionado a capacidade dos GBMs de facilmente alterarem suas vias de sinalizagao
para gerar resisténcia. Em particular, a via de Ras/ERK ¢ considerada como um dos
mediadores mais importantes da resisténcia para GBMs (GRZMIL ¢ HEMMINGS
2013).
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Em GBMs, um estudo clinico de fase 1 em pacientes tratados com rapamicina
mostrou que o tratamento daqueles que apresentavam delecdo do gene PTEN
resultou na redu¢do do tamanho do tumor, bem como de sua proliferacdo, 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 niveis de
AKT ativado ¢ PRAS40, devido a perda do mecanismo de feedback negativo
regulado via mTORCI, refletindo numa diminuicao da sobrevida livre de progressao.
De fato, o sucesso excepcional de terapias com drogas derivadas de rapamicina, ou
rapalogos, mostrou-se especifico para alguns tipos tumorais, principalmente em
pacientes com mutac¢des envolvendo os genes da propria via, TSC1 ou MTOR (IYER
etal. 2013; WAGLE et al. 2014).

Como consequéncia do mecanismo de inibi¢do da rapamicina, que nio age
diretamente no dominio catalitico de mTOR, as fun¢des do complexo mTORCI1 sdo
inibidas apenas de forma parcial nos modelos tratados com essa droga. O processo de
traducdo, por exemplo, ¢ afetado apenas parcialmente apds o tratamento com a
droga, visto que a mesma inativa 4E-BP1 de forma incompleta, ou seja, ndo a
desfosforila completamente (CHOO et al. 2008; THOREEN et al. 2009). A
eficiéncia de rapalogos no tratamento de canceres tem sido menor do que esperada ja
que além da inibicdo incompleta de 4E-BPs, o fracasso da droga esta relacionado a
ativagdo de AKT por meio do rompimento do loop de feedback
mTORCI1/S6K/RTK/PI3K e mTORCl/proteina 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, j4 que a interacdo entre rapamicina-FKBP12 ¢ mTOR recém
sintetizada impede a montagem de mTORC2 (SARBASSOV et al. 2006). Além
disso, para compensar a sinaliza¢do via mTOR reduzida, os tumores tratados com
rapalogos ativam MAPKs de forma dependente de PI3K (CARRACEDO et al.
2008).

Devido a ineficicia de rapalogos em terapias antitumorais, surgiu a
necessidade da busca por drogas de segunda geracdo, que inibissem completamente

os efeitos de mTOR. Nesse sentido, académicos e industria farmacéutica
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desenvolveram compostos que inibem a atividade catalitica de mTOR (o que
significa que ambos complexos, mMTORCle mTORC2, s3o inibidos). Assim, a
segunda classe de inibidores de mTOR caracteriza-se por agir de forma a competir
pelo sitio de ligacdo de ATP da proteina. Nessa categoria de drogas, encaixa-se
Torinl, molécula sintetizada a partir de quinolona 1, que bloqueia o acesso de
mTORCI aos sitios de fosforilagdo de todos os substratos. Nesse caso, contudo, um
problema que surge quando sao inibidos mMTORCs vem da ativagao de vias upstream.
Devido a inibicdo de mTORC?2, a via de sinalizagdo de AKT ¢ 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 ¢ a utilizagdo inibidores
duplos de PI3K/mTOR como estratégia terapéutica (SAXTON e SABATINI 2017).
Essa classe de inibidores surgiu da observagdo de que inibidores de PI3K também
inibiam mTOR, devido a semelhanca entre seus dominios cataliticos. Dessa forma,
esses inibidores sdo mais potentes, por inibirem tanto a fosforilagdo de AKT, como
de 4E-BPs. Isso ¢é evidenciado por estudos clinicos, que mostram resultados
promissores da utilizacdo de inibidores duplos PI3K/mTOR isoladamente ou com
concomitante utilizagdo de inibidores da via de MEK/ERK (AZIZ et al. 2010;
KNIGHT et al. 2010; YU et al. 2014).

1.6 A FAMILIA DA PROTEINA QUINASE RSK

A ativacdo de ERKI1/2 acarreta na consequente fosforilagio de seus
substratos, que estdo presentes em diversos compartimentos celulares
(COURCELLES et al. 2013). Dentre os substratos de ERK1/2 encontram-se as RSK,
uma importante familia de Ser/Thr quinases. Em humanos, a familia das RSK ¢
composta por quatro isoformas (RSK1 - 4) altamente homoélogas, que apresentam
uma identidade de aminodcidos entre 65 e 73% (Figura 8) (ANJUM e BLENIS
2008).
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Figura 8 - Estrutura ¢ dominios das RSKs. RSKs sdo distintas das outras quinases por

apresentarem dois dominios quinase distintos funcionais, os dominios N- e C- terminal (NTKD e
CTKD), que sao conectados por uma regido que contém os motivos turn e hidrofébico. Em CTKD,

existe uma sequéncia conhecida como dominio D na qual ocorre a ligagdo da quinase ERK.

As RSKs sdo quinases peculiares, pois apresentam, como caracteristica unica,
dois dominios quinases distintos e funcionais nas regides N- ¢ C- terminal (NTKD e
CTKD, respectivamente), unidos por uma regido que contém motivos regulatorios
importantes, incluindo os motivos hidrofébico e turn (Figura 8). O NTKD pertence a
familia de quinases AGC (proteina quinase A, G e C) e ¢ responsavel pela
fosforilacdo dos substratos, enquanto o CTKD faz parte da familia proteina quinase
dependente de Calcio/calmodulina (CaMK) e estéa relacionado a autofosforilagao de
RSK, necessaria a ativacdo de NTKD (BJORBAEK et al. 1995; FISHER e BLENIS
1996). RSKs possuem, também, o dominio do tipo D, de interagdo molecular com
ERK1/2, necessario a ligacdo da molécula e ativagdo de RSK (SMITH et al. 1999;
ROUX et al. 2003). Uma outra autofosforilagdo de RSK, proxima ao dominio de
interagdo molecular com ERK1/2, promove a dissociagdo da ultima (ROUX et al.
2003).

O mecanismo de ativagdo das RSKs via Ras/ERK ¢ ligeiramente diferente

dependendo da isoforma em questdo. As RSK1 - 3, localizadas no citoplasma de
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células quiescentes em um complexo com ERK1/2, sdo recrutadas até a membrana
plasmatica e sofrem subsequente translocacao até o nucleo para fosforilar substratos
nucleares, apds estimulo de fatores de crescimento (RICHARDS et al. 2001). Ja
RSK4, diferentemente das outras isoformas, possui atividade quinase constitutiva e
estd localizada predominantemente no citoplasma, ndo se acumulando no nucleo
apo6s estimulo da via que ativa as RSKs. A habilidade das RSK1 - 3 se localizarem no
nicleo ndo ¢ bem compreendida, porem estudos sugerem a presenga de uma
presumivel sequéncia consenso de sinal de localizagdo nuclear na regido C-terminal
(EISINGER-MATHASON et al. 2008). Todas as isoformas possuem quatro sitios de
fosforilagdo essenciais a suas atividades (a saber, Ser221, Ser363, Ser380 e Thr573,
referente @ RSKI1 humana) e que sdo sensiveis ao estimulo com fatores de
crescimento (DALBY et al. 1998). A fosforilagdo desses residuos leva a ativagdo
completa das RSKs.

A ativagdo das RSKs (Figura 9) tem inicio com a fosforilacao, promovida por
ERK1/2, no residuo Thr573, localizado no loop de ativagdo do CTKD de RSK. Essa
fosforilacdo inicial proporciona a ativagdo da quinase e sua subsequente auto-
fosforilagdo no residuo Ser380, localizado no motivo hidrofébico inter-dominios.
Acredita-se que ERKI1/2 também fosforile Ser363, no motivo turn, também
localizado na regido inter-dominios de RSK. A fosforilagdo de Ser380 pelo CTKD
serve como sitio de interacdo molecular com PDKI, quinase constitutivamente
ativada que regula diversas quinases AGC, que se liga e fosforila RSK2 em Ser221,
no loop de ativacao de NTKD, levando a ativacao completa da proteina (FRODIN
2000). Além de ser responsavel pela fosforilagdo dos substratos de RSKs, NTKD
também fosforila Ser749 no dominio D de RSKs, que leva a liberacdo de ERK1/2.
De forma relevante, PDK1 ndo é necessario a ativagdo de RSK4 para que essa

isoforma mantenha sua atividade basal (DUMMLER et al. 2005).
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Fonte: Adaptado de ANJUM e BLENIS (2008).
Figura 9 - Ativacdo das RSKSs. A ativagio de RSKs depende de uma sequéncia de fosforilagdes

e auto-fosforilagdes que resultam na ativacdo do dominio N-terminal (NTKD). (A - D). A quinase
ERK se liga ao dominio D de RSK, fosforila Thr573 e ativa o dominio C-terminal (CTKD). Uma vez
ativado, CTKD auto-fosforila RSK em Ser 380, no motivo hidrofobico, processo necessario para
ancoragem de PDK1 em RSK. Uma vez ancorado ¢ ativo, PDK1 fosforila Ser221, ativando o NTKD,

responsavel pela fosforilagdo dos substratos dessa proteina.

Diversos inibidores quimicos de RSKs, direcionados aos NTKD e CTKD ja
foram descritos. Esses inibidores incluem SLO101, BI-D1780, que atuam como
inibidores competitivos no sitio de ligacdo de ATP em NTKD, e FMK, que se liga
irreversivelmente a um residuo de cisteina no sitio de ligagdo de ATP do CTKD de
RSK1, RSK2 e RSK4. Tanto SLO101 como BI-D1780 tem efeitos ambiguos
reportados na literatura. Por exemplo, SLO101 e andlogos podem inibir o crescimento
de células de cancer de mama e, por outro lado, promover comportamento invasivo
em cancer de pulmao de ndo pequenas células (SMITH et al. 2007, LUDWIK et al.
2016). Como demonstrado por ROFFE et al. (2015), tanto SL0101 como BI-D1780,
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apresentam efeitos opostos e inespecificos sobre a via de mTOR (Figura 10). A
defini¢ao do papel e dos alvos especificos de cada isoforma ¢ desafiadora, visto que a
maioria das abordagens utiliza de inibidores farmacolédgicos, que além de ndo serem
seletivos para uma unica isoforma, apresentam efeitos off-target que nao podem ser
negligenciados. Dessa forma, acreditamos que uma abordagem adequada para a
avaliacdo dos efeitos das isoformas de RSKs seja por meio de geracdo de células

nocaute para as diferentes isoformas, como a adotada neste estudo.
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Fonte: adaptado de ROFFE et al. (2015).
Figura 10 - Os inibidores das RSK, BI-B1870 (BI) e SLO101 (SL), apresentam

efeitos inespecificos e opostos sobre a via de mTORCI em LN-18. (A) Esquema

ilustrando interagdo entre as vias de RSKs e mTORCI e alvos downstream. (B) O inibidor BI
aumentou a ativagdo de S6K (p70S6K), enquanto SL inibiu fortemente a fosforilagdo de rpS6 e
p70S6K. (C) Mesmo quando MEK/ERK ¢ inibido por U0126, inibindo, consequentemente, RSK, BI
aumentou a ativagdo de p70S6K, enquanto SL inibiu fortemente a fosforilagdo de rpS6 e p70S6K.

Esses achados confirmam que os inibidores ndo atuam especificamente sobre RSK.

Semelhantemente a ERK, RSK pode fosforilar reguladores transcricionais e
diversos alvos citoplasmaticos, dentre eles substratos que regulam a sintese de
proteinas. As RSKs podem regular diversas funcdes celulares relacionadas a
tumorigénese como, por exemplo, proliferagdo, crescimento celular, sobrevivéncia e
migracao (ROMEO et al. 2012). As RSKs também regulam a expressao génica por
meio da fosforilacdo direta de fatores de transcricdo (CHEN et al. 1993; WU e
JANKNECHT 2002) e de proteinas reguladoras da tradugdo, diretamente ou através
da ativacao da via de mTORC1 (ROUX e TOPISIROVIC 2018).
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RSKs podem controlar a proliferacdo celular de maneira indireta (por meio da
modulagdo de fatores de transcri¢do) ou direta. RSKs regulam diversos fatores de
transcri¢do envolvidos com controle do ciclo celular e proliferacdo, incluindo CREB,
SRF (serum response factor), ER-a (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 MADI, um possivel supressor tumoral
membro da familia MYC/MAD/MAX. A fosforilagdo de MADI por RSKI e
p70S6K1 promove sua degradacdo pelo proteassoma, promovendo proliferaciao
celular dependente de MYC. Ja a via direta de controle da proliferacdo por RSKs
ainda nao foi bem elucidada, mas estudos com a linhagem MCF-7 e inibidor SLO101
mostraram que houve parada do ciclo celular na fase G1, por meio de inibigdo da
expressdo de Ciclina D1 (SMITH et al. 2005).

Em adicdo ao envolvimento na prolifera¢ao celular, a fosforilagio de CREB
por RSK1 e RSK2 promove sobrevivéncia de neurdnios, por aumentar a transcri¢ao
de genes pro-sobrevivencia, como membros da familia B-cell lymphoma protein-2
(BCL2: BCL2, BCL-XL e MCL1). Além disso, RSKs modulam diretamente a
atividade dos membros da familia de BCL2. Ambos RSK1 e RSK2 fosforilam a
proteina proapoptotica BAD, aumentando sua capacidade de se ligar e ser inativada
por 14-3-3, o que promove sobrevivéncia celular pois sequestram BAD no citosol,
longe das mitocondrias € membros pro-sobrevivéncia da familia BCL2 (BONNI et
al. 1999).

RSKSs possuem um papel notavel na regulacdo da tradugao de mRNAs. A via
direta de regulacao da tradugdo por RSK envolve sua ativacdo pela via de Ras/ERK e
fosforilagdo de importantes proteinas reguladoras da traducdo, como, por exemplo,
1pS6, elF4B, PDCD4 e eEF2K. E importante mencionar que esses substratos podem
ser fosforilados nos mesmos residuos pelas S6Ks, que sao alvo direto de mTORCI.
A proteina rpS6, uma das 33 proteinas que compreendem a subunidade ribossomal
40S ¢ fosforilada pelas RSKs em dois residuos adjacentes de serina (a saber, Ser235
e Ser236). As RSKs também sdo capazes de fosforilar o fator de inicio da tradugdo
elF4B em Ser422. A proteina eEF2K, reguladora negativa da elongagao da tradugao,
¢ fosforilada em Ser366 e assim inativada (WANG et al. 2001).
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Além da via direta, a ativacdo da tradugdo por RSK pode ocorrer via
regulacio de mTORCI1. Foi proposto que essa regulagdo ocorreria através da
fosforilagdo da proteina Raptor, que estimula a atividlade de mTORC1 (CARRIERE
et al. 2008) ¢ da fosforilacao e inativagdo do inibidor de mTORCI1, TSC2 (tuberina)
no residuo Ser1798 (ROUX et al. 2004). E importante salientar que o alvo da
fosforilagdo de ERK em TSC2 ¢ outro, por isso nao sdo relevantes suas implicacdes
neste estudo. Uma vez ativado, o complexo mTORCI1 ¢ capaz de fosforilar as 4E-
BPs e S6K, como descrito anteriormente. No entanto, dados do nosso grupo
sugerem que a fosforilagdo de TSC2 pelas RSKs na Ser1798 ndo parece se
corresponder com o estado de ativagio de mTORC1 (ROFFE et al, 2015), sendo
necessaria uma reavaliacdo do mecanismo pelo qual as RSKs modulam a tradugao.
Além disso, RSKs em parceria com ERKI1/2 colaboram com a regulagdo da
biogénese ribossomal, promovendo a fosforilagdo de TIFIA em Ser633 e Ser649,
apesar de esses sitios nao estarem dentro das sequéncias consenso de fosforilacdo de
RSK (ZHAO et al. 2003).

A expressdo dos mRNAs das RSK1 - 3 foi observada em todos os tecidos
humanos, assim como na regido cerebral, com variacdo em niveis das isoformas,
dependendo do tecido, o que sugere a existencia de funcgdes isoforma-especificas (
(ZENIOU 2002; WU et al. 2009). Em relagdo ao mRNA de RSK4, sua expressao,
em niveis muito inferiores as outras isoformas, foi observada em cérebro, coragao,
cerebelo, rim e musculo esquelético e ndao foi detectada expressdo em pulmao,
figado, pancreas e tecido adiposo (DUMMLER et al. 2005).

Em cancer, a expressio e/ou ativacio de RSKI1 e RSK2 encontra-se
aumentada em diversos tipos tumorais, incluindo mama (CUESTA e HOLZ 2016),
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo (KANG et al. 2010), préstata
(CLARK et al. 2005), leucemia (ELF et al. 2011), pulmdo (ABDULRAHMAN et al.
2016), melanoma (GALAN et al. 2014; ROMEO et al. 2013) e mieloma multiplo
(KANG et al. 2007). Por outro lado, niveis de expressdo reduzidos das isoformas
RSK3 e/ou RSK4 foram observados em diversos tipos tumorais, como cancer de
ovario (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 possivel fungcdo de RSK2 na regulacao de adesao celular, motilidade
e invasdao (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 nio
levaram em consideracdo 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 fosforilagdo de RSK1, em rela¢do ao grupo proneural (BRENNAN et al.
2013).

Interessantemente, a partir da analise de amostras de gliomas de diversos
graus, nosso grupo observou que os niveis proteicos de RSK1 estdo aumentados em
um subconjunto de pacientes com GBM, enquanto que os niveis de RSK2 se
mantiveram constantes dentre GBMs e amostras de gliomas de menores graus (dados
ndao publicados). A andlise da sobrevida desses pacientes mostrou que dentre os
pacientes com maiores niveis de RSKI1, nenhum apresentava sobrevida longa,
indicando que RSKI1 estaria relacionada a um pior progndstico. De maneira
interessante, isso ndo foi observado para a isoforma RSK2.

No caso de linhagens comerciais de GBM, estudos do nosso grupo indicam
que a expressao das isoformas RSK3 e RSK4 ¢ baixa ou indetectavel nas linhagens
analisadas (Figura 11). Além disso, niveis da isoforma RSK1 sdo varidveis nessas
linhagens, sendo os niveis de RSK2 mais uniformes dentre as mesmas (Figura 12).
Esses dados embasam a hipotese de que as RSKs poderiam ter fungdes importantes

em subgrupos de GBMs.
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Figura 11 - Niveis das isoformas RSK3 ¢ 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 trés vezes menor em relagdo as 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 presenca de alguma banda. No
caso do anticorpo de Santa Cruz para RSK3, apods a alta exposi¢do, bandas fracas apareceram. (B)
Para confirmar a especificidade do anticorpo, visto que as bandas observadas em (A) podem ser
produto de uma reagdo nio especifica revelada com uma alta exposi¢ao, usamos o anticorpo #9343 da

Cell Signaling anti-RSK3. Nao detectou-se RSK3 nessas condigoes. Dados do grupo.
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Figura 12 - Niveis 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. Quantificagdo da expressdo de (B) RSK1 e (C) RSK2 entre as diferentes linhagens. No grafico
estd 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 proliferacdo celular em cancer (HART et al. 2015;
WANG et al. 2015). O estudo foi realizado por meio da construgdo de uma biblioteca
de nocautes, incluindo 176.500 sequéncias de RNA guia, que se direcionam a 17.661
genes codificantes de proteinas em cinco linhagens celulares (ver se¢do 3.2, na qual
esta descrita a técnica de CRISPR/Cas9 para geracdo de nocautes génicos). O fato
desse estudo nao ter encontrado uma relacdo entre a auséncia das RSKs com a
reducdo dos parametros de redugdo da proliferacdo analisados pode ser explicado
pelas fungdes sobrepostas das isoformas (LARA et al. 2013). Em contrapartida,
trabalhos recentes evidenciam que algumas isoformas possuem fungdes biologicas
diferentes. No caso de desenvolvimento de neoplasias, isso ocorre, por exemplo, no
envolvimento das isoformas RSK1 e RSK2 com crescimento, sobrevivéncia e
proliferacdo de células tumorais e no das isoformas RSK3 e RSK4 com possivel
papel de supressores tumorais (ROMEO ¢ ROUX 2011). O Quadro 2 compila os
estudos que relacionam RSKs a fung¢des relacionadas a tumorigénese, realizados até

o momento da escrita desse trabalho. Nela, ¢ possivel observar a relevancia deste
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estudo, ja que nenhum estudo que investigue o controle da sintese de proteinas via

RSKs em GBMs foi realizado até o momento.

Quadro 2 - Fungoes das RSKs em cancer

Tipo tumoral Isoforma(s) Fungio estudada/Abordagem Modelo Referéncia
Proliferacio
Migracio Linhagens comerciais: MCF7; MDA-MB-
RSK1eRSK2 231; BT474; MDA-MD-468; MDA-MB- (Cuesta & Holz, 2016)
Inibidor BI-D1870 436; MDA-MB-231 e SUM159PT.
shRNA
Migracio
Tnvasio Linhagem comercial: MDA-MB-231;
RSK4 8 pacientes: amostras parcadas (tecido (Jiang etal.,, 2017)
RT-PCR normal/adjacente).
Relacio  entre  RSK4  com
Mama caracteristicas clinico-patologicas e
starus da metilagio do promotor de
RSK4 i : i .
RSK4 49 pac.len‘tes amostras pareadas (tecido (Lietal, 2014)
normal/adjacente).
RT-PCR
Sequenciamento
Proliferacio
Invasio/Migragio Linhagens comerciais: MDA-MB-231;
RSK4 . T47D; (Thakur et al., 2008)
Slupf:m\pmssao RSK4 In vive: rato SCID.
sIRNA
Relacio  entre  RSK4  com
teristicas clinico-patologi . . .
caracteristicas cHtico-paiologicas Biopsias de 103 pacientes ¢ 46 tecidos .
Colormretal RSK4 ) (Caietal, 2014)
, . adjacentes pareados.
Imunohistoquimica
Determinacio  dos nfveis de . i .
o 30 carcinomas de colon; 20 carcinomas
. expressdo de RSK4 i 72d de colon:
Carcinoma renal Senescéncia/Ciclo celular mlnals, 2 moma§ . ¢ colon; . A .
e de colon; Linhagens comerciais: HCT116 (carcinoma (Lépez-Vicente etal,
Adenoma de RSK4 de colon). 2009)
. RT-PCR
colon
Blot
Proliferacio
Ciclo celular
Formacio de colénia DNA dos tumores e sangue periférico de 30
- pacientes; . 5
Ovario RSK3 RT-PCR Linhagens comerciais: UCI101, 41M, (Bignone et al., 2007)
siRNA OAW2S
Blet
Determinacio  dos niveis de
i X do de RSK4
,Lﬂ,lcemm eRpressa0 ce 40 pacientes AML e 10 nio-AML (grupo
Mieldide Aguda RSK4 controle) (Rafiee etal.,, 2016)
(AML) Real time ¢PCR )
Proliferacio
Invasio . -
Metastase Linhagens: Tu686, 686LN, Tu2l2 and
. 212LN, 4A, 4B, 37A, 37B, M4e.
Cabega e RSK2 : : (Kang et al., 2010)
pescoco } . Células de pacientes;
H Imunohistoquimica
o Xenografis.
Inibidores fmk e BI-D1870

shRNA
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Cont/Quadro 2
Tipo tumoral | Isoforma(s) Funcio estudada/Abordagem Modelo Referéncia
Determinacdo dos niveis de RSK1 e
RSK2 nos tecidos
Proliferacio
Migragio
g c Tecidos malignos de 13 pacientes;
Deteccdo PSA . . . -
Prostat RSK1 ¢ RSK2 ; 4 tecidos benignos; 7 tecidos saudaveis; (Clark et al., 2005)
ostata ¢ i Linhagens comerciais: LNCaP, PC-3. A
Blot tecidos
Inibidor 3Ac-SLO101
Mutante de RSK2 constitutivamente
ativado (Y707A)
Proliferacio Linhagens comerciais: BaF3, EOL-1.
Leucemia Apoptose HEL, KARPAS, K562, Molml4,
Mieléide Aguda RSK2 Mv(4,11), Mo91, OPMI, ANBLS; (EIf et al., 2011)
(AML) Tnibidor fmk Rato Balb/C RSK2KO;
Células primarias de 6 pacientes.
Migracio
Linhagens comerciais: AS549, NME35 e
’ Laraetal., 2011
RSK1 siRNA H23. ( ’ )
Pulméo Proliferagio
Migragio
RSK1 -4 Linhagem comercial A549 (Abdulrahman et al., 2016)
Inibidor BI-D1870
Migragio
Superexpressao RSK1
RSKI1 -4 .p‘ P Linhagens WM35 e WM239 (Larrea et al., 2009)
Inibidor SLO101
Blot
Regulacio de PDCD4
Inibidores BI-D1870 e SL0101 . .
RSK1e RSK2 . Linhagem comercial A375 (Galan et al., 2014)
Melanoma RNAi
Fosfoproteomica
Sintese global de proteinas
Estudo  do  translafoma -
microarranjo Linhagens comerciais: WM§352, WM1361
eSS TS : tal., 2013
RSK1eRSK2 - Colo820 e A3T5 (Romeo et al., 2013)
Inibidores BI-D1870 e SL0101
si e ShRNA para RSK1 e RSK2
Migracio
i Linhagens comerciais: CHOKI1 (ovério de
PIOTSTfta’ RSK2 shRNA para RSK2 hamster), DU-145 (cancer de prostata (Gawecka et al., 2012)
Inesotelioma Inibidores fmk e SLO101 humano) ¢ MILL (mesothelioma humano)
Apoptose
Mieloma e Linhagens comerciais: Ba/F3 (murina)
RNA K tal., 200
Multiplo RSK2 s1. ) 293T; células de pacientes t(4;14) -positivo. (Kang e 7
Inibidor fmk
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Cont/Quadro 2
Tipotumoral | Isoforma(s) Funcio estudada/Abordagem Modelo Referéncia
¢ Migracio
¢ Invasio

Linhagens comerciais: U-87 MG, U-373
MG;

RSK2 * Inibidor BI-DIS70 Células primdrias de 7 pacientes;

¢ shRNA para RSK1, RSK2,RSK3 e

(Sulzmaier et al., 2016)

Andlise de bancos de dados publicos

RSK4
GBM *  Migracio
RSK2 Lih 2 1U8T MG (Shi, Yang, Jin, Matter, &
inhagem comercial U-87 )
* Inibidor BI-D1870 g Ramos, 2018)
¢ Regulacio da sinalizagdo via RTKs | Linhagens comerciais: U-87MG, U-373,
via interacdo entre RSK2 e miR-218 | LN-18 e T98G: 7
RSK2 Células UST-MG DK e EGFRVIIL: (Mathew etal,, 2015)
¢ Blot Tecidos de 30 pacientes

Na area de cancer, a analise do translatoma esta sendo utilizada cada vez mais
para determinar o perfil de mRNAs traduzidos em varios tipos de tumores. Diversos
trabalhos de translatdbmica mostram que certas alteracdes de expressao génica eram
observadas principalmente no nivel da tradu¢do e que os dados de mRNAs
associados a polissomos estavam melhor correlacionados com os niveis de proteina,
em compara¢do com a analise padrdo do transcriptoma (JECHLINGER et al. 2003;
LARSSON et al. 2007). De maneira relevante do ponto de vista clinico e biologico,
estudos do nosso grupo mostram que a partir da analise do translatoma de GBMs,
seria possivel separar pacientes em grupos distintos que apresentam diferengas em
termos de sobrevidas (dados ndo publicados). Além disso, a analise do translatoma
desses pacientes, permite descrever mais acuradamente, do ponto de vista molecular,
as vias que estdo alteradas nesses GBMs. Em relagdo as RSKs, foi publicado
somente um estudo de translatdmica 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 (ROFFE et al. 2015) de ter um efeito inespecifico
ativador de mTORCI, o que invalidaria as conclusdes obtidas.

Visto que a via Ras/ERK ¢ ativada aberrantemente em varios tipos tumorais e
contribui com um progndstico ruim e resisténcia a quimioterapia (MCCUBREY et
al. 2007; ABRAMS et al. 2010), a definicdo de alvos regulados pelas RSKs, por
meio da defini¢do do impacto funcional das isoformas no controle da tradugao em
GBM, pode ser utilizado como base para levar ao desenvolvimento de terapias

direcionadas mais efetivas e com menores indices de resisténcia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desvendar o papel da familia da RSK, com foco nas isoformas RSKI1 e

RSK2, no controle da sintese de proteinas em GBM.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Gerar células LN-18 nocaute para as isoformas de RSK, RSK1 e RSK2,
através do sistema CRISPR/Cas9.

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
PI3BK/AKT/mTORCI.

Obter o perfil polissomal dos clones de células LN-18 nocaute para RSKs
gerados através do sistema de CRISPR/Cas9.

Descrever os mecanismos de controle traducional regulados pelas RSKs nas
células LN-18 nocaute para RSKs, que sdo dependentes e independentes de
mTORCI.

Identificar mRNAs regulados especificamente pelas RSKs nas células LN-18
nocaute para RSKs, por meio da andlise do translatoma através da obtengao

de microarranjos.
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3 MATERIAIS E METODOS

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 sodio (Thermo Fisher Scientific) e 40 pg/mL Garamicina (Hipolabor
Farmacéutica), em estufa umida, a 37°C e 5% de CO,. Para realizacdo dos ensaios de
western blot, foram plaqueadas 1,5 x10° ou 2,0 x10° células em placas de 35 ou 60
mm (Corning), respectivamente. Para realizacdo dos ensaios de perfil polissomal,
foram plaqueadas 2,5 x10° células em placas de 150 mm (Corning). Para estudos
sobre a ativagdo da traducao via RSKs, as células foram mantidas em meio de cultura
depletado de soro fetal bovino (carenciadas) durante 48 horas e foram, entdo, tratadas
com 100 ng/mL PMA (LC Laboratories), que ativa a via Ras/ERK ou com 10% SFB
(Thermo Fisher Scientific). PMA ¢ uma molécula que ativa diretamente a enzima
proteina quinase C (PKC), ligando-se em seu dominio Cl que, normalmente,
necessita de diacilglicerol para a ativagdo (CASTAGNA et al. 1982). A ativagdo de
PKC leva a ativagao de Raf, por meio da proteina de membrana Ras, desencadeando
na transdu¢do de sinal via MAPK, que leva a ativacdo das proteinas quinases
ERK1/2 e resulta na fosforilagdo de multiplos substratos nucleares e citoplasmaticos
(MARQUARDT et al. 1994). Por outro lado, o soro contém diversos fatores de
crescimento e citocinas, que sdo 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 interagdao entre as vias das RSKs e de
mTORCI, utilizamos os inibidores de mTORCI1, rapamicina (Sigma Aldrich) ou
Torinl (Cell Signaling). E importante mencionar que Torinl ¢ um inibidor do sitio

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
umida, a 37°C, enquanto as células controle foram tratadas com o veiculo DMSO
(Sigma Aldrich) sob as mesmas condi¢des. No caso do tratamento com Torinl, as
células foram cultivadas como descrito anteriormente e tratadas com 250 nM de
Torinl por 30 minutos em estufa umida, a 37°C, enquanto as células controle foram
tratadas com o veiculo DMSO (Sigma Aldrich) sob as mesmas condi¢des. A seguir, a
via Ras/ERK/RSK foi estimulada por tratamento com 100 ng/mL PMA ou 10% SFB
por 15 minutos em estufa imida, a 37°C e procedeu-se o preparo dos extratos para
analise das proteinas por Western Blotting. Para os experimentos de perfil
polissomal, as células foram tratadas com 100 nM rapamicina ou 250 nM de Torinl,

conforme descrito acima e estimuladas durante 6 horas com 10% SFB.

3.2 GERACAO DE CELULAS LN-18 NOCAUTE ATRAVES DO
SISTEMA CRISPR/CAS9

A técnica de nocautear genes a partir do sistema CRISPR/Cas9 baseia-se na
utilizagdo da endonuclease Cas9, guiada por pequenos RNAs guias (sgRNAs) por
meio do pareamento de bases de Watson-Crick (RAN et al. 2013). A edi¢@o ocorre
em resposta a quebra da dupla fita (DSBs) do DNA em um locus genomico alvo
através de Cas9 (Figura 13A). Apos a clivagem, o locus alvo deve ser reparado por
uma das duas vias existentes de reparo de DSBs, a saber, jun¢do de pontas nao
homoélogas (NHEJ) ou recombinacdo homologa (HR). Na auséncia de uma fita
molde, DSBs sdo religadas por meio do processo NHEJ, que ¢é caracterizado por
gerar mutagdes sob as formas de inser¢ao/dele¢do (indel). Dessa forma, NHEJ pode
mediar nocautes, ja que as mutagdes indel que ocorrem em um exon codificador

podem levar a mutagdes de troca de fase de leitura e a cddons de parada prematuros.
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Figura 13 - Esquema do sistema CRISPR/Cas9 para editar o genoma. (A) A quebra da
dupla fita de DNA ¢ induzida pela nuclease Cas9, direcionada até o sitio génico de interesse por
RNAs guias (sgRNAs). Apods a clivagem do DNA, o sistema de reparo via jung@o de pontas nio
homologas (NHEJ) ¢ mobilizado e, eventualmente, levara a inser¢des ou delecdes de bases, que
poderdo causar mudanga no codigo de leitura ou a geragdo de cédons de parada prematuros, levando a
perda de fungdo ou degradagdo do mRNA. (B) O plasmideo, codificando a Cas9 e sgRNAs, ¢
transfectado nas células, gerando um pool de células com diferentes tipos de modificagdes. Células
individuais foram crescidas para formar clones nos quais foram avaliados, neste estudo, os niveis

proteicos de RSK1 e RSK2.

Neste trabalho, foi utilizado o plasmideo contendo a endonuclease Cas9 tipo
selvagem de S. pyogenes e genes de resisténcia a puromicina e ampicilina
[pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene ID: 62988)]. Nele, foram inseridas
as sequéncias que codificam as sgRNAs que guiaram a endonuclease Cas9 ao sitio 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 RPS6KAL) e
RSK2 (gene RPS6KA3), sendo essa uma forma de romper com qualquer possivel
variante resultante de splicing que pudesse ser gerada pelo transcrito (¢ importante

ressaltar que em algumas situagdes € possivel também alterar exons em diferentes
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partes do gene). Além disso, essa estratégia reduz a chance de que uma proteina
truncada, ainda com alguma atividade, seja codificada. O sistema CRISPR/Cas9
derivado de Streptococcus pyogenes que necessita de uma sequéncia PAM (do
inglés, Protospacer Adjacent Motif) imediatamente posterior a sequéncia de DNA
alvo, caracterizada, nesse sistema, pela sequéncia 5°-NGG. Dessa forma, os sgRNAs
utilizados no estudo foram gerados a partir da ferramenta disponivel online em
http://crispr.mit.edu/. Nele, como entrada, ¢ inserida a sequéncia de nucleotideos de
DNA da regido do genoma que vai ser editada. A ferramenta fornece, entdo, uma
lista de possiveis RNAs guias a partir da sequéncia de entrada, com valores de
especificidade (notas, ou scores), que refletem os ecfeitos 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
sequéncias off-target). Assim, para cada um dos genes RPS6KAl1l (RSKI1) e
RPS6KA3 (RSK2), foram desenhadas duas guias, nomeadas A e B, com as

respectivas sequéncias e scores apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3 - Sequéncias das guias “A” ¢ “B” desenhadas para os genes RPS6KAL

(RSKT) e RPS6KA3 (RSK?2). As denominagdes top e bottom referem-se aos oligos de DNA que
sdo sintetizados para inserir nos plasmideos correspondentes.

Gene sg RNA | Regiio alvo Sequencia Score
RPS6KA1 A Exon 1 5' CAC CGG CAC TAG CTC CAT GAG CGG CC 3' top 30
5' AAA CGG CCG CTC ATG GAG CTA GTG CC 3' bottom
RPS6KA1 B Exon 3 5'CAC CGG ATC ACG CAC CAC GTC AAG GC 3' top 93
5' AAA CGC CTT GAC GTG GTG CGT GAT CC 3' bottom
RPS6KA3 A Exon 1 5'CAC CGG AGC CCG TCC GAC AGC GCT G 3' top %6
5' AAA CCA GCG CTG TCG GAC GGG CTC C 3' bottom
RPS6KA3 B Exon 9 5' CAC CGG CCA GAA GTA GTT AAT CGT CG 3' top 97
5" AAA CCG ACG ATT AAC TAC TTC TGG CC 3’ bottom

Os plasmideos confeccionados foram transfectados nas células LN-18
utilizando-se Lipofectamina 2000® - Invitrogen (5 pl em 3 mL de meio Opti-
MEM®) e 4 ug total de DNA por condigdo. Foram desenhadas as seguintes
condigdes de transfecc¢ao (quantidades de DNA, em massa, entre parénteses):

1. Plasmideo sem resisténcia (controle de selecdo com puromicina);
2. Plasmideo vazio, ou controle (contendo o vetor sem sgRNA; 4 pug);

3. sgRSK1 A (4 pg);
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. sgRSK2 A (4 ng);
.sgRSK1 A (2 pg) +sgRSK2 A (2 pg);
.sgRSK1 B (4 ng);
. sgRSK2 B (4 ng);
. sgRSK1 B (2 pg) + sgRSK2 B (2 pg).

0 9 O »n A

A transfecgdo foi realizada durante 6h, sendo o meio retirado e trocado por
meio normal de cultivo. Decorridas 48h, as células foram tratadas com 1,2 pL/mL de
puromicina (Thermo Fisher Cientific) para selecdao das células contendo o plasmideo.
O tempo total de selegdo foi de 6 dias, sendo o meio contendo antibiotico trocado a
cada 2 dias.

Apos a selecdo com puromicina, as células foram cultivadas por 24h em meio
normal de cultivo e, entdo, 500 células de cada condi¢do foram plaqueadas em uma
placa de 100 mm, que foi deixada em estufa umida a 37°C até que se formassem
coldnias derivadas de uma tnica célula (clone). Apods o crescimento das colonias por
aproximadamente 10 dias, as coldnias individuais foram transferidas para uma placa
de 24 micropogos com o auxilio de uma micropipeta. Assim que cada coldnia atingiu
80% de confluéncia, os clones foram expandidos em placas cada vez maiores até que
se atingisse quantidade suficiente de material para realizagdo de um extrato proteico,

utilizado para detectar os niveis de RSKs por western blot.

3.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

As células foram lisadas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150
mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% NP40® - Sigma Aldrich; 0,5%
deoxicolato de sodio - Sigma Aldrich; Inibidor de fosfatase - Thermo Fisher
Scientific; inibidor de protease - Roche), os lisados foram centrifugados a 14.000
rpm por 15 min a 4°C (centrifuga 5427R, Eppendorf) e o sobrenadante foi coletado.
A quantificagdo das proteinas nos extratos foi feita através do método de Bradford,
utilizando-se o reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate® (Bio-Rad). Para
1sso, utilizou-se uma curva-padrdo construida com BSA (Sigma Aldrich) e mediu-se

as absorbancias em placa de 96 micropogos a 595 nm em um leitor de placa i-Mark
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(Bio-Rad). Apo6s a dosagem, as amostras foram preparadas pela adigdo de tampao
redutor concentrado (4x: 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% SDS (Merck); 1 mM EDTA
pH 8,5; 5% B-mercaptoetanol (Merck); 20% glicerol; tracos de azul de bromofenol).

3.4 WESTERN BLOTTING

A técnica foi utilizada na identificacdo e avaliacdo dos niveis de proteinas
envolvidas na via RSK, bem como da via mTORCI1. A técnica também foi utilizada
para avaliar os niveis de fosforilacdo de proteinas envolvidas no processo de
traducdo, que em muitos dos casos se relacionam com o estado de ativacdo e/ou com
a fun¢do da proteina correspondente.

As amostras preparadas foram aquecidas por 5 minutos a 95°C. A seguir, as
amostras foram aplicadas em gel de SDS-PAGE (com porcentagem entre 7% a 13%,
dependendo do tamanho das proteinas a serem analisadas) e corridas em tampao de
corrida (25 mM Tris-base; 191 mM Glicina (Sigma Aldrich); 0,1% SDS) com
voltagem constante, a saber, 65 V durante 25 minutos ¢ 120 V durante 1,5 horas, em
fonte PowerPac™ HC High Current Power Supply (Bio-Rad). Apds a corrida, foi
feita a transferéncia para membrana de nitrocelulose (Amersham) a 100 V durante 1
hora em tampao de transferéncia (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, entdo, com o bloqueio da membrana em solucao
contendo 5% leite livre de gordura em po diluido em 0,1% TBS-T (150 mM NaCl;
50 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,1% Tween® (Sigma Aldrich)) por 1 hora. Foi colocado
o anticorpo primario de escolha (diluidos em TBS-T contendo 5% BSA, Quadro 4)
overnight. Apds esse periodo, adicionou-se o referente anticorpo secundario
acoplado a peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente (anti-mouse ou anti-rabbit,
Amersham), diluidos em TBS-T contendo 5% leite em p6 livre de gorduras. Por fim,
a membrana foi revelada com kit de quimioluminescéncia (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate) em filme fotografico (Amersham Hyperfilm ECL). As proteinas
de interesse foram detectadas utilizando os anticorpos primarios contra as proteinas

apresentadas no Quadro 4.
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Quadro 4 - Anticorpos utilizados para Western Blotting.

Proteina Marca/ Catalogo Diluicio a-Secundario
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
pS6 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)-elF4B Cell Signaling/ #3591 1:1000 Rabbit
elF4B Santa Cruz/ sc-390912 1:1000 Mouse

A quantificacdo dos niveis proteicos foi feita a partir de analises
densiométricas das bandas obtidas utilizando o software Image J®, seguindo o
protocolo descrito em (FERREIRA ¢ RASBAND 2012). Os niveis das proteinas

fosforiladas foram relativizados pelos niveis das correspondentes proteinas totais.

3.5 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

Com a finalidade de avaliar a proliferagdo das células LN-18 nocautes para
RSKs, foi utilizado o BrdU Cell Proliferation Kit Assay (Cell Signaling). A técnica
baseia-se na capta¢ao do analogo da timidina, bromo deoxiuridina (BrdU) durante a
replicacio do DNA. A deteccdo de BrdU ¢ realizada a partir de um método
colorimétrico, no qual sdo utilizados anticorpos especificos anti-BrdU e anti-mouse
IgG acoplado a enzima Horseradish Peroxidase (HRP), cujo produto com o substrato
apresenta coloragdo. Dessa forma, € possivel inferir sobre atividade proliferativa das
células, refletida num aumento da magnitude da coloragdo, conforme aumenta a

incorporacdo da molécula. O experimento seguiu o protocolo sugerido pelo
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fabricante. Brevemente, 3,0 x 10° células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e
carenciadas durante 48 horas. Decorrido este periodo, as células foram pré-tratadas
com 250 nM Torinl (Cell Signaling) ou com o veiculo DMSO (Sigma Aldrich) por
30 minutos, em estufa imida a 37 °C e, a seguir, incubadas por 16 horas com 10%
SFB (Thermo Fisher Scientific), em estufa umida a 37 °C. As células foram, entdo,
incubadas com BrdU durante 4 horas, para ocorrer incorporagdo do nucleosideo, em
estufa umida a 37 °C e seguiu-se o protocolo do kit. A absorbancia das amostras foi
medida em leitor de microplacas a 450 nm (SpectraMax®, Molecular Devices). Foi
realizada a quantificagdo de no minimo trés experimentos individuais, realizados em

duplicatas experimentais.

3.6 PERFIL POLISSOMAL

A obtencdo e andlise de perfis polissomais tem como objetivo central
determinar a parcela de mRNAs que estdo sendo ativamente traduzidos nas
condi¢cdes estudadas. Além disso, é possivel obter a taxa de traducdo a partir da
analise do perfil, por meio da razao entre as areas abaixo dos picos polissomais e do
pico 80S. Dessa forma, quanto maior a relacdo polissomos/80S, maior a taxa de
traducdo de uma determinada célula, como observado em decorréncia de estimulos
que ativem a traducdo (Figura 14). No caso, tem-se interesse em observar como se
altera a traducao geral em células LN-18 selvagens e nocauteadas para as isoformas

RSK1 e RSK2, bem como realizar a translatomica 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%. Apos
ultracentrifugagdo, a leitura do gradiente a 254 nm mostra picos correspondes as subunidades
ribossomais 40S, 60S, dos monossomos 80S (apresentada com um pico duplo) e polissomos (picos >
2n). Na figura, observa-se que apos estimulo com PMA, a area abaixo da curva correspondente aos
polissomos aumenta, na propor¢cdo que a area abaixo do monossomos 80S diminui, quando

comparado ao perfil de células ndo tratadas, indicando aumento na taxa de tradugdo das células.

Nesse sentido, neste trabalho, utilizamos duas técnicas para separacdo dos
polissomos em gradientes de sacarose, de acordo com diferentes objetivos
experimentais. A primeira técnica baseia-se na separacdo 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 ndo sdo totalmente resolvidos e as fracoes de mRNAs
ativamente traduzidos distribuem-se em diversas fragdes, sendo uma técnica util, em
nosso caso, a descri¢dao das taxas de tradugdo das células. A outra técnica baseia-se
na separacdo dos polissomos em um gradiente ndo-linear otimizado, no qual
separam-se os mRNAs eficientemente traduzidos (associados com >3 ribossomos)

em uma ou duas fracdes, facilitando sua posterior purificacao (Figura 15).
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Figura 15 - Perfil polissomal utilizando gradiente ndo-linear otimizado. (A) Apés
obtengdo e aplicagdo do extrato em um gradiente ndo-linear de sacarose, com camadas 5%, 34% e
55%, conforme descrito, a ultracentrifugagdo resulta na sedimentagcdo das fracdes de mRNAs
eficientemente traduzidos (>3n) concentrada na interfase entre as solugdes 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 fracdes de mRNAs eficientemente traduzidos correspondem as fragdes contidas a
partir do centro do pico polissomal, conforme demonstrado em LIANG et al. (2017) e ilustrado na
figura por meio da comparagdo entre posi¢cdes dos picos em gradiente linear (B e C). Notar que o
numero de fragdes de mRNAs eficientemente traduzidos coletadas a partir do gradiente ndo-linear ¢
bem inferior as correspondentes ao gradiente linear. (D) A taxa de traducdo de tradugdo ¢ calculada

através da obtengao da relag@o entre as areas abaixo da curva referente aos polissomos e a referente a
(80S + 2n).

Para a realizagdo 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 confluéncia fosse de 60 - 80%
ao dia do preparo do extrato. As células foram, inicialmente, tratadas com o

antibiotico cicloheximida (CHX - Sigma Aldrich; 100 pg/mL; 7 minutos; em estufa
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umida a 37 °C), que inibe a translocacdo do ribossomo e, desta forma, paralisa os
ribossomos nos mRNAs na fase de elongacdo. A seguir, procedeu-se com a lavagem
das células em PBS contendo 100 pg/mL CHX, a remocdo das células das placas de
cultivo com auxilio de um raspador de células (cell scraper) e a centrifugagido das
mesmas a 4°C por 3 minutos a 500 xg (centrifuga 5427R, Eppendorf). Para lise
celular, incubou-se as células no gelo com tampao de lise para polissomos (20 mM
Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl,, 1% Triton X-100® - Sigma
Aldrich; 1 mM DTT - Sigma Aldrich; 100 pg/ml CHX - Sigma Aldrich; 40
unidades/mL RNasin - Promega; e inibidor de protease livre de EDTA - Thermo
Fisher Cientific) durante 10 minutos. Apds a lise das células, o material foi
centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10.000 xg (centrifuga 5427R, Eppendorf) para
sedimentacdo dos nucleos e restos celulares. Parte do sobrenadante foi coletada para
posterior andlise 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 tampdes de
gradiente de sacarose (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCly; 1 mM
DTT; em % de sacarose indicadas) e obtidos como descrito a seguir. Ao tubo de
ultracentrifuga Open-Top Polyclear (Seton Scientific), foi acoplado um cilindro de
gradiente (Biocomp), cujo nivel superior serviu como molde para desenhar uma linha
(equivalente a aproximadamente 5,5 mL), que guiou as adi¢cdes dos tampdes de
sacarose. Primeiramente, com o auxilio de uma seringa, foi adicionada a solugdo de
5% até a linha marcada e, posteriormente, abaixo da solugdo de 5%, a solugdo de
50% foi adicionada até que a interfase das solugdes atingisse a linha. A seguir, os
tubos foram fechados e colocados em um equipamento que faz gradientes
automaticamente por meio de rotagdes em angulos pré-definidos (Gradient Master™
Base Unit, Science Services). Apos aplicagdo 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 estardo separados
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daqueles soltiveis. A absorbancia a 254 nm foi detectada em fluxo continuo

(BioLogic LP, Bio-Rad) e as fragdes foram coletadas.

3.6.2 Perfil Polissomal - Gradiente nao 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 tampdes de gradientes com concentragdes de
sacarose de 5%, 34% e 55%. A seguir, foram preparados os gradientes, conforme
descrito. Ao tubo de ultracentrifuga Open-Top Polyclear (Seton Scientific), foi
acoplado um cilindro de gradiente (Biocomp), cujo nivel superior serviu como molde
para desenhar uma linha (equivalente a aproximadamente 5,5 mL), que guiou as
adigdes dos tampdes de sacarose. Primeiramente, adicionou-se, com uma pipeta de
1000 pL, 2 mL da solugdo de gradiente 5%. A seguir, com o auxilio de uma seringa
adicionou-se, abaixo da solucao 5%, a solu¢ao 34% até que a superficie da solucao
de 5% atingisse a linha desenhada. Por fim, a solug¢do de 55% foi adicionada com o
auxilio de uma seringa até que a interfase das solucdes 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 absorbancia
a 254 nm foi detectada em fluxo continuo (BioLogic LP, Bio-Rad) e as fragdes foram
coletadas. O perfil descrito acima apresenta picos correspondentes as subunidades
(60S + 80S) e aos polissomos, conforme mostrado na Figura 15B. As fragdes que
contém RNA polissomal ativamente traduzidos, ou seja, associados a mais de trés
ribossomos (n > 3), correspondem as fracdes contidas no centro do pico polissomal e

respectivas fragdes mais densas.

3.7 TRANSLATOMICA

3.7.1 Desenho experimental Translatomica

Apresentamos, na Figura 16, o desenho experimental para a realizagdo da
translatomica 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 Torinl por 30 minutos e estimuladas com SFB por 6
horas. Parte do extrato foi guardado para extragdo de mRNA total e o restante foi
aplicado no gradiente de sacarose otimizado. Apds a ultracentrifugacdo, os perfis
polissomais foram gerados e os mRNAs polissomais eficientemente traduzidos foram
obtidos. A seguir, mRNAs totais e polissomais referentes a cada condi¢do foram

isolados e suas qualidades foram checadas para posterior analise por microarranjos.
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Figura 16 - Desenho experimental para translatmica. As células WT, RSK1%°, RSK2*° e
RSK 1/2°%© foram carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 250 nM de Torinl ou veiculo
(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 ndo linear de sacarose (Two-step)
para obten¢do de mRNAs eficientemente traduzidos. Os mRNAs foram extraidos, suas integridades
foram avaliadas e os mRNAs total e polissomal referente a cada condi¢do foram analisados por

microarranjos de DNA.

3.7.2 Isolamento de RNA total e polissomal

Os extratos referentes aos RNAs totais e polissomais foram extraidos
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 fragdes referentes aos RNAs polissomais ativamente traduzidos (fragao

contida no centro do pico e uma fragdo mais densa) foram reunidas em um tnico
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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 proporcao 3:1 aos
tubos contendo RNA total ou polissomal e homogeneizado. A seguir, um volume
igual de etanol 100% (Sigma Aldrich) foi adicionado diretamente as amostras e as
misturas foram homogeneizadas. As amostras foram, entdo, adicionadas a 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 solu¢do 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 pL de nuclease-free water (Sigma) foram adicionados para elui¢do
do RNA. A quantificacdo do RNA foi realizada no aparelho NanoVue Plus ™ (GE

Healthcare, 289560-57), de acordo com instru¢des do equipamento.

3.7.3 Avaliacio 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 instru¢des 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 sdo detectados por meio de fluorescéncia induzida por laser.
O resultado ¢ visualizado na forma de um eletroferograma, gerado e analisado
automaticamente pelo aparelho, que detecta, desta forma, fragmentos
correspondentes a degradacdo do RNA presente na amostra. A quantidade dos
rRNAs 28S, 18S e 5S pode ser inferida através da analise densiometrica dos picos e
as informagdes sao 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 altissima (SCHROEDER et al. 2006). Nos
experimentos de translatomica, 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 Clariom™ D human microarray (Thermo Fisher Scientific) foi
utilizada para analisar a expressdo de mRNA total e polissomal de acordo com as
instru¢des 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 nivel de expressdo génica
utilizando o algoritmo SST-RMA, fornecido pelo software TAC. Todos os
experimentos preencheram os critérios de qualidade do fabricante. Expressdo
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 excluidos. Os dados foram anotados
utilizando os dados de anotagdes de “clariomdhumantranscriptcluster.db”. Somente
clusteres de transcritos com um correspondente ID de RefSeq para proteina (NP)
foram utilizados e clusteres de transcritos para o mesmo gene foram colapsados

utilizando o pacote WGCNA (LANGFELDER e HORVATH 2008).

3.7.5 Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (PCA) ¢ uma técnica estatistica util na
determinagdo de variaveis relevantes em conjuntos de dados multidimensionais, que
podem explicar diferencgas nas observagdes, sendo util na simplificacdo da analise e

visualiza¢do de dados.

3.7.6 Analise 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
identificacao de diferencas na eficiéncia traducional que afetam os niveis proteicos.
Neste estudo, avaliamos os efeitos de Torinl para cada tipo celular particular e
realizamos comparagdes entre os quatro tipos uns contra 0os outros na presenca de
DMSO ou Torinl. Corremos o algoritmo utilizando um tipo celular como referéncia
para todas as comparagcdes em cada corrida/andlise. O critério de filtro no
anota2seqSelSigGenes foi: maxSlope = 2, minSlope -1, deltaPT = log2(1.2) para
tradugdo 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
parametros, para considerar que um mRNA seja regulado por tradugdo se fazem
necessarios: 1) passar um threshold de log2(1.2) para o efeito traducional e 2) a
presenca do mRNA nos polissomos passar deve passar um threshold de log2(1.5) no
mesmo sentido que o efeito na tradugdo. Para mRNAs regulados por buffering, a
magnitude dos thresholds ¢ a mesma, porém nesse caso se considera a mudanga no
mRNA total.

As informagdes das replicatas biologicas foram incluidas no modelo para

considerar o efeito de batch, como recomendado.

3.7.7 Analise GOstats

Para identificar os processos bioldgicos (BPs) afetados por mudangas nos
niveis de mRNAs polissomais dentre as células e/ou tratamentos, 0 mRNA traduzido
de saida do pacote anota2seq para cada contraste/comparagdo 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 opcdo 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) ¢ mais de 10 genes (a fim de evitar processos muito especificos) para
considerar os processos biologicos 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

41 CELULAS LN-18 NOCAUTE PARA RSK1 E RSK2

Em humanos, sdo expressas 4 isoformas da familia RSK: RSK1, RSK2,
RSK3 e RSK4. Estudos prévios realizados pelo grupo mostraram que nas linhagens
de GBM estudadas, LN-18, LN-229, U87MG, A172 ¢ U118MG, a isoforma RSK4
nao ¢ detectada (Figuras 11 e 12). Os dados em relacdo a isoforma RSK3 indicam
que a mesma, se ¢ expressa, apresenta niveis proteicos extremamente baixos. Dessa
maneira, este estudo das isoformas das RSK se restringiu as isoformas RSKI e
RSK2, simplificando as analises. Com isso, um dos objetivos do estudo visou a
obtengao de células nocaute para as isoformas RSK1 e RSK2. Para tal finalidade, foi
escolhida a linhagem LN-18, que ¢ a que apresenta maiores niveis de RSK1, quando
comparada as outras linhagens de GBM mencionadas.

A etapa de geracdo de células nocaute nesse trabalho foi realizada em
continuidade ao trabalho de mestrado da ex aluna do grupo, Luana Campos Soares
(dissertagdo defendida sob o titulo de “Estudo Do Papel de RSK na Sinalizagdo
Celular em Glioblastoma”, no ano de 2016). Em seu trabalho de disserta¢do, Soares
(2016) implementou a tecnologia de geracdo 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 eficiéncia da obten¢ao de nocautes
para a proteina RSK1 nao foi satisfatoria, visto que foi obtido apenas um clone com
uma das guias utilizadas. Nesse sentido, esse trabalho complementa o estudo anterior
para a geracdo e disponibilizagdo 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 proteinas RSK1 (RSK1%?), RSK2
(RSK2%9) ¢ nocautes duplos para RSK1 e 2 (RSK1/2°%°, ou DKO) a fim se
estabelecer um modelo robusto para o estudo das alteragcdes moleculares associadas
as diferentes isoformas, com foco no processo traducional. Além disso, as células

transfectadas com o plasmideo vazio foram obtidas e sdo referidas como WT. Uma
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das principais preocupacdes quando se emprega a técnica de CRISPR/Cas9,
especialmente quando se usa a Cas9 do tipo selvagem, ¢ a possibilidade de efeitos
off-target (ZHANG et al. 2015). O algoritmo utilizado no desenho das sgRNA ajuda
a encontrar as sequéncias que minimizam a possibilidade de alterar uma sequéncia
off-target, no entanto, as possibilidades de que isso acontega 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 sequéncias diferentes resultem nos
mesmos efeitos off-targets sdo extremamente baixas. Em geral, observamos
diferentes eficiéncias entre as guias para gerar cé¢lulas nocaute (Quadro 5). Contudo,

ndo foi possivel obter células RSK 1/2°%°

com a guia B, o que limitou nossos estudos
na compara¢do de dois conjuntos completos de células nocaute gerados com guias

distintas.

Quadro 5 - Porcentagem de colonias nocaute obtida por guia utilizada.

Isoforma sgRNA Colonias Testadas Colonias 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 ¢ 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 principio, ndo houve alteracdo no gene da
isoforma correspondente de RSK, apresentando niveis comparaveis com as células
selvagens, por exemplo, RSK2X°, clones “sgRSK2 A i” ou “sgRSK2 B b” (Figura
17B). Observamos, também, clones que apresentam niveis reduzidos das RSKs em

relacdo as células selvagens, indicando que possivelmente um alelo foi alterado ou
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que um mRNA ou proteina instavel foi gerado (por exemplo, em Figura 17A,
RSK1%°, clones “sgRSK1 A b”). Além disso, proteinas aberrantes que apresentam,
por exemplo, peso molecular menor que a proteina selvagem (produto de uma
possivel delegdo in-frame produzida pelo sistema CRISPR/Cas9), podem ter sido
originadas, como no caso das duas bandas do clone “sgRSKI1 B b” (Figura 17A),
cujo padrdo de bandas proteicas poderia ser interpretado como sendo resultado de
uma mutagao in-frame em um alelo, sendo que o outro alelo permaneceu sem
modificacdes (selvagem). Dadas essas informagdes, os clones escolhidos para
experimentos posteriores foram aqueles que ndo apresentaram bandas detectaveis 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.

A RSK1KO B RSK2K©
WT WT sgRSK2 A sgRSK2 B
b

sgRSK1A SgRSK1 B
d

RSK1

ERK1/2

RSK2

ERK1/2

RSK1/20K0

sgRSK1/2A

Figura 17 - Clones de células LN-18 nocautes para RSK1 e RSK2 obtidos através do

sistema CRISPR/Cas9. Células LN-18 foram transfectadas com plasmideo 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) RSK1%°, (B) RSK2X° e (C) RSK1/2”X°, foram usados para
western blot, revelado contra as proteinas RSK1, RSK2 e ERKI1/2, utilizada como proteina

normalizadora.
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4.2  VIAS DE SINALIZACAO NAS CELULAS NOCAUTE PARA AS
RSK

Uma vez obtidas as células nocaute para as RSK, analisamos os efeitos nas
vias de sinalizacdo reguladas pelas mesmas. Especial énfase foi atribuida a anélise
dos substratos estudados no paper ROFFE et al. (2015) e na dissertagio de SOARES
(2016) com o intuito de validar as observagdes obtidas. Além disso, uma vez que
buscamos compreender a contribuigdo do crosstalk entre a via das RSKs com a via
mTORCI1 em direcdo a traducdo, foram feitos estudos nos quais os clones deficientes
em RSKs foram tratados com o inibidor de mTORCI, rapamicina, e tiveram a via
Ras/ERK/RSKs estimuladas por PMA (Figura 18).

A primeira observagdo se deu em relacdo a ativacdo de ERK nas células
nocaute para RSKs. Nota-se que a deple¢do das RSKs ndo alterou os niveis de
ERK1/2 total e ativada nessas células (Figura 15). Isso ¢ relevante, pois indica que,
nessas células, as RSKs ndo sejam tdo 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 sinalizacdo da via para compensar a auséncia de RSK (DHILLON et
al. 2007).

Em relacdo a detecgdo da ativagao das RSKs nas células nocaute tratadas com
PMA, ¢ importante salientar que os anticorpos utilizados para detectar a ativacao de
RSK1 (no residuo Ser380) e de RSK2 (no residuo Ser227) ndo sdo especificos para
as isoformas em questao. Essa dificuldade se deve ao alto grau de homologia entre as
isoformas (Figura 8). Assim, o anticorpo contra a proteina RSK1 fosforilada em Ser
380 também detecta RSK2 fosforilada em um residuo homologo, a saber, Ser386.
Dessa forma, a presenga de bandas no western blot de P(S380)-RSK1 para as células
RSK1%° reflete a presenca de RSK2 fosforilada nas amostras estimuladas com PMA.
De maneira semelhante, o anticorpo contra RSK2 fosforilada em Ser227 detecta o

residuo homoélogo Ser221 de RSK1.
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4.2.1 Validacao do Envolvimento de RSK na Fosforilacdo de TSC2

Assim como nos estudos de ROFFE et al. (2015) ¢ SOARES (2016), a
fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 por RSK também foi avaliada neste estudo.
A fosforilagdo de TSC2 ¢ chave para a ativagdo de mTORCI e ¢ um dos elos
propostos entre as vias Ras/ERK/RSK e PI3K/AKT/mTORCI, por isso entender a
implicacdo biologica da fosforilagdo em Ser1798 por RSK tem grande importancia.
No trabalho de ROFFE et al. (2015), foram utilizados siRNAs para as isoformas
RSK1 e RSK2 (siRSK1/2) como modelo para estudo da fosforilagdo de TSC2 no
residuo Ser1798. Nesse trabalho, os autores mostram que a deple¢ao concomitante de
RSK1 e RSK2 diminui a fosforilagdo de TSC2 em Ser1798 e propdem a relevancia
da avaliagdo do alvo para avaliar o nivel de atividade de RSKs nas células. De forma
interessante, neste estudo observamos que as células RSK1*C geradas através do
sistema CRISPR/Cas9 tratadas com PMA possuem deficiéncia na fosforilacdo de
TSC2 no residuo de Ser1798 (Figura 18B). De forma curiosa, o mesmo ndo foi
observado para as células RSK2"° (Figura 18C). Esse resultado, somado ao trabalho
anterior do grupo (SOARES 2016), sugere que a fosforilagdo de TSC2 em Ser1798
nas células LN-18 seja realizada de maneira preferencial pela isoforma RSK1 e ¢
explorado na préxima se¢do. Finalmente, outra observacao relevante refere-se aos
efeitos semelhantes observados nos clones que foram gerados com guias distintas, ja
que se entende que seja essencial validar os resultados obtidos com sgRNAs

distintos.
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Figura 18 - Sinalizacdo via RSKs e mTORC1 em cé¢lulas LN-18 nocaute para RSK1

ou RSK2 feitas com sgRNAs diferentes. (A) Esquema simplificado ilustrando a interagdo
entre as vias de RSKs e mTORCI. Destaca-se a fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 por RSK,

que levaria a inativagdo do complexo e consequente ativagdo de mTORCI1. (B e C) Células LN-18
foram transfectadas com plasmideos 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 mTORCI, rapamicina. Os extratos
foram usados para western blot e incubados com os anticorpos indicados. Observar que os anticorpos
para P(S380)-RSK1 reconhece a fosforilagdo de um residuo anidlogo em RSK2 e P(S5227)-RSK2

reconhece a fosforilagao de um residuo analogo em RSK1.

4.2.2 Efeitos do Nocaute de RSK1 na via de mTORC1

Uma vez que dados do grupo sugerem que a fosforilagdo de TSC2 em
Ser1798 seja dependente de RSK1 e que observamos que clones RSKI1%°
apresentavam niveis de fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 inferiores em
relagdo a clones RSK2X°, realizamos experimentos para verificar o comportamento
das proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo que controlam a traducdo em clones
RSK1*? gerados com duas guias diferentes. Nesse sentido, buscamos avaliar se a
fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 implicaria na ativagdo das proteinas
envolvidas com a regulagdo da tradu¢do via Ras/ ERK/RSKs e/ou
PI3K/AKT/mTORCI1. Assim, avaliamos a fosforilagdo de rpS6 nos residuos
Ser235/236 (alvos de ambos RSK e S6K 1) e de 4E-BP1 nos residuos Thr37/46 (alvo

de mTORCI1).
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De fato, clones RSK1X° gerados com duas guias distintas apresentaram
deficiéncia na fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 (Figura 19). Contudo, os
alvos abaixo da via, como rpS6 e 4E-BP1, ndo se alteraram significativamente. A
falta de correlagdo entre a auséncia de RSK e o nivel de ativacdo dessas proteinas
poderia ser explicado pelos altos niveis basais da via PI3K/AKT/mTORCI1 nas
células LN-18, o que pode implicar no fato de que a contribuicdo das RSKs para
essas fosforilagdes seja muito baixo ou ausente. No mais, esses resultados
corroboram os achados de ROFFE et al. (2015) e levantam o questionamento sobre o
envolvimento da via Ras/ERK/RSK no controle da sintese de proteinas via

mTORCI, refor¢ando a relevancia desse estudo.



71

WT RSKI* g RSK1ORSK1*0
____S9AA _ sgAB sgBA
- P R O

>
e

- A A B B

. - . - . - - - .

gRSKY
PMA

,
5

%
—(23—(2
R
—®

Sintese proteica

%‘ 15, -
g 10

: 0.54

!

-

WT RSKIS  WT  RSKI®  RSK1e
A A WAB wBA

Figura 19 - Sinaliza¢do via RSKs e mTORCI em células LN-18 nocautes para

RSK1 feitas com sgRNAs diferentes. (A) Esquema simplificado ilustrando a interagdo entre as
vias de RSKs ¢ mTORCI1. Destaca-se a fosforilagdo de TSC2 no residuo Ser1798 por RSK, que
levaria a inativagdo do complexo e consequente ativacdo de mTORCI. (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 fosforilagdo de um residuo analogo em RSK2 e P(S227)-
RSK2 reconhece a fosforilagdo de um residuo analogo em RSKI1. (C) A analise densiométrica das
proteinas estudadas revelou que o alvo P(Ser1798)-TSC2 altera-se significativamente na auséncia de
RSK1, enquanto niveis de proteinas abaixo da via mostrada em (A) ndo alteram-se significativamente.

Os experimentos foram realizados em triplicatas biologicas. A média e o SEM estdo indicados.
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43 A FOSFORILACAO DE eIF4B NAS CELULAS NOCAUTE

A fim de estudar o comportamento de outros alvos de RSKs que controlam a
traducdo, avaliamos a fosforilagdo de elF4B no residuo Ser422. elF4B ¢ uma proteina
de ligacao a RNA, que interage com elF3 ligado ao ribossomo por meio de interagdes
proteina-proteina e ¢ importante no auxilio da atividade helicasica de eIF4A, que
desenovela estruturas secundarias inibitorias na regido 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 e[F4B no residuo Ser422
(SHAHBAZIAN et al. 2006). Enquanto a fosforilacdo pelas RSK ¢ resultante da
ativagdo da via Ras/ERK, a de S6K depende da via de PI3K/AKT. Assim, para avaliar
a contribui¢do das RSK na fosforilagdo de elF4B, 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 RSK1/2°%° apresentaram niveis de
fosforilacdo de e[F4B muito menores em relacdo as células selvagens e aos nocautes
individuais (Figura 20). Isso sugere que as isoformas RSK1 e RSK2 possuem fungao
redundante em relagdo a fosforilacado de cIF4B. Além disso, de forma interessante,
quando nenhuma das isoformas estd presente, os baixissimos niveis de ativacdo de
elF4B, tanto com o estimulo com PMA, como por SFB, sugerem que o eixo
mTORCI1/S6K seja menos importante que o ERK/RSK nessas células. De fato, em
seu trabalho, Roffé et al. (2015), reportam que ndao se observou reducdo na
fosforilagdo de elF4B em células LN-18 que tiveram a via de mTORCI inibida por
rapamicina. Por outro lado, a inibi¢do concomitante por inibidores quimicos de RSK

(a saber, SLO101 e BI-D1870) resultou em menores niveis de ativagdo de elF4B.
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Figura 20 - Analise dos niveis de fosforilagao de elF4B, alvo de RSKs, nas células

WT RSKI1¥® RSK2KC RSKI1/2PK0

LN-18 nocaute para RSKSs. (A) Esquema ilustrando interagdo entre as vias de RSKs e mTORC1

no controle da traducdo dependente de cap. Destacamos o alvo elF4B na figura. Adaptado de ANJUM
e BLENIS (2008). (B) Niveis de RSKs detectados nos clones nocautes utilizados nos experimentos.
Notar que foram corridos géis separados para detectar RSK1 e RSK2. (C) Células WT, RSK1%°,
RSK2%° ¢ RSK1/2°%° 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) Analise densiométrica dos niveis de fosforilagdo de elF4B em Serd22 nos clones
mostra que células RSK1¥® e RSK1/2°%° apresentam deficiéncia na fosforilagio de eIF4B.

Experimentos realizados em triplicatas bioldgicas. A média e o SEM estdo indicados.

44 EFEITOS DA INIBICAO DE mTORC1 NAS CELULAS
NOCAUTE PARA RSK

Visto o potencial das RSKs como reguladores da sintese de proteinas,
buscamos investigar qual seria a contribuicdo das mesmas na regulagdo da tradugdo
de mRNAs dependente ou independentemente da via de mTORCI1, por meio da
translatomica das células. Dessa maneira, buscamos analisar os efeitos das RSKs
quando mTORCI] estd ativo ou inativo. Para isso, comparamos os efeitos de dois
inibidores de mTORC1 com mecanismos de agdo diferentes, rapamicina ¢ Torinl. A
rapamicina ¢ um inibidor alostérico de mTORCI e obstrui apenas parcialmente os

substratos do sitio ativo. A Torinl ¢ um inibidor competitivo do sitio ativo da
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quinase mTOR e inibe a atividade da mesma. Por ser um inibidor de sitio ativo de
mTOR, tanto o complexo mTORC1 e mTORC?2 sao inibidos. Avaliamos os efeitos
dos dois inibidores nas células nocaute para RSK através da determinacdo da
fosforilacdo dos dois substratos principais de mTORCI1, 4E-BP1 e S6K1. Tanto o
tratamento com rapamicina como com Torinl resultou na inibicdo completa da
fosforilagdo de S6K1 por mTORC1 (Figura 21). Por outro lado, enquanto o
tratamento com Torinl foi capaz de induzir a desfosforilacdo completa de 4E-BP1,
rapamicina afetou parcialmente a fosforilacdo do alvo. Isso se deve ao fato de que
apenas dois dos quatro sitios de fosforilagdo de 4E-BP1 sdo sensiveis ao tratamento
com rapamicina (CHOO et al. 2008; THOREEN et al. 2009). Como consequéncia da
auséncia de fosforilagdo em 4E-BP1, a proteina pode sequestrar seu ligante eIF4E e,
dessa forma, diminuir a taxa de traducao das células. Assim, os efeitos de Torinl na

tradugdo devem ser mais proeminentes, em relagdo aos da rapamicina.

WT RSK1k0 RSK2KO RSK1/2DK0
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Figura 21 - Compara¢ao dos efeitos dos inibidores de mTOR, rapamicina e Torinl

em células nocaute para as RSKs. Para os experimentos, células WT, RSK1°, RSK2*° e
RSK1/2°%° foram carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 100 nM de rapamicina ou 250
nM de Torinl 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 fosforilagdo, ou seja, quanto mais fosforiladas, mais alta a banda
correspondente. O tratamento com Torinl promove a desfosforilagdo total de 4E-BP1, enquanto, a

desfosforilagdo na presenga de rapamicina ¢ incompleta.
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45 COMPARACAO ENTRE O TRATAMENTO COM AS DROGAS
RAPAMICINA E TORIN1 PARA ESTUDOS SOBRE A TRADUCAO

Em um estudo piloto, as células selvagens e nocautes para as RSK foram
tratadas com o inibidor de mTORCI, 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 realizacdo da
translatomica das células. O primeiro ponto refere-se aos altos niveis de tradugao
observados nas células LN-18 carenciadas. Comparando-se as curvas dos perfis
plotados nas figuras, ¢ possivel verificar que o tratamento com soro ndo induz a
traducdo a niveis elevados, conforme esperavamos no caso de células que foram
previamente depletadas de fatores de crescimento (notar que as areas abaixo das
curvas em preto e azul resultariam em taxas de tradu¢do muito semelhantes). Isso
pode indicar que, nessas células, a tradu¢do ndo depende fortemente de fatores de
crescimento. Outro ponto importante refere-se a inibi¢ao da tradugdo por rapamicina,
que ndo desempenhou efeitos inibitdrios suficientemente elevados que nos
permitiriam estabelecer um modelo adequado em relacdo a identificacio de mRNAs
regulados por RSKs de forma dependente ou independente de mTORCI.

De maneira inesperada, nas células LN-18, o pico referente a0 monossomo
80S aparece dividido em dois em todos os perfis polissomais realizados. Uma
possivel justificativa pode estar relacionada a algum defeito na ligacdo das
subunidades menores, ou no caso em que os niveis das mesmas ndao existam
estequiometricamente no momento da tradugdo (por exemplo, como ocorre em
linhagens que apresentam defeitos na maturacdo da subunidade 60S ou com niveis
reduzidos dessa subunidade) (ROTENBERG et al. 1988; KEMMLER et al. 2009).
Nesse caso, em termos biologicos, 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 ja esta sendo traduzido por um ribossomo.
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Figura 22 - Perfil polissomal de células LN-18 nocautes para RSKs. (A) Esquema
ilustrando a interacdo entre as vias de RSKs e mTORCI1 convergindo no controle da sintese proteica.
No esquema, é possivel observar que SFB ativa as vias de Ras/ERK/RSKs ¢ PI3K/AKT/mTORCI.
(B) Perfil polissomal de células WT, RSK1%?, RSK2X? ¢ RSK1/2°%° 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 nivel de tradugdo de
cada célula ¢ necessario observar a razdo entre a area abaixo do pico dos polissomos e a area abaixo
do pico de 80S (no caso das LN-18 o pico aparece dividido em dois), como indicado no primeiro
painel. Notar que a regido polissomal dos perfis apresenta comportamento ascendente, devido a pouca
quantidade de material utilizada com a consequente absor¢do de UV por algum componente das

solugdes do gradiente.
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Visto que o processo de traducao ¢ afetado parcialmente apds o tratamento
com rapamicina, como resultado da incompleta desfosforilagdo de 4E-BP1 (Figura
21), comparamos os efeitos a nivel traducional de rapamicina com o inibidor
catalitico de mTOR, Torinl. Por meio de ensaios de perfil polissomal, observamos as
diferengas entre os efeitos da inibicao da tradug@o por rapamicina ou Torinl (Figura
23). Uma vez que Torinl ¢ capaz de induzir a desfosforilagdio de 4E-BPI
completamente e rapamicina apenas parcialmente (Figura 21), isso se refletiu,
conforme esperado, em uma maior inibi¢do da tradugdo, ja que elF4E, nesse caso,
estaria ligando-se a 4E-BP1 e ndo a eIF4G, no qual participaria do complexo de

unido ao cap, elF4F.
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Figura 23 - Comparagao dos efeitos a nivel de traducional dos inibidores de mTOR,

rapamicina e Torinl. Para os experimentos, células WT, RSK1%°, RSK2%° ¢ RSK1/2°%° foram
carenciadas de soro por 48 horas e pré-tratadas com 100 nM de rapamicina ou 250 nM de Torinl 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 Torinl (em verde). Notar que as células tratadas com Torinl
apresentam menor taxa de tradugdo, ja que na medida em que a area dos polissomos diminui, a 80S

aumenta em relagdo ao controle.
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4.6 PERFIL POLISSOMAL OTIMIZADO PARA
TRANSLATOMICA DE CELULAS NOCAUTE PARA AS RSKs

Em um trabalho recente, nosso grupo colaborou com a otimizacdo de um
gradiente para obtenc¢do de perfis polissomais que facilitassem os passos subsequentes
na analise 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 mTORCI, as células foram tratadas com Torinl. Inicialmente,
verificamos a fosforilagdo dos alvos de mTORCI1, 4E-BP1 e¢ S6KI1, nas células
selvagens e nocautes para RSKs (Figura 24A). De forma adequada, o tratamento com
Torinl causou a total desfosforilagao dos alvos.

Além de permitir obter o mRNA ativamente traduzido, os perfis polissomais
nos permitiram estimar os niveis de tradu¢do de cada tipo celular, através da
quantifica¢do da relagdo da area do pico dos polissomos em relacdo a area abaixo os
picos de 80S + 2n (mRNA associado com 2 ribossomos), Figura 15D. Pudemos
observar que a tradugdo ¢ menor quando as duas isoformas das RSKs estdo ausentes
(Figuras 24B - F). Um ponto interessante ¢ que nas células DKO, a fosforilagdo de
4E-BP1 ¢ similar a fosforilacdo das células selvagens e nocautes simples, indicando
que a diminui¢do nos niveis de tradugdo dessas células ndo é o resultado de uma
inativacdo de mTORCI, sugerindo que outros mecanismos dependentes de RSK sdo
importantes, como por exemplo a fosforilagdo de elF4B. O tratamento com Torinl
reduziu a tradug¢do em todas as células, sendo que os niveis de tradug¢do das células

DKO foram menores que nas outras células apos o tratamento com Torinl.
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Figura 24 - Perfis polissomais em gradiente ndo-linear otimizado para obtencao de

mRNAs s eficientemente traduzidos. Para os experimentos as células foram carenciadas de soro

por 48 horas e pré-tratadas com 250 nM de Torinl 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 nao linear e ultracentrifugados. Foram obtidos os
perfis para (B) WT; (C) RSK1¥°; (D) RSK2X° ¢ (E) DKO. (F) Foi realizada a quantificagdo das areas
abaixo dos polissomos e dos picos 80S + 2n e as taxas de traducdo para cada condi¢do foram

calculadas conforme descrito na Figura 15D. (n = 3)

4.7 TRANSLATOMICA DAS CELULAS LN-18 NOCAUTE

4.7.1 Andlise da Integridade dos mRNA Totais e Polissomais
A partir do pico dos polissomos (> 3n), os mRNA associados com o0s
polissomos (ativamente traduzidos) e o respectivo mRNA total da aliquota do extrato
que ndo foi aplicada no gradiente foram purificados. A qualidade dos mRNAs total e
polissomal obtidos foi de altissima qualidade, com a maioria dos RIN possuindo
valores maximos (RIN = 10), como mostrado na Figura 25. As amostras de mRNAs

foram, entdo, enviadas para a AFIP (https://www.afip.com.br/principal.asp?

pCanalRH=1) para correr os chips do microarranjo Clariom™ D Assay, human
(Affymetrix).
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Figura 25 - Andlise da qualidade dos RNAs totais e polissomais isolados. Apos

extracdo, a analise 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) RSK1%9; (D) RSK2*?; (E) RSK1/2P°. Os valores de RIN

foram altos, mostrando a alta qualidade dos RNAs isolados.

4.7.2 Analise 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 variagdo contida nos quatro primeiros componentes possui
informagdes relevantes sobre as amostras, as mesmas foram projetadas em graficos
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), ¢ definido

principalmente pela origem do RNA, ou seja, total ou polissomal e explica mais de
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40% da variancia original das amostras, sendo que PC2, ¢ definido pelo tratamento
com Torinl e retem 16,82% da variancia original. Finalmente, diferencas entre
células DKO e as demais define PC3. Em uma menor proporc¢do, PC4 foi definido

pela variagdo observada quando sio comparadas células RSK1° com células WT e

RSK2X°,
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Figura 26 - Analise de Componentes Principais (PCA) da translatomica das células

LN-18 nocaute. Os dados obtidos da andlise 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 Torinl das tratadas com o veiculo (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 variancia abaixo do primeiro quartil. A porcentagem da varidncia explicada ¢

indicada para cada componente principal (PC).
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4.7.3 Analise dos Efeitos da Deplecio das Isoformas de RSK nos mRNAs
Traduzidos

Primeiramente, analisamos os mRNAs traduzidos eficientemente (mRNA
polissomal) das células para obter um panorama das mudangas associadas a perda
das isoformas de RSK, por meio do pacote anota2seq para R (OERTLIN et al. 2018).
A analise dos genes diferencialmente expressos referentes ao mRNA polissomal foi
determinada através de varias comparagdes (contrastes) entre os diferentes tipos de
células e tratamentos. E importante mencionar que os contrastes foram determinados
com base na comparagdo do efeito das células com perda de RSK e/ou inativagdo de
mTOR em relacdo as células contendo RSK e/ou ativagdo de mTOR. Por exemplo,
um dos contrastes analisados foi células RSK1¥° relativo a células WT, em
condi¢cdes de mTOR ativado (DMSO). A nomenclatura para esse contraste seria
RSK1 WT D (D utilizado para indicar que foi na presenga de DMSO). Os mRNAs
perdidos nesse contraste, em teoria, seriam os mRNAs cuja expressdao depende da
presenca de RSK1. Os contrastes nos quais comparamos o efeito de Torinl (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
RSK2%°). Outra vez, os mRNAs perdidos nesse contraste, em teoria, seriam os
mRNAs cuja expressao depende de mTOR ativado.

A partir dos dados para as células selvagens e nocautes tratadas com Torinl
ou com DMSO, obtivemos os mRNAs cuja tradu¢do diminui de forma dependente de
mTORC1 e chamamos este grupo de comparagdo de “Contraste 17 (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 Torinl com WT tratada com Torinl
(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 Torinl foram comparadas as células nocautes individuais
tratadas com Torinl (DKO RSK2 T e DKO RSK1 T). Os contrastes 4 e 5

reforgam a relevancia das isoformas, assim, por exemplo, em DKO RSK2 D,
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avaliamos a relevancia da isoforma RSK1 na presenca da via de mTOR ativada e, de
maneira similar, em DKO RSK1 D avaliamos a relevancia da isoforma RSK2, sob
as mesmas condig¢des.

A regulacdo negativa de mRNAs nas células nocautes para RSKs pressupde
que a presenca da isoforma ausente seria necessaria a tradugdo daqueles mRNAs.
Assim, mRNAs que tiveram regula¢ao negativa (downregulation ou reprimidos) em
cada célula devido ao tratamento com Torinl foram comparados (“Contraste 17).
Encontramos que o nimero de mRNAs polissomais cuja expressdo diminuiu foi
maior em células RSK1%° (Figura 27A, a saber, RSK1_TD =2118; WT_TD = 1321;
DKO TD = 1320; RSK2 TD = 1027). De maneira interessante, comparando-se o
“Contraste 27, encontramos que células que ndo apresentam nem RSK1, nem RSK2,
quando tratadas com DMSO (ou seja, quando mTORCI1 est4 ativado) apresentaram
mais do que o dobro de mRNAs cuja expressao foi diminuida em relagdo a 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 mMRNAs que podem ser regulados redundantemente por uma ou outra
isoforma.

Surpreendentemente, a andlise dos mRNAs do “Contraste 3” revelou que com
Torinl, o nimero de mRNAs reprimidos em RSK 1% ¢ comparavel ao observado nas
células DKO, enquanto que nas RSK2° nio 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 RSKI1 regula 1570 mRNAs,
quando mTORCI est4 inativo, diferentemente do que ocorre nas células RSK2X°,
nas quais apenas 12 mRNAs seriam regulados pela isoforma RSK2 (Figura 27E).
Esse achado indica que quando mTORCI1 ¢ inibido, RSK1 ¢é capaz de manter a
traducao desses mRNAs, sendo que RSK2 ndo tem o mesmo efeito sobre a tradugao
desses mRNASs, nas mesmas condigoes.

A delecdo das duas isoformas de RSK resultou no maior nimero de mRNAs
reprimidos quando comparados aos WT. Contudo, mais do que 2/3 desses foram
perdidos tanto no tratamento com DMSO, como com Torinl, como mostrado na
Figura 27F. Isso explicaria a razdo pela qual o niimero de mRNAs perdidos na

compara¢do DKO TD ser menor do que em RSK1 TD (Figura 27A).



84

As comparagdes DKO RSK2 e DKO RSKI1 indicam os efeitos da perda de
RSK1 e RSK2 na auséncia da outra isoforma, respectivamente. O tratamento com
DMSO mostra que a maioria dos mRNAs diminuidos por RSK1 ou por RSK2 sao os
mesmos, o que revela redundancia das fungdes das isoformas nessa condic¢ao (Figura
27G). Contudo, a soma dos genes regulados por RSK1 ou RSK?2 individualmente foi
menor do que metade dos mRNAs regulados pela presenca de ambas as isoformas
juntas, ou seja, DKO WT D = 2354 versus DKO WT D n (DKO _RSK2 DU
DKO RSK1 D) = 1131, como mostrado na Figura 27G. Com o tratamento com
Torinl, RSK1 por si s6 foi responsavel pela modulacio de 60% dos mRNAs
modulados pelas duas isoformas, enquanto RSK2, por 30% (Figura 27H). As Figuras
271 e 27J mostram, também, que RSK1 isoladamente reprime mais mRNAs do que

RSK2.
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Figura 27 - Analise dos mRNAs polissomais reprimidos (downregulated) pela perda
das isoformas de RSK ou tratamento com Torinl. Diagramas de Venn para mRNA
traduzido (polissomal) nas seguintes comparagdes/contrastes: (A) WT_TD; RSK1_TD; RSK2 TD e
DKO TD. (B) RSK1_WT D; RSK2 WT D e DKO WT D. (C) RSKI WT T; RSK2 WT T e
DKO WT_T. (D) RSKI_ WT D e RSKI 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_RSKI1 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 RSKI T. O niimero total de mRNAs regulados em cada

contraste estd indicado entre parenteses.
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A seguir, procedemos com a analise dos mRNAs polissomais que tiveram
ativagdo (upregulation) utilizando as mesmas comparagdes dos “Contrastes 1 - 5”. A
Figura 28A mostra que no “Contraste 17, praticamente 50% dos mRNAs com
ativagdo apoés o tratamento com Torinl sdo 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 s@o reprimidos (na Figura 27A, WT_TD = 36%;
RSK1 TD =22%; RSK2 TD = 46%; DKO_TD = 36%).

O nimero de mRNAs ativados nas comparagdes 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 tradu¢do de mRNAs, quando
comparado a perda das isoformas individuais tanto nas células tratadas com DMSO
quanto com Torinl. Em relagdo as comparacdes DKO RSKI1 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 presenca de ambas as
isoformas juntas, ou seja, DKO WT D = 888 versus DKO WT D n
(DKO_RSK2 Du DKO RSK1 D) = 681, como mostrado na Figura 28G. Na
presenga de Torinl, a contribui¢do foi de 68% e, nesse caso, RSK2 parece ser mais
importante para regulagdo positiva de genes do que RSKI1, como observado nas

Figuras 28H - J.
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Figura 28 - Analise dos mRNAs polissomais ativados (upregulated) pela perda das
isoformas de RSK ou tratamento com Torinl. Diagramas de Venn para mRNA traduzido

(polissomal) nas seguintes comparagdes/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) RSK1I_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) ¢ DKO RSKI D (perda de
RSK2). (H) DKO WT T, DKO RSK2 T e DKO RSKI1 T. (I) DKO RSK2 D ¢ DKO RSK2 T.
(J) DKO_RSK1 D e DKO RSK1 T. O nimero total de mRNAs regulados em cada contraste esta
indicado entre parenteses.
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A partir dos dados da expressao diferencial dos mRNAs traduzidos nas
comparagdes dos “Contrastes 1 - 57, conforme descrito acima, analisamos os
processos biologicos associados a cada um deles, a partir do pacote GOstats.
Conforme esperado, o tratamento com Torinl reprimiu mRNAs associados a
processos metabolicos, tanto em células WT como em nocautes para RSKs (Figura
29). Por outro lado, nas células RSKIKO, Torinl diminuiu a tradu¢do de mRNAs
relacionados a processos que envolvem proteinas ribossomais, como iniciacdo da
tradugdo. Isso significa que quando a via de mTORCI ¢ inativada, RSK1 seria capaz

de manter o funcionamento de tais processos nas células (Figura 29B).
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Figura 29 - Processos biologicos reprimidos devido ao tratamento com Torinl.

GOstats foi utilizado para determinar os processos bioldgicos associados a regulacdo negativa dos
mRNAs traduzidos nas seguintes comparagdes/contrastes: (A) WT TD; (B) RSK1 TD; (C)
RSK2 TD e (D) DKO_TD. O nimero de mRNAs regulados em cada processo ¢ mostrado ao lado da

respectiva barra.
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A seguir, analisamos as comparagdes de células nocautes para RSK versus
células WT (Figura 30). Essa analise mostrou que mRNAs relacionados a processos
relacionados tanto com a divisdo, como ciclo celular e quanto & cromatina sdo
enriquecidos em células RSK1%° ¢ DKO, mas ndo em células RSK2"° (Figuras 30A,
C e E). Assim, a presen¢a de RSK1, mas ndo RSK2, seria importante na regulagdo
dessas fungdes. O tratamento com Torinl (Figuras 30B, D e F) reprimiu processos

relacionados a cadeia de transporte de elétrons apenas quando da auséncia de RSK1.
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Figura 30 - Processos bioldgicos reprimidos devido a perda de isoformas de RSK,

relativo as células WT. GOstats foi utilizado para determinar os processos bioldgicos associados
a repressao dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparagdes/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
nimero de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em

cinza indicam os processos que sdo modulados na presenga de ambos DMSO ¢ Torinl no mesmo tipo

celular.



A andlise das comparagdes de DKO R

91

SK1 (relevancia de RSK2 ao processo)

e DKO RSK2 (relevancia de RSK1 ao processo) (“Contrastes 4 e 5), apresentada

na Figura 31 confirma que RSK1, mas ndo RSK2, ¢ importante para divisdo e ciclo

celular. Dessa forma, RSK1 sozinho seria suficiente para regular esses processos,

mesmo quando a via de mTOR esta ativada (Figura 31A e B).
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Figura 31 - Processos biologicos reprimidos devido a perda de isoformas de RSK,

relativo as células nocaute individuais. GOstats foi utilizado para determinar os processos

bioldgicos associados a repressdo dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparacdes/contrastes: (A)
DKO RSK2 D; (B) DKO RSK2 T; (C) DKO RSK1 D e (D) DKO RSKI1 T.

O namero de mRNAs regulados em cada processo ¢ mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em

cinza indicam os processos que sdo modulados na presenga de ambos DMSO ¢ Torinl no mesmo tipo

celular.
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Paradoxalmente, nossos resultados indicam que o tratamento com Torinl
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 RSK1%° e
DKO tratadas com Torinl esta associada ao enriquecimento de mRNAs associados a
divisdo e ciclo celular (Figura 32B e D), processos que, como vimos nas Figura 30,
sao regulados negativamente nas comparagdes RSK1 WT D e DKO WT D
(Figuras 30A e E). Esses achados, aparentemente controversos, estdo relacionados a
complexa regulacdo de alguns mRNAs como, por exemplo, dos que codificam
histonas. A tradu¢do de mRNAs de histonas ¢ resistente ao tratamento com Torinl,
significando que a inibicdo de mTORCI1 ndo afeta sua tradugdo. Isso sugere outro
mecanismo de regulacdo traducional, que ndo envolve mTORCI1. No caso de nossos
resultados, encontramos que RSKI1, na presenga de Torinl, estaria relacionada a
repressao de mRNAs associados a divisdo e ao ciclo celular (Figuras 32B e D). Dado
como exemplo a regulacgdo de mRNAs de histonas, ¢ possivel que RSKI1 esteja
envolvido nesse outro mecanismo de regulagdo traducional, relacionado a tradugdo
desse conjunto de mRNAs. Reforgando isso, encontramos que RSK1, na presenca da
via de mTOR ativada (Figuras 30A e E) ¢ capaz de manter a tradugdo de mRNAs
relacionados a divisao e ciclo celular. Assim, RSK1 funcionaria como um repressor
da traducdo desses mRNAs, quando existe inativacio de mTORCI1 e como ativador
da tradugdo dos mesmos, na presenca da via de mTOR ativada, funcionando, dessa
forma, em outro mecanismo de regulagdo, independente de mTORCI. Por outro
lado, encontramos que a isoforma RSK2 esta associada com o enriquecimento de
mRNAs associados a processos de desenvolvimento vascular, estando, assim,
funcionando como um repressor da traducdo 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 biologicos enriquecidos devido ao tratamento com Torinl.
GOstats foi utilizado para determinar os processos bioldgicos associados ao enriquecimento dos
mRNAs traduzidos nas seguintes comparagdes/contrastes: (A) WT_TD; (B) RSKI1 TD; (C)
RSK2 TD e (D) DKO_TD. O nimero de mRNAs regulados em cada processo ¢ mostrado ao lado da

respectiva barra.

De maneira interessante, a perda de RSKs estd associada ao enriquecimento
de mRNAS associados a processos como adesdo celular, migragdo 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 bioldgicos enriquecidos devido a perda de isoformas de RSK,

relativo as células WT. GOstats foi utilizado para determinar os processos bioldgicos associados

ao enriquecimento dos mRNAs traduzidos nas seguintes comparagdes/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
nimero de mRNAs regulados em cada processo é mostrado ao lado da respectiva barra. Barras em

cinza indicam os processos que sdo modulados na presenga de ambos DMSO e Torinl no mesmo tipo

celular.
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Figura 34 - Processos biologicos enriquecidos devido a perda de isoformas de RSK,
relativo as células nocaute individuais. GOstats foi utilizado para determinar os processos

biologicos  associados mRNAs
comparagdes/contrastes: (A) DKO RSK2 D; (B) DKO RSK2 T; (C) DKO RSK1 D e (D)
DKO RSK1 T. O niimero de mRNAs regulados em cada processo ¢ mostrado ao lado da respectiva

ao  enriquecimento  dos traduzidos nas  seguintes

barra. Barras em cinza indicam os processos que sao modulados na presenga de ambos DMSO e

Torinl no mesmo tipo celular.

Dentre os principais processos biologicos alterados nos diferentes contrastes

analisados (Figura 35), citamos os processos envolvendo interagdes entre DNA e

proteinas, bem como divisao celular (Figura 35B).
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Figura 35 - Resumo da regulagdo dos processos biologicos dentre os diferentes

contrastes/comparacdes. O enriquecimento dos processos biologicos (BP) foi determinado a

partir da expressdo diferencial de mRNAs traduzidos (polissomais) dentre os contrastes. Foram
inclusos apenas processos biologicos compartilhados por ao menos dois contrastes/comparagdes. (A)
Reprimidos em BP (verde); (B) BP ativados ou reprimidos em diferentes contrastes/comparagdes (em

verde, reprimido; em vermelho, ativado; amarelo, ativado e reprimido no mesmo

contraste/comparacao) e (C) BP Ativado (vermelho).
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4.7.4 Determinacio de Formas de Regulacdo que Resultam em Mudancas dos
mRNAs traduzidos

O pacote anota2seq permite a analise da expressdo génica diferencial e
classificagdo desses genes em modulos regulatorios (OERTLIN et al. 2018). Assim,
mRNA polissomal (ou mRNAs eficientemente traduzidos) pode ser classificado em
tradu¢ao (em que a mudanga de mRNAs polissomais ¢ mais importante do que a
correspondente mudanca na transcricdo) ou em abundancia (em que transcri¢do e
traducdo contribuem em niveis comparaveis para a expressao genica). Por sua vez,
mRNA total (ou mRNAs que sdo transcritos) podem ser classificados em abundancia
ou em buffering (“tamponamento”), em que mudangas na transcrigdo ndo resultam
em mudancas nos niveis de mRNAs traduzidos, o que implica em uma
correspondente modulagao nas taxas de traducao.

Células RSK1%° tratadas com Torinl mostraram um numero de mRNAs
regulados negativamente pela tradugdo em uma propor¢ao maior do que o dobro
daqueles regulados negativamente em células WT (mostrado em verde, nas Figuras
36A e B). Ja nas células RSK2X° ¢ DKO, os efeitos da repressio de mRNAs por
meio da traducio sob tratamento com Torinl é bem inferior ao de RSK1*°
(mostrado em verde, nas Figuras 36C e D). Dessa forma, tem-se que a isoforma

RSK1 seria necessaria a regulacdo da tradu¢do desses mRNAs.
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Figura 36 - Classificagdo dos mRNAs diferencialmente expressos devido ao

tratamento com Torinl nos modulos regulatorios. Foi utilizado o algoritmo Anota2seq para

classificar os dados do translatoma nos moédulos regulatorios. (A) WT_TD; (B) RSK1 _TD; (C)
RSK2 TD e (D) DKO_TD.

A seguir, analisamos os efeitos da delecao das isoformas de RSK. Em células
nocaute tratadas com DMSO, a perda concomitante de ambas as isoformas resulta na
repressao, mediada pela tradugdo, 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 redu¢do em mRNAs reprimidos por abundancia, quando
comparadas a perda das isoformas individuais, o que refor¢a o possivel papel das

RSKs como importantes mediadoras da regulacao da expressdo génica. O nimero de
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mRNAs regulados negativamente pela tradu¢io em células RSK1%° tratadas com
Torinl 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 tradugdo quando mTOR
estd inativo (comparar Figuras 37A e D). O mesmo nao foi observado para células
RSK2%°, comparando as Figuras 37B e E. Células DKO tratadas com Torinl
mostraram uma diminui¢ao da expressao de mRNAs tanto por traducao, como por
abundancia em comparagdo com células selvagens tratadas com Torinl, em niveis
semelhantes aos observados com DMSO (Figura 37F), reiterando a importancia das
RSKs na regulagdo da sintese de proteinas. A analise dos efeitos das isoformas
individuais de RSK por meio da comparacdo entre os contrastes DKO/RSK2XC
(relevancia de RSK1) e DKO/RSK1*® (relevancia de RSK2) confirma que RSKI ¢
necessaria para a regulagdo da traducdo de mais mRNAs do que RSK2,

principalmente quando mTORCI se encontra inativado (comparar Figuras 38A ¢ B
com 38C e D).
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Figura 37 - Classificagdo dos mRNAs diferencialmente expressos devido a perda
das isoformas de RSK, relativo a WT, nos modulos regulatorios. O algoritmo Anota2seq

foi utilizado para classificar os dados do translatoma nos modulos regulatorios. (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 - Classificagdo dos mRNAs diferencialmente expressos devido a perda

das isoformas de RSK, relativo aos nocautes individuais, nos médulos regulatorios. O

algoritmo Anota2seq foi utilizado para classificar os dados do translatoma nos modulos regulatorios.
(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 RSKI1 T (avalia o
efeito da perda de RSK2).

4.7.5 Definicio de modulos de Regulacio da Expressio Genica Dependente
das Isoformas de RSK

Em seguida, classificamos os mRNAs cuja expressdo se modificou nas
células nocaute em modulos baseados nas comparagdes dos Contrastes. Para os
mRNAs que foram regulados negativamente (downregulation ou reprimidos) pela
traducdo, observamos que a grande maioria ¢ sensivel a perda de RSK1 na presenca
de Torinl. Na Figura 39A, encontramos que os quatro primeiros modulos (linhas

horizontais), que compreendem 1176 mRNAs foram: 1) RSK1 WT T, 2)
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RSK1 TD, 3) RSK1I WT T e RSK1 TD e 4) DKO RSK2 T. Em relagdo aos
mRNAs regulados negativamente pela abundancia, os modulos que contém mais
mRNAs regulados incluem células DKO e, especialmente, comparagdes entre
tratamento com Torinl versus DMSO, como mostrado na Figura 39B. Para
exemplificar, na Figura 39B, o quarto modulo € representado pelas comparagdes de
quatro tipos celulares tratados com Torinl, que indica que esses mRNAs sdo
regulados essencialmente por mTOR e ndo por RSK. Em relagdo aos modulos que
contém mRNAs ativados (upregulation) pela tradugdo, os mesmos sdo enriquecidos
nos contrastes que consideram o tratamento com Torinl versus DMSO e, de forma
marcante, 0 modulo com mais mRNAs ¢ RSK2 TD (Figura 39C), o que indica que
perder RSK2 traz consequéncias diferentes de perder RSK1 (comparar com Figura
39A). Nesse caso, isso significaria que RSK2 tem efeitos associados a repressao da
traducdo de mRNAs, enquanto RSK1 tem efeitos associados a ativacdo de outros
mRNAs. De maneira interessante, a comparacdo WT TD, mas ndo as RSK1 TD,
RSK2 TD ou DKO TD conttm o maior numero de mRNAs regulados

positivamente por abundancia (Figura 39D).
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Figura 39 - Defini¢do dos mddulos de expressdo génica dependente das isoformas

de RSK. Um mRNA ¢ classificado em um modulo com base nos contrastes/comparacdes nas quais é
regulado e nos moddulos regulatorios que medeiam essa regulagdo. (A) Regulagdo negativa
(downregulation) por tradugdo; (B) regulacdo negativa (downregulation) por abundancia; (C)
regulagdo positiva (upregulation) por tradu¢io e (D) regulagdo positiva (upregulation) por
abundancia. Os modulos foram ordenados de acordo com o niimero de mRNAs que os compoem. Os
graficos mostram os 40 primeiros modulos. O numero de mRNAs que os compdem estdo indicados a

esquerda.
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4.7.6 Familia de Genes sdo Enriquecidas em Mddulos Regulatorios Especificos

Os moédulos regulatorios foram verificados com base em familias de genes
conhecidas. Proteinas ribossomais sdo codificadas por mRNAs que s3o regulados
traducionalmente por mTORCI1 e possuem, em sua maioria, motivo 5’TOP. Nas
nossas analises, constatamos que a maioria desses mRNAs sdo regulados
negativamente (downregulation) pela tradugdo em células RSK1X© tratadas com
Torinl (segundo modulo da Figura 39A - RSK1 TD), enquanto apenas uma fracdo ¢
sensivel a Torinl em células WT e RSK2*? (Figura 40A). Isso sugere que RSK1
estaria estimulando a tradugdo de TOP mRNAs em condi¢des em que mTORC] esta
inativo, sugerindo um mecanismo de resisténcia isoforma-especifico.

O efeito de RSK1 nos mRNAs que codificam proteinas ribossomais nao foi
observado para mRNAs que codificam proteinas ribossomais mitocondriais, como
mostrado na Figura 40B. Também observamos que um grupo de mRNAs que
codifica a familia de proteinas de choque térmico (HSPs) ¢ regulado por abundancia
de maneira dependente de mTORCI e independente de RSK, visto que todos os tipos
celulares sdo sensiveis ao tratamento com Torinl (Figura 40C). Um dos mais
inesperados achados desse estudo estd relacionado a regulagdo de mRNAs que
codificam histonas. Observamos que a expressdao desses mRNAs ¢ claramente
dependente de RSKI1, mesmo quando mTORCI estd inativado. De forma
interessante, a expressao de proteina que se liga ao motivo stem-loop de mRNAs de
histonas (SLBP) e ¢ responsavel por coordenar a biossintese de histonas e o ciclo
celular (MARZLUFF et al. 2008) esta reduzida na comparacio DKO WT T.
Surpreendentemente, vimos que a expressdo de diversos mRNAs que codificam
histonas ¢ regulada positivamente (upregulation) sob tratamento com Torinl, apenas
na presenca de RSK1 (Figura 40D), refor¢ando os achados das Figuras 30 e 32, além
de sugerir que, de fato, RSK1 estaria mediando a traducdo desses mRNAs de

maneira independente de mTORCI.
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Figura 40 - Analise das familias de genes nos modulos regulatorios relacionados a

RSK. Familias de genes, definidas pelo HGNC, foram analisadas de acordo com suas regulagdes nos

contrastes. Para as seguintes familias: (A) proteinas ribossomais; (B) proteinas ribossomais
mitocontriais e (C) proteinas de choque térmico (o gene relacionado STIP1 foi incluso), todos os
mRNAs que s@o regulados negativamente em ao menos um contraste/comparacdo foram inclusos.
Para a familia de histonas (D), os mRNAs regulados positiva (upregulation) e negativamente

(downregulation) nos contrastes/comparagdes foram inclusos.

48 O PAPEL DE RSK NA PROLIFERACAO DAS CELULAS
NOCAUTE

Neste trabalho, também buscamos avaliar a proliferacao celular das células
nocautes para RSKs. Os resultados da translatomica indicaram que a perda de RSK1
estava associada com uma menor expressao de genes relacionados com ciclo celular.
Além disso, visto que RSKs podem controlar a proliferagdo celular de maneira
indireta (por meio da modulacao de fatores de transcri¢ao) ou direta, investigamos os
efeitos da perda das diferentes isoformas das RSKs em relacdo a proliferagao celular,
medindo a incorporagdo de BrdU. Tendo em vista o possivel envolvimento da
regulagdo pelas RSKs da via de mTORCI1, usamos Torinl para determinar os efeitos
dependentes e independentes dessa regulagdo. A auséncia das isoformas RSKI,
RSK2 e o duplo nocaute nao alterou significativamente a proliferagao celular (Figura
41). Observamos uma tendéncia para menor proliferagdo das células nocaute, que,
contudo, ndo foram estatisticamente significativas. A falta de significancia obtida
esta relacionada, presumivelmente, ao numero insuficiente de experimentos
realizados. De maneira interessante, no trabalho de dissertagdo de Soares (2016), foi
observado que o crescimento de células selvagens era maior do que o das células
nocaute de RSK apds o sexto dia de crescimento. Assim, de forma complementar
aquele estudo, nossos dados reforcam a possivel existéncia de uma deficiéncia na

proliferacdo das células noucaute de RSK.
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Figura 41 - Ensaio de proliferacdo nas células LN-18 nocautes para as RSKs. Os
valores de absorbancia obtidos foram relativizados para as células WT incubadas com veiculo (DMSO)
e SFB. O grafico representa a media + SEM de ao menos 3 experimentos por condigdo. Nao
observamos diferengas significativas entre as células WT e as células nocautes para as diferentes

condigdes.
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5 DISCUSSAO

Devido a necessidade iminente de se fornecer um tratamento individualizado
aos pacientes com GBMs, diversos estudos buscaram caracterizar esses tumores a
nivel celular e molecular. Nesse sentido, sdo desenvolvidos inimeros trabalhos, que
visam a compreensao da biologia tumoral de GBMs e estudos clinicos, que buscam a
incorporagdao dos achados biologicos em novas abordagens terapéuticas. Somado a
1ss0, as analises provenientes dos dados do TCGA e de outras analises de larga escala
demonstraram que GBMs sdo tumores altamente heterogéneos a nivel molecular e
podem ser subclassificados em diferentes entidades bioldgicas, de acordo com as
alteragdes moleculares relacionadas a tumorigénese e progressdao tumoral. No
entanto, apesar de todos esses esforcos, até o momento, muito pouco foi levado para
a clinica e aos pacientes, tanto no que se refere a determinacao de fatores preditivos
solidos que melhorassem o processo de tratamento, como na propria definicdo de
novos tratamentos. Assim, a linha de tratamento padrdo dos pacientes com GBM
permanece a mesma.

A desregulacdo de diversas vias de transducdo de sinal em GBMs sugere que
a utilizagdo de inibidores de quinases tem potencial para o tratamento da doenga.
Contudo, o insucesso do tratamento com Everolimus (analogo da rapamicina), droga
que inibe mMTORCI1, em ensaios clinicos de fase II, como “NCCTG NO057K” e “NRG
Oncology RTOG 0913” (publicado por CHINNAIYAN et al. 2018) mostrou o
contrario. A falha da utilizagdo de drogas como o Everolimus se deve,
principalmente, a mecanismos de resisténcia que as células adquirem ao tratamento.
Uma vez que as RSKs possuem uma posicdo estratégica entre as vias Ras/ERK e
mTORCI1, essa familia de quinases poderia estar envolvida na mediagdo de
mecanismos de resisténcia 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 sdo escassos € devem ser interpretados com cautela, ja
que ndo utilizam modelos ideais para estabelecer fungdes especificas 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 fosforilagdo de RSK1 no
residuo Thr359/Ser363 ¢ maior no grupo mesenquimal em relagdo ao proneural
(BRENNAN et al. 2013). Contudo, dados dos nossos estudos indicam que deve-se
tomar cuidado com a interpretacio de experimentos nos quais sdo utilizados
anticorpos que detectam as RSK, visto que a alta homologia entre as isoformas
dificulta a correta interpretagdo dos achados. Ja no estudo de SULZMAIER et al.
(2016), no qual foi descrito o envolvimento de RSK2 nos processos de migracdo e
invasdo, foi utilizado o inibidor de RSK nio especifico BI-D1870 (ROFFE et al.
2015). Além disso, o estudo mencionado tenta demonstrar efeitos isoforma-
especificos através do silenciamento das isoformas RSK1, RSK3 e RSK4. No
entanto, na linhagem celular escolhida, os niveis dessas 3 isoformas mostram-se
extremamente baixos ou indetectaveis, quando comparados a otras células utilizadas
no mesmo estudo. Dessa maneira, esses resultados adicionam mais confusido na
literatura relacionada com as RSKs.

Dados prévios do nosso grupo mostram que existe uma grande variabilidade
nos niveis de RSKs em linhagens celulares de GBM, o que sugere a necessidade de
determinar no que essas diferencas implicariam as células tumorais. Dado que a via
de mTORCI1 ¢ uma das principais reguladoras da traducdo de mRNA e o papel das
RSK nesse processo ndo ¢ bem estabelecido em GBM, esse estudo focou na
determinagdo do impacto da deplegdo das isoformas RSK1 e RSK2 para a regulagdo
da sintese de proteinas relevantes ao desenvolvimento e manutengdo tumoral na
auséncia de sinalizacdo via mTOR. O fato das isoformas RSK3 ¢ RSK4 estarem
praticamente ausentes nas linhagens celulares de GBM estudadas foi fundamental
para obter células que ndo expressam membros da familia das RSKs (células DKO).

As vias Ras/ERK e PI3K/AKT/mTORCI1 possuem uma relagdo bastante
intima, na qual, em geral, inibidores de uma via ativam a outra através de um
mecanismo de ativacdo cruzada (MENDOZA et al. 2011). Além dos mecanismos
regulatorios de ativacdo e inibi¢do cruzados, as vias podem convergir em termos de
substratos ¢ processos que regulam. Essas formas de crosstalk entre as vias estdo
associadas as falhas nas terapias com rapalogos, por exemplo (GRZMIL e
HEMMINGS 2013). De maneira curiosa, neste estudo vimos que o tratamento com

Torinl induziu regulag¢do positiva de mRNAs associados a processos relacionados a
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cascata das MAPK (regulacao e ativacao, Figura 32A), apenas em células WT. Visto
que nao 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 regulagdo do feedback negativo da via das MAPK por
meio da fosforilagdo SOS em dois sitios (a saber, Ser1134 e Ser1161) e consequente
recrutamento de 14-3-3 (DOUVILLE e DOWNWARD 1997; SAHA et al. 2012).
Em relacdo a convergéncia das vias em direcdo a regulacdo da sintese de
proteinas, um potencial elo ocorreria a partir da fosforilagao de tuberina (TSC2) no
residuo Ser1798 por RSK (Figura 3). Nossos achados mostram que, de maneira
relevante, a fosforilagdo de TSC2 depende, principalmente, da isoforma RSKI.
Contudo, essa fosforilagdo ndo afeta proteinas efetoras da via, como rpS6 e 4E-BP1
(Figura 19). Isso indicaria que o crosstalk entre as vias ndo se da por intermédio
dessa fosforilagdo e reforca a relevancia de buscar compreender como ocorre a
regulacdo entre as mesmas no que diz respeito a regulacdo da tradugdo. Por outro
lado, de maneira interessante, a fosforilagao do fator de inicio da traducao elF4B em
Ser422, que pode ser mediada tanto por RSK como pelo eixo mTORCI1/S6K, teve
sua ativagdo praticamente eliminada nas células RSK1/2°%° (Figura 20). Esse achado
se soma aos do estudo de ROFFE et al. (2015), no qual foi observado que a
fosforilacdo de elF4B em Ser422 ¢ resistente ao tratamento com o inibidor de
mTORCI, rapamicina. Isso sugere que a atividade de elF4B ¢ dependente de RSK
nas cé€lulas que tem alta expressao de RSKI, ou seja, sugerimos que o eixo
ERK/RSK seja mais importante que mTORC1/S6K para a ativacdo de elF4B nas
células LN-18. Esse achado ¢ bastante relevante, ja que a defini¢do de qual eixo seria
mais importante para a ativacao de e[F4B ndo ¢ bem estabelecida na literatura (VAN
GORP et al. 2009). Além disso, nossos achados estdo de acordo com os trabalhos
que reportam diferentes sensibilidades a fosforilagdo de elF4B em diferentes tipos
celulares, quando mTORCI1 ¢ inibido (CEN et al. 2014; DEGEN et al. 2013). Isso ¢
interessante, tendo em vista que a regulacao da tradugdo de diferentes mRNAs pode
ocorrer em diferentes niveis (Figura 6). Por exemplo, mRNAs com regides 5> UTR
complexas e longas, requerem maior atividade helicasica de eIF4A e,

consequentemente, de acordo com nossos achados, da fosforilacdo de elF4B 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 resisténcia
a inibicdo de mTORCI. Nesse caso, portanto, existe a possibilidade de que parte da
resisténcia ocorra por meio da regulacdo da traducdo de mRNAs com regides 5 UTR
complexas e longas de forma dependente de e[F4B e independente de mTORCI.

Visto que RSKs estdo envolvidas na regulacdo da sintese de proteinas,
investigamos qual seria a contribuicdo das mesmas na regulacdo da traducdo de
mRNAs de forma dependente ou independente da via de mTORCI, por meio da
translatomica das células nocaute. Dado que o inibidor catalitico de mTOR, Torinl,
afeta a sintese 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 utilizagdo de Torinl nos nossos estudos. De maneira interessante,
apesar de inibir ambos os complexos de mTOR (mTORC1 e mTORC?2), os efeitos de
Torinl nesses processos sao independentes de mTORC2 (THOREEN et al. 2009).
Assim, os efeitos de Torinl sdo causados principalmente pela inibi¢cao das fungdes de
mTORCI1 nos processos de traducdo de mRNAs dependentes de cap e de autofagia
(consideradas, pela literatura, como sendo fungdes de mTORCI resistentes a
rapamicina) (THOREEN et al. 2009).

Uma vez que mTOR modula a sintese de proteinas tanto de forma global,
como por meio da traducdo de transcritos especificos, buscamos compreender a que
nivel a auséncia das RSKs, juntamente com a inibi¢do de mTOR afetaria a tradugao.
Assim, obtivemos os perfis polissomais das cé€lulas aplicando a técnica de gradiente
ndo linear, que otimiza etapas posteriores, como a extragdo de mRNA polissomal, e
torna mais eficiente a quantificagdo e identificacdo dos transcritos. Observamos que a
auséncia das RSKs nas células RSK1/2°° mostra uma deficiéncia da sintese proteica
de forma global, sendo que essa deficiéncia ¢ ainda mais evidenciada sob o tratamento
com Torinl (Figura 24G). Isso nos leva a sugerir que, de forma importante, as RSKs
podem estar envolvidas na diminui¢do nos niveis de traducdo de formas dependente e
independente de mTOR.

Por meio da analise dos dados obtidos de microarranjos, percebemos,
inicialmente, por meio da andlise de componentes principais, que a perda de ambas

isoformas de RSK impacta fortemente no transcriptoma e translatoma de células LN-
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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 inativagio de mTORC]1 nas células RSK1%°
promove a diminuicao da tradug@o de aproximadamente 1500 mRNAs, no entanto, em
células WT e RSK2*°, a Torinl nio demonstrou o mesmo efeito, sugerindo que
RSK1 seria responsavel por manter a tradugao desses ~1500 mRNAs, mesmo quando
mTORCI estd inativo (comparar Figuras 27D e E). Em todo o caso, ¢ importante
mencionar que em um estudo prévio do grupo (dados ndo publicados), foi
demonstrado que a linhagem LN-18 possui niveis proteicos de RSKI1 trés vezes
maiores do que de RSK2 (Figura 42). Essa observagdo ¢ relevante, pois pode estar
relacionada aos efeitos observados da deplecdo das RSKs nessa linhagem. Dessa
forma, os altos niveis existentes de RSKI1 poderiam indicar que essa isoforma
desempenhe fungdes importantes em LN-18. Somado a isso, de maneira relevante,
confirmamos que a deplecdo de RSK1, de RSK2 e de ambas as isoformas evidencia
fungdes importantes e nao redundantes das mesmas. Podemos citar como exemplo os
efeitos sobre a modulagdo da regulacio de mRNAs por RSK1 e RSK2. No caso de
RSK2, a isoforma parece ser mais importante na repressdo da tradugdo de grupos de
mRNAs, sendo que RSK1 ndo tem esse mesmo efeito (Figuras 28H - J). Isso € visto,
por exemplo, no caso da regulagdo 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 - Quantificagdo dos niveis das RSKs em linhagens comerciais de GBM.
Para estimar a quantidade de cada uma das RSKs expressas em células de GBM (RSK3 e RSK4 nao
sdo detectadas), RSK1 e RSK2 foram imunoprecipitadas de extratos de células LN-18 e as proteinas
immunoprecipitadas foram corridas num SDS-PAGE com posterior coragdo por prata para estabelecer
a quantidade relativa de moléculas de RSK2 em relagio a RSKI. (A) esquema do desenho
experimental. (B) IP de RSKI1 e (C) RSK2. As percentagens de RSK que permaneceram no
sobrenadante (SN) foram usadas para corrigir os niveis de RSKs. (D) Gel corado com prata
demonstrando a quantidade das isoformas immunoprecipitadas. (E) quantificacdo das isoformas
immunoprecipitadas apds a corregdo pela proteina que permaneceu no SN. (F) Estimacdo 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 funcdes isoforma-especifica de
RSKs e das diferencas funcionais dos papéis das isoformas em diferentes tumores, a
literatura reporta sobre o papel das RSKs na mediagdo do controle do ciclo celular
(CLARK et al. 2005; BIGNONE et al. 2007; CHO et al. 2007). Em modelo de cancer
de mama triplo-negativo (TNBC), foi proposto que a tradu¢do de mRNAs envolvidos

no ciclo celular ocorresse por meio da regulacdo negativa de PDCD4 por RSK e
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consequente modulagdo de elF4F (CUESTA e HOLZ 2016). Nossos resultados

mostram que processos relacionados tanto com a divisao como ciclo celular sdao

1 KO 2KO

regulados negativamente em células RSK e DKO, mas ndo em células RSK
(Figuras 30B, D e F), o que indica fortemente que RSK1, mas ndo RSK2 regule essas
funcdes através da tradugdo de mRNAs, que dependem da atividade de mTORCI e
também daqueles que sao independentes. (Figura 30A e B). Paradoxalmente, a
inibi¢do da via de mTOR implica na ativacdo de diferentes mRNAs associados a
divisdo e ciclo celular em células que ndo possuem RSK1 (nos contrastes RSK1 TD e
DKO TD, Figuras 32B e D), o que sugere a existéncia de um modelo complexo de
regulacao desses processos por RSK1 e mTOR. Esse tipo de regulacdo complexa ¢
bem exemplificado no caso da tradu¢do de mRNAs de histonas, de acordo com nossos
resultados. Os mRNAs de histonas ndo possuem cauda poli-A na regido 3’, mas sim
uma sequéncia de 26 nucleotideos que contém um motivo denominado stem-loop de
16 nucleotideos (MARZLUFF 1992; DOMINSKI ¢ MARZLUFF 2007). Essa regido
3> dos mRNAs de histonas ¢ importante para sua localizagdo nos polissomos e os
mRNAs que contém o motivo Stem-loop apresentam a tradug@o tdo eficiente quanto a
dos que possuem cauda poli-A (SUN et al. 1992; GALLIE et al. 1996). A proteina
SLBP, que se liga a esses motivos, ¢ importante para o processamento, exportacao
nuclear, tradu¢cdo e degradacdo de mRNAs de histonas (MARZLUFF e KORESKI
2017) e ¢ fortemente regulada durante o ciclo celular (WHITFIELD et al. 2000).
SLBP atua estimulando a iniciagdo da traducdo por meio da interacdo com elF4GlI, o
que facilita a circularizagdo dos mRNAs e promove a tradu¢do (CAKMAKCI et al.
2008). A literatura reporta que mRNAs que codificam histonas tem a traducdo
resistente ao tratamento com Torinl, o que significa que esses mRNAs utilizam
modos de iniciagdo da traducdo que ndo dependem da atividade de mTOR (MARTIN
et al. 2011; THOREEN et al. 2012). Nossos achados corroboram esses fatos ja que,
como visto na Figura 40D, nota-se que a expressao de mRNAs que codificam histonas
¢ claramente dependente de RSK1, mesmo quando mTORCI estd inativado e que,
além disso, a presenca de RSK 1 medeia a traducdo desses mRNAs em células tratadas
com Torinl.

Outro processo que a literatura aponta ser mediado por RSKs ¢ a migragao

celular (LARA et al. 2011; GAWECKA et al. 2012; ABDULRAHMAN et al. 2016;



114

CUESTA e HOLZ 2016). Nossos resultados apontam que a perda de RSK esta
associada ao enriquecimento de processos como adesdo celular, migracdo e matriz
extracelular (Figuras 33 e 34). Esse resultado estd de acordo com o que diz respeito
ao comportamento proliferativo e invasivo de GBMs. Ensaios in vitro com
astrocitomas mostraram que dada uma populagdo de células tumorais que estdo em
processo de migragdo, a frente de células migratdrias apresentam menores taxas de
proliferacdo, em comparagdo com o centro proliferativo (GIESE et al. 1996, 2003).
Assim, do ponto de vista da biologia das células, dada a correlagdo inversa entre
proliferacao e motilidade, isso € coerente com nossos achados, visto que os efeitos de
RSK sdao importantes no que diz respeito a regulacao ciclo celular. Além disso,
apesar de ndo termos obtido dados estatisticamente significativos em relagdo a
proliferacdo das células nocaute (Figura 41), a proliferacdo das células RSK1%°,
RSK2%° ¢ DKO parece ser menor, comparadas as WT. Cabe pontuar aqui que, de
maneira contrdria aos nossos achados, os estudos realizados in vitro em GBM
reportaram uma possivel fun¢do de RSK2 na diminui¢do da motilidade e invasao,
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 andlise por meio do anota2seq permitiu a
identificagdo de diferencas na eficiéncia traducional dentre as condigdes
experimentais deste estudo. E importante ressaltar que mudancas na eficiéncia
traducional podem ou ndo impactar na alteracao dos niveis proteicos. Assim, podem
existir mRNAs regulados a nivel de abundancia (ou seja, aqueles cujas mudancgas nos
niveis totais e polissomais sdo proporcionais), de eficiéncia traducional que afeta
niveis proteicos (ou seja, aqueles mRNAs que se alteram mais nos polissomos em
relagdo aos totais) e aqueles cujos niveis proteicos nao se alteram independentemente
do nivel de mRNA total, denominado de efeito buffering (ou “tamponamento
traducional”) , que ¢ a situagcdo na qual niveis dos mRNA associados a polissomos
sdo inalterados, apesar das mudangas nos niveis de mRNA total. O “tamponamento
traducional” ¢ um mecanismo que desacopla os niveis de mRNA dos niveis de
proteinas, o que significa, a nivel bioldgico, que a traducio pode ser alterada como

mecanismo compensatorio para manter niveis proteicos constantes quando o nivel 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 mamiferos (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 mantém
homeostase dos niveis proteicos, apesar das mudangas na expressao de mRNA. Isso
estd de acordo com estudos que mostram que os niveis de proteinas, mas ndo de
mRNAs, sdo mais coerentes entre diferentes espécies (SCHRIMPF et al. 2009;
LAURENT et al. 2010). Nossos dados mostram que o mRNA de COX17, que
codifica a proteina cytochrome c¢ oxidase copper chaperone (ou COX17) é regulado
por “tamponamento traducional” nas células tratadas com Torinl e que ndo possuem
RSK. Mais especificamente, a isoforma RSK1 parece ser importante nessa regulagao,
j& que observamos diminui¢do da expressdo de COX17 nos contrastes DKO WT T
(ou seja, em comparagdo as células WT na presenca de Torin) e DKO RSK2 T (ou
seja, indicando o efeito da perda de RSK1 na auséncia de RSK2). COX17 ¢ uma
proteina que compde a cadeia de transporte de elétrons, sendo necessdria a
montagem da enzima citocromo ¢ oxidase (MOIRA GLERUM et al. 1996). De
maneira interessante, estudos utilizando fungos, mostraram que Puf3, uma proteina
que se liga preferencialmente a mRNAs que codificam proteinas mitocondriais,
estimula a poliadenilagdo e degradacio do mRNA de COX17, porém essa
degradagdo ndo foi associada a diminui¢cdo dos niveis proteicos de COX17 (FOX
2012; KERSHAW et al. 2015). Assim, nossos resultados indicam que as RSKs
possam estar envolvidas no mecanismo de manutengdo dos niveis de COX17 nas
células, quando mTORCI esté inativo.

De maneira consistente, nossos dados mostram que as células RSK1*°
tratadas com Torinl apresentam mais mRNAs regulados negativamente pela
tradugdo do que células WT, RSK2X° ¢ DKO (Figuras 36 - 38), o que sugere que
RSK1 induza um mecanismo compensatorio para manter niveis traducionais de
numerosos mRNAs inalterados quando mTORCI] ¢ inibido. Ainda, a explorag¢do dos
dados por meio da definicdo de modulos regulatorios nos permitiu analisar quais
contrastes eram relevantes nas andlises de mRNAs regulados por abundéancia ou

traducdo. Dessa forma, confirmamos que a grande maioria dos mRNAs regulados
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negativamente pela traducdo ¢, de fato, sensivel a perda de RSK1 quando a via de
mTOR esta inibida (Figura 39A), ou seja, sao modulados por RSK1. Por outro lado,
a perda de RSK2 mostrou efeitos diferentes (Figura 39C). Nas células RSK25° com
inativagdo de mTOR, observam-se mRNAs regulados positivamente a nivel
traducional, ou seja, que sdo mais traduzidos na auséncia de RSK2 (sensiveis a
RSK?2), o que indicaria que RSK2 esteja envolvido em algum mecanismo de inibi¢do
da traducdo desses mRNAs. Esses resultados sdo importantes, pois refor¢am que as
isoformas ndo sdo redundantes e regulam a tradu¢do de mRNAs de formas
diferentes.

Em contrapartida aos mRNAs que codificam a familia das HSP que sao
regulados por abundancia estd o mRNA de HSPB1 (ou HSP27) (Figura 40C). Nossos
dados mostram que o mRNA de HSPBL1 ¢ regulado negativamente por tradu¢io nos
contrastes que envolvem células DKO e inibicio de mTOR. HSPB1 codifica a
proteina HSP 27, responsavel por regular dindmica da actina e ¢ encontrada
superexpressa em diversos canceres (MIRON et al. 1991; ZHANG et al. 2007). HSP
27 tem a atividade regulada pela fosforilagdo em diversos sitios, sendo que essas
fosforilagdes se correlacionam com migragdo e invasao tumoral (SHIN et al. 2005).
Em linhagens de carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo, foi visto que
a fosforilagdo de HSP 27 por RSK2 confere as células um fenétipo invasivo, por
meio da estabilizacdo de filamentos de actina (KANG et al. 2010). Assim, além da
possibilidade de RSKs regularem a atividade de HSP 27 através de sua fosforilagao,
a modulacao da tradugdo de HSPB1 em si parece ser dependente de RSK, em LN-18.

Interessantemente, processos que envolvem proteinas ribossomais, como
“iniciacdo da tradu¢do”, foram encontrados enriquecidos em células RSK1%° na
presenca de Torinl (Figura 29B). A posterior andlise dos modulos regulatorios
mostrou que, de fato, em condi¢cdes de deplegdo de RSKI1 na presenga de Torinl
(inativacdo de mTOR), foram encontrados reduzidos diversos mRNAs que
apresentam na regido 5’UTR o motivo definido pela presenca de uma sequéncia de
oligopirimidinas na regido 5’ terminal (TOP), dentre os quais se encontram proteinas
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 RSK25°, o que
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indica fortemente que nas células LN-18, RSK1, mas ndo RSK2, pode regular 5’TOP
mRNA quando mTORCI esta inativado, o que ¢ uma observacao inesperada, inédita
e muito importante do ponto de vista de controle da traducdo. mRNAs de RPs sdo
altamente transcritos em organismos eucariotos, sendo a tradu¢do dos mesmos
fortemente regulada, a fim de se minimizarem gastos energéticos desnecessarios. A
presenca do motivo TOP na maioria desses mRNAs atua como um mecanismo
regulatorio em cis que controla sua traducdo de forma co-regulada que garante a
estequiometria do processo traducional. A via de mTORCI1 j& foi amplamente
descrita na literatura por regular a tradu¢do de RP mRNAs (HSIEH et al. 2012;
FONSECA et al. 2014). Curiosamente, apesar do controle traducional exercido pelos
alvos de mTORCI, 4E-BPs e S6Ks, essas proteinas ndo sdo suficientes para a
regulagdo direta dos TOP mRNAs, sendo o alvo recentemente descrito de mTORCI,
LARPI1, o principal candidato a ser a responsavel pela modulag¢do da tradugdo dos
mesmos (FONSECA et al. 2015; PHILIPPE et al. 2018).

A compreensdao do modelo da regulacdo da traducdo de TOP mRNAs por
LARP1 ¢ complexa e relevante ao nosso estudo. Alguns estudos recentes relacionam
a proteina LARP1 com o controle da tradu¢do de TOP mRNAs, bem como a
estabilidade dos mesmos. No trabalho de TCHERKEZIAN et al. (2014), os autores
encontram que LARP1 ¢ recrutada aos mRNAs por meio de interagdes com fatores
de traducdo, incluindo PABP, e argumentam que LARP1 estimula positivamente a
sintese proteica global e a traducdo de TOP mRNAs. Ja o trabalho de Fonseca et al.
(2015), na direcao oposta, propde que LARP1 reconhece a regido 5° de TOP mRNAs
e reprime sua tradugdo por impedir a formacao do complexo elF4F (FONSECA et al.
2015). O racional que justifica os achados controversos dos estudos pode ser
justificado pelas condi¢des experimentais utilizadas em cada um deles. Assim, na
situagao em que mTORCI1 estd ativado (TCHERKEZIAN et al. 2014), TOP mRNAs
sdo, presumivelmente, traduzidos de forma méxima e, nessas condicdes LARP1
fosforilado e inativo deixa de competir com elF4E pela unido dos mRNAs.
Diferentemente da condigdo de inibicdo de mTORCI, nas quais a fungdo regulatéria
de LARPI se tornaria imediatamente visivel, a perda de LARP1 teria apenas efeitos
minimos nas taxas de traducao de TOP mRNAs. Dessa maneira, a fun¢ao de LARP1

na regulagdo positiva da tradu¢cdo de TOP mRNAs observada por TCHERKEZIAN
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et al. (2014) pode ser resultante da maior estabilidade deles, de forma dependente de
LARPI. Ja o outro modelo (FONSECA et al. 2015), proposto quando existe inibi¢cao
de mTORCI, depende do reconhecimento por LARPI tanto do motivo 5° TOP,
como da regido 5° m7Gppp cap e tem inicio com o rompimento da interacdo de
elF4F com a terminagdes 5° do mRNA e subsequente recrutamento de LARP1, que
resulta na repressao da traducdo de TOP mRNAs. Uma vez que nossos dados
apontam para o fato de RSKI1 estar relacionado a mediacdo da resisténcia ao
tratamento com Torinl e tendo em vista a resisténcia dos TOP mRNAs ao tratamento
com Torinl em células DKO, temos indicios da existéncia de um mecanismo
diferente de regulagdo de TOP mRNAs. Esse mecanismo seria dependente de um
regulador negativo de sua tradugdo, que deve ser inibido por RSK1 e/ou mTORCI1 e
que estd agindo em células DKO, as quais ndo demonstram uma inibi¢do
consideravel de TOP mRNAs. Um modelo que propomos para isso inclui a presenca
de um inibidor da tradugdo dos 5’TOP mRNA, que tem que ser inibido por RSK1, e
que nas células DKO ¢ perdido, desreprimindo a tradu¢do desses mRNAs numa
maneira independente de RSK1. O papel de LARP1, como descrito acima, encaixa-
se nesse papel e € um potencial candidato para executar essa fun¢do. LARP1 ¢ uma
proteina grande com varios sitios que podem ser fosforilados, sendo que alguns deles
tem uma sequéncia 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 informagdes que
obtivemos que ndo estdo contidas apenas na analise dos mRNAs transcritos (mRNA
total), mas sim na de mRNAs eficientemente traduzidos, ou seja, seria perdida caso a

analise tivesse sido realizada por transcriptomica.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho permitiu inferir algumas fungdes especificas das RSKs na
linhagem LN-18. A isoforma RSKI1 parece ser responsavel pela fosforilagdo de
TSC2 no residuo Ser1798, no entanto, a maior quantidade de RSK1 que de RSK2
pode explicar essa observacdo. O eixo Ras/ERK/RSKs, nessa linhagem, ¢ mais
importante que PI3K/AKT/mTORCI1 para a fosforilagio de elF4B no residuo
Ser422. De forma relevante, por meio da andlise de mRNAs diferencialmente
traduzidos, mostramos que o controle traducional de mRNAs regulados por
diferentes isoformas de RSKs podem ter papéis importante na regulagdo de eventos
tumorigenicos, como controle do ciclo celular. Importantemente, a isoforma RSK1,
mas ndo RSK2, estaria relacionada a tradu¢do de mRNAs que apresentam o motivo
5> TOP, quando mTORCI1 esta inativado. Esta lltima observacdo nos levou a sugerir
um modelo de resisténcia a inibicdo de mTORCI1, dependente de RSK1 e LARPI.
Desse modo, obtivemos um modelo util para o entendimento das fungdes bioldgicas
da familia das RSKs em GBMs, por meio de estudos sobre o controle traducional.
Assim, este estudo contribuira com a busca de novos alvos moleculares, bem como
com o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas que possam lidar melhor

com eventos de resisténcia.
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