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RESUMO 

 

 

Nunes PBC. O papel de RSK na fosforilação de alvos compartilhados com S6K e no 

controle da tradução de 5’top mRNAS em glioblastomas. [Dissertação]. São Paulo: 

Fundação Antônio Prudente; 2020. 

 

O glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral mais comum e agressivo, com sobrevida média de 

12 a 15 meses após o diagnóstico. Os pacientes são tratados com ressecção cirúrgica, seguida 

por quimiorradioterapia, porém o prognóstico é desfavorável devido à alta propensão para 

recorrência. Algumas classificações para o GBM baseadas em dados de genômica e de 

transcriptômica foram propostas pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA), mas nenhum avanço 

clínico ocorreu de fato. Como os estudos de transcriptômica incluem todos os mRNAs presentes 

em uma célula, inclusive aqueles que não estão sendo traduzidos, eles não refletem 

adequadamente os níveis de proteínas, que são o produto funcional de praticamente todos os 

genes. Por outro lado, o translatoma corresponde apenas aos mRNAs sendo ativamente 

traduzidos e, portanto, representa uma melhor abordagem para entender como o proteoma da 

célula está sendo regulado. Duas importantes vias reguladoras da tradução são 

RTK/PI3K/Akt/mTORC1 e RTK/Ras/ERK, que apresentam alterações em 90% dos casos de 

GBM. De forma interessante, há uma família de proteínas chamada 90 kDa ribosomal protein 

S6 kinase (RSK), que medeia um cross-talk entre essas duas vias. Há quatro isoformas de RSK 

(RSK1-4), que foram relacionadas a diversos processos celulares em outros tipos tumorais, tais 

como crescimento, proliferação, sobrevivência, motilidade e tradução. Em GBMs, o papel das 

RSKs ainda é pouco conhecido. Resultados anteriores do nosso grupo sugeriram a participação 

da isoforma RSK1 na regulação da fosforilação do fator de início da tradução eIF4B quando 

mTORC1 está inativo. Neste trabalho, avaliamos não apenas a fosforilação de eIF4B, mas 

também de rpS6 e eEF2K, todos alvos compartilhados pelas vias PI3K/Akt/mTORC1/S6K e 

Ras/ERK/RSK. Para investigar o papel das RSKs na fosforilação dessas proteínas, foram 

utilizadas linhagens celulares selvagens de GBM com diferentes níveis de RSK1. Os 

experimentos foram conduzidos também em células LN-229 nocautes para RSK1, RSK2 e 

nocaute duplos para RSK1 e RSK2 (DKO) geradas neste trabalho pela técnica de 

CRISPR/Cas9. Nossos resultados confirmam que a fosforilação de eIF4B é mais dependente 

da via Ras/ERK/RSK e indicam que a fosforilação de rpS6 é mais dependente de 



PI3K/Akt/mTORC1/S6K. Além disso, RSK1 é a principal isoforma envolvida na fosforilação 

de eIF4B. Outro ponto a ser investigado era o papel da isoforma RSK1 na tradução de mRNAs 

com sequência 5’TOP,  como observado em resultados anteriores de translatômica, que 

buscaram identificar famílias de mRNAs reguladas pelas RSKs. Através de experimentos de 

perfil polissomal e avaliação da expressão dos mRNAs 5’TOP por RT-qPCR, neste estudo foi 

demonstrado que a isoforma RSK1 é capaz de manter a tradução de mRNAs com sequência 

5’TOP quando mTORC1 está inibido. Nossos resultados revelam funções exercidas por RSK1 

em GBMs e possíveis mecanismos de resistência aos inibidores de mTORC1. 

 

Descritores: Glioblastoma/expressão gênica. Proteínas Quinases S6 Ribossômicas. Biossíntese 

de Proteínas 

  



ABSTRACT 

 

 

Nunes PBC. [The role of RSK in phosphorylation of targets shared with S6K and in 

translational control of 5’TOP mRNAs in glioblastomas]. [Dissertação]. São Paulo: 

Fundação Antônio Prudente; 2020. 

 

Glioblastoma (GBM) is a very aggressive type of brain tumor, with average survival of 12 to 

15 months after diagnosis. Patients are treated with surgical resection followed by 

chemoradiotherapy, but most of them suffer recurrence. Classifications for GBM using 

genomic and transcriptomic data were proposed by TCGA, but without clinically relevant 

benefits. Transcriptome comprises all mRNAs in a cell, whereas the translatome comprises only 

mRNAs being actively translated to produce proteins. Thus, translatome provides information 

that is closer to the tumor proteome. RTK/ PI3K/Akt/mTORC1 and RTK/Ras/ERK regulates 

translation and both of them present with alterations in 90% of GBMs. Importantly, a family of 

proteins called 90 kDa ribosomal protein S6 kinase (RSK), a substrate for ERK1/2, mediates a 

crosstalk between these two pathways. RSK family of proteins comprises four isoforms (RSK1-

4), related to several cellular processes in other types of cancer, such as cell growth, 

proliferation, survival, motility and translation. However, the role of RSKs in GBMs is poorly 

understood. Previous results from our group suggested that RSK controls phosphorylation of 

translation initiation factor eIF4B when mTORC1 is inactive. In this work, we evaluated not 

only eIF4B phosphorylation but also rpS6 and eEF2K because all of them are substrates of both 

PI3K/Akt/mTORC1/S6K and Ras/ERK/RSK. To this, we used GBM cell lines expressing 

different levels of RSK1 and also LN-229 knockout cells for RSK1, RSK2 and RSK1/2 (DKO) 

generated by CRISPR/Cas9 system. Our results confirm that eIF4B phosphorylation is more 

dependent on Ras/ERK/RSK pathway, whereas rpS6 phosphorylation is more dependent on 

PI3K/Akt/mTORC1/S6K pathway. In addition, RSK1 is the main isoform involved in eIF4B 

phosphorylation. Another point investigated here was the role of RSK1 in translation of 5’TOP 

mRNAs, as suggested by previous identification of mRNAs regulated by this isoform using 

translatomics. Polysome profiling was performed followed by evaluation of 5’TOP mRNAs 

expression through RT-qPCR. Our results validate that RSK1 isoform can sustain translation 

of 5’TOP mRNAs when mTORC1 is inactive. In conclusion, this study reveals roles for RSK1 

in GBMs and possible mechanisms of resistance to mTORC1 inhibitors. 

 

Keywords: Glioblastoma/gene expression. Ribosomal Protein S6 Kinases. Protein 

Biosynthesis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 GLIOMAS 

 

 Os gliomas são tumores malignos que acometem o sistema nervoso central (SNC) e 

correspondem ao tipo de tumor primário intracraniano mais comum em adultos. No mundo, a 

incidência anual é de aproximadamente 7 casos a cada 100 mil indivíduos (Jiang e Urhbom 

2012), sendo maior em países ocidentais (Thakkar et al. 2014). 

 No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer-INCA em 2020 a estimativa do número de 

casos novos para todos os tumores de SNC, o que inclui os gliomas, é de 11090 casos novos, 

sendo 5870 em homens e 5220 em mulheres (Ministério da Saúde 2020). Em relação à 

mortalidade, os últimos dados disponibilizados pelo INCA, referentes ao ano de 2018, 

mostraram que os tumores do SNC representaram 4% das mortes por câncer no Brasil tanto 

para homens quanto para mulheres. 

 Os gliomas podem se desenvolver a partir de diferentes células da glia, o que inclui os 

astrócitos, oligodendrócitos, micróglia e células ependimais; das células progenitoras das 

células da glia; ou a partir de uma subpopulação de células-tronco tumorais (D’Alessio et al. 

2019). De acordo com a célula de origem do tumor, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

classifica os gliomas em astrocitoma, oligodendroglioma, oligoastrocitoma e ependimoma 

(Louis et al. 2007). Eles são classificados também de acordo com critérios histopatológicos em 

graus I a IV, conforme a malignidade (Tabela 1). As neoplasias de grau I apresentam caráter 

indolente, crescem de forma restrita e possuem taxa de proliferação lenta, característica também 

observada nos tumores de grau II. No entanto, devido ao padrão de crescimento difuso, os 

tumores de grau II são mais suscetíveis à evolução para um tumor maligno. Os tumores de grau 

III, anaplásicos, possuem maior densidade celular, sendo observadas muitas células atípicas e 

em mitose. Por fim, os tumores de grau IV possuem maior grau de malignidade, o que inclui o 

glioblastoma (GBM), que se desenvolve a partir de astrócitos e é o tipo de glioma mais 

frequente, e o gliossarcoma. Além das características mencionadas para o grau III, os GBMs 

apresentam maior quantidade de células indiferenciadas, proliferação microvascular e necrose 

em pseudopaliçada (Jiang e Urhbom 2012; Vigneswaran et al. 2015; Arcella et al. 2020). 
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Tabela 1 - Classificação histopatológica dos gliomas de acordo com critérios da OMS 
 

 
Fonte: Jiang e Urhbom (2012), Vigneswaran et al. (2015) e Arcella et al. (2020)  

 

 A sobrevida dos pacientes com glioma depende de diversos fatores. Em relação aos 

parâmetros clínicos, há influência da idade do paciente ao diagnóstico, localização da doença, 

extensão da ressecção do tumor, status de performance de Karnofsky e uso de quimioterapia 

adjuvante (Patil et al. 2012; Wang et al. 2019). Quanto às características do tumor, a sobrevida 

é influenciada pelo tipo de célula de origem, com a observação de que pacientes com tumores 

derivados de oligodendrócitos possuem melhor sobrevida do que aqueles com composição 

astrocítica; pelo grau histológico, com menor tempo de sobrevida para os tumores de grau IV, 

o que inclui o GBM; e pelas alterações moleculares presentes (Ostrom et al. 2015). 

 

1.2 GLIOBLASTOMAS 

 

 O GBM, astrocitoma de grau IV, é o tumor cerebral mais comum e mais agressivo entre 

os adultos. Ele corresponde a 16% de todos os tumores malignos que acometem o SNC e a 50% 

de todos os gliomas. Embora o GBM seja diagnosticado com maior frequência no cérebro, ele 

também pode acometer o cerebelo, tronco encefálico e medula espinal (Davis 2016; Rock et al. 

2012). 
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 O GBM é um tumor raro, sendo a taxa de incidência anual igual a 3,2 casos por 100 mil 

habitantes (Ostrom et al. 2015). Ele pode ser identificado em pacientes de qualquer idade, 

porém apresenta pico de incidência na faixa etária de 55 a 60 anos (Ohgaki e Kleihues 2005). 

A mediana de idade no momento do diagnóstico é de 64 anos (Thakkar et al. 2014) e a 

incidência é um pouco maior em homens do que em mulheres (1,6:1) e também em indivíduos 

caucasianos quando comparado a outras etnias (Ellor et al. 2014). 

 De acordo com a origem do tumor, os GBMs podem ser divididos em dois grupos. Os 

tumores primários (ou de novo) são aqueles que se desenvolvem sem evidência histológica de 

uma lesão precursora, enquanto os tumores secundários resultam da transformação de um 

astrocitoma de baixo grau ao longo do tempo. Cerca de 90% dos GBMs são do tipo primário, 

que é geralmente identificado em pacientes mais velhos e está relacionado a pior prognóstico. 

Já os GBMs secundários ocorrem predominantemente em indivíduos mais jovens e possuem 

melhor prognóstico (Ohgaki et al. 2004). 

 Em ambos os casos, o tratamento consiste em duas etapas. A primeira é a ressecção 

cirúrgica do tumor, que dificilmente é curativa devido ao fato de os GBMs serem altamente 

invasivos e frequentemente atingirem áreas do cérebro responsáveis pelo controle de 

importantes funções, o que impede a realização de um procedimento radical. Em consequência, 

as células que permanecem infiltradas contribuem para a progressão ou recorrência da doença. 

Para retardar esses processos, subsequentemente à cirurgia o paciente é submetido ao 

tratamento conjunto de radioterapia e quimioterapia, com o agente alquilante Temozolomida 

(Wilson et al. 2014). Este atua promovendo a metilação de bases púricas do DNA (nos resíduos 

O6-guanina; N7-guanina e N3-adenina), sendo a citotoxicidade mediada principalmente através 

da metilação no resíduo O6-guanina. Essa alteração, por ser mutagênica e tóxica, causa a morte 

celular (Zhang et al. 2012). No entanto, a enzima metilguanina-DNA metiltransferase 

(MGMT), quando ativa, é capaz de remover o grupo metil adicionado por agentes alquilantes, 

configurando um importante mecanismo de resistência, o qual será discutido na próxima seção. 

Mesmo após a realização do tratamento, a sobrevida global dos pacientes diagnosticados com 

GBM é baixa, variando entre 12 e 18 meses (Roy et al. 2015), e apenas 3% a 5% dos pacientes 

sobrevivem um período maior que três anos (Ohgaki et al. 2009). Considerando que o 

tratamento disponível atualmente permanece o mesmo há muitos anos, o desenvolvimento de 

novas estratégias é necessário para garantir maiores benefícios aos pacientes e tornar possível 

a aplicação de terapias personalizadas. 
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1.2.1 Alterações moleculares em GBMs 

 A classificação dos GBMs baseada em aspectos histológicos possui as limitações de ser 

incapaz de diferenciar os pacientes de acordo com o desfecho e de não possuir nenhum valor 

preditivo (Verhaak et al. 2010). Entretanto, os GBMs apresentam diversas alterações 

moleculares (Figura 1), que conferem a este tipo de tumor acentuada heterogeneidade 

intratumoral e intertumoral e que podem explicar os distintos desfechos observados nos 

pacientes (Olar e Aldape 2014; Lee et al. 2018). Assim, a identificação de alterações 

moleculares é promissora para o desenvolvimento de terapias, inclusive personalizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Brennan et al. (2013). 

Figura 1. Alterações moleculares em GBMs. As principais alterações moleculares em GBMs ocorrem 

em vias que regulam o crescimento e a proliferação celular (parte superior), senescência e apoptose (inferior, à 
esquerda) e ciclo celular (inferior, à direita), e são encontradas em oncogenes ou genes supressores de tumor. As 
vias da proteína quinase B (Akt) e da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) estão alteradas em cerca de 
90% dos casos de GBM, sendo as alterações mais frequentes encontradas no receptor para o fator de crescimento 
epidérmico - EGFR (57%); em phosphatase and tensin homolog (PTEN) (41%), que regula negativamente a 
atividade da quinase de fosfatidil-inositol-3  (PI3K); e em PI3K, componente da via PI3K/AKT/proteína quinase 
alvo mecanístico de rapamicina (mTOR). Alterações em genes reguladores da senescência e da apoptose ocorrem 
em aproximadamente 86% dos casos, com destaque para o gene supressor de tumor TP53 (28%), que codifica uma 
proteína de reparo do DNA. Em reguladores do ciclo celular, a frequência média de alterações é de 79% nos casos 
de GBMs. Os genes CDKN2A e CDKN2B estão alterados em 61% dos casos e codificam as proteínas supressoras 
tumorais p16INK4A e p15INK4B, respectivamente. Ambas formam complexos com as quinases dependentes de ciclina 
4 e 6 (CDK4 e CDK6), regulando a progressão do ciclo celular por meio da inibição dessas CDKs.  
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 O estudo dos GBMs a nível molecular avançou muito nos últimos anos, através de 

estudos genômicos de larga escala (Parker et al. 2015). O projeto TCGA foi criado com o 

objetivo de catalogar as alterações genômicas relacionadas à tumorigênese em 33 tipos de 

tumores, inclusive GBMs. Neste caso, o TCGA analisou alterações genômicas de 206 amostras 

de GBMs, a partir de 91 pacientes, para determinar o espectro de mutações. O sequenciamento 

das amostras confirmou a ocorrência de mutações nos genes TP53, PTEN, EGFR, RB1, NF1, 

ERBB2, PIK3R1 e PIK3CA. Alterações em TP53, RB1 e em genes que codificam receptores 

tirosina quinase (RTKs) foram identificadas na maioria dos GBMs, sugerindo que elas são 

necessárias na patogênese da doença. A frequência de alterações no gene NF1 também se 

mostrou aumentada (Cancer Genome Atlas Research Network 2008; Verhaak et al. 2010; 

Ohgaki e Kleihues 2013). As alterações moleculares descritas são encontradas de maneira 

distinta em GBMs primários e secundários. Em geral, os tumores primários são caracterizados 

por amplificação em EGFR, mutação em PTEN e ausência de mutações em IDH, enquanto os 

tumores secundários apresentam mutações em TP53 e em IDH e ausência de amplificação em 

EGFR (Louis et al. 2016). 

 Posteriormente, de acordo com análises de genômica e de transcriptômica, estudos do 

TCGA e outros trabalhos propuseram uma classificação em quatro subtipos, nomeados clássico, 

proneural, mesenquimal e neural. Entretanto, essa classificação não gerou nenhum benefício 

clínico relevante para os pacientes (Noushmehr et al. 2010; Verhaak et al. 2010; Brennan et al. 

2013). Recentemente, um novo perfil foi estabelecido, a partir da identificação de alterações 

epigenéticas. Ele é caracterizado pela ocorrência de hipermetilação em diversos loci genômicos 

e foi denominado G-CIMP (fenótipo de ilhas CpG metiladas de gliomas), que corresponde a 

um subgrupo do perfil proneural. Dentro deste subgrupo, o perfil G-CIMP foi identificado nos 

pacientes mais jovens (média de 41 anos para os pacientes G-CIMP+ e de 58 anos para os G-

CIMP-) e que também apresentaram mutações em IDH1, TP53 e MYC. De fato, a maioria dos 

tumores G-CIMP+ foram identificados como mutantes para o gene IDH1 (78%), enquanto todos 

os tumores G-CIMP- apresentaram IDH1 selvagem (Noushmehr et al. 2010; Brennan et al. 

2013). A mutação em IDH1 promove alterações epigenéticas que remodelam o metiloma e o 

transcriptoma da célula e é suficiente para estabelecer o perfil G-CIMP através da ativação de 

programas de expressão gênica. Isso foi confirmado pela introdução de IDH1 mutante em 

astrócitos, que induziu um perfil de hipermetilação e remodelamento do metiloma de forma 

similar às alterações observadas no perfil G-CIMP (Turcan et al. 2012). Embora os pacientes 

G-CIMP+ apresentem melhor prognóstico, foram observadas diferenças na evolução clínica 

para pacientes com tumores classificados como G-CIMP+. Eles foram então divididos em duas 
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categorias diferentes, de acordo com a frequência de metilação do DNA, em G-CIMP low e G-

CIMP high. As diferenças podem ser explicadas pela provável relação entre a extensão do 

processo de metilação e a alteração nos níveis de transcritos, que seriam maiores nos tumores 

G-CIMP low, nos quais foi evidenciado menor sobrevida. Neste mesmo estudo, foi proposta 

outra alteração em relação à classificação de GBMs em subtipos, com a exclusão do subtipo 

neural, além da identificação de tumores com mutação em IDH e pior prognóstico. É importante 

ressaltar que o número de pacientes incluídos em trabalhos mais recentes é maior do que nos 

primeiros trabalhos que propuseram as classificações iniciais para os GBMs (Ceccarelli et al. 

2016). 

 A classificação em subtipos apresenta algumas limitações, relacionadas, por exemplo, à 

heterogeneidade intratumoral, já que determinadas alterações genéticas identificadas em GBMs 

são encontradas em todas as áreas do tumor, enquanto outras alterações são encontradas em 

áreas específicas. Isso caracteriza uma importante limitação para avanços clínicos, pois dificulta 

a validação de biomarcadores e representa um viés na seleção de pacientes para determinados 

tipos de tratamento, além de contribuir para a resistência à terapia (Eder e Kalman 2014). Além 

disso, visto que os estudos feitos até o momento, a nível de genoma e de transcriptoma, não 

trouxeram benefícios clínicos (Noushmehr et al. 2010; Brennan et al. 2013), existe atualmente 

um grande interesse em utilizar outras ferramentas que proporcionem melhores resultados. 

 

1.3 BIOMARCADORES EM GBMS 

 

 Apesar das limitações em relação à identificação e validação de biomarcadores, até o 

momento dois biomarcadores foram identificados para pacientes portadores de GBM: mutação 

nos genes IDH1 e IDH2, com valor prognóstico, e metilação do promotor do gene MGMT, com 

valor preditivo, que são achados de relativa relevância clínica (Cheng et al. 2013; Yang et al. 

2015). 

 

1.3.1 Mutações no gene IDH1/2 

 O gene IDH codifica a enzima isocitrato desidrogenase, que possui três isoformas. Em 

gliomas, as mutações ocorrem nas isoformas IDH1 e IDH2, encontradas, respectivamente, no 

citoplasma e nas mitocôndrias (Al-Khallaf 2017). A mutação atinge o sítio ativo de IDH e é 

encontrada mais frequentemente no gene IDH1, representando 90% dos casos. Ela resulta na 

substituição de um resíduo de arginina por histidina no códon 132 (R132H), o que gera ganho 
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de função para a enzima. No caso do gene IDH2, mutações análogas são encontradas nos 

códons R172 e R140 (Horbinski 2013). 

 A enzima IDH está envolvida no Ciclo de Krebs e, em condições normais, catalisa a 

formação de α-cetoglutarato (α-KG) a partir de isocitrato através de uma reação oxidativa de 

descarboxilação. Entretanto, a enzima mutante é capaz de converter o α-cetoglutarato em um 

oncometabólito, chamado D-2-hidroxiglutarato (2-HG). O acúmulo de 2-HG leva, entre outros 

efeitos, à desregulação epigenética, pois ele inibe a histona dependente de α-KG e demetilases 

do DNA, além de bloquear a diferenciação celular (Dang et al. 2016). De fato, a mutação em 

IDH1 é frequentemente encontrada em GBMs do subtipo G-CIMP, estando relacionada ao 

perfil de hipermetilação característico deste subtipo. Ele também é caracterizado pelo ganho de 

função em outros genes relacionados a processos metabólicos, além de IDH1, o que resulta em 

vantagens para as células tumorais. Em células com mutação em IDH1/2 também é observada 

regulação da atividade dos complexos 1 e 2 de mTOR (mTORC1 e mTORC2) por 2-HG, 

resultando em sua ativação ou inibição, dependendo do contexto. O complexo mTORC1 

desempenha importantes funções em GBMs, como apresentado adiante. Na presença de 2-HG, 

a rápida degradação de DEPTOR, proteína que exerce efeitos inibitórios sobre as funções de 

mTORC1/2, contribui para a sobrevivência e proliferação celular. Em estudos com pacientes 

portadores de tumores com mutação em IDH1 foi observado aumento da sinalização de mTOR 

mesmo sem a presença de mutações em componentes da via PI3K/Akt/mTOR, sugerindo que 

outro mecanismo estaria regulando a ativação desta proteína. Entretanto 2-HG também atua 

inibindo a subunidade ATP5B da enzima ATP sintase, o que diminui a razão ATP/ADP e 

consequente redução da sinalização de mTORC1 (Gagné et al. 2017). 

 Cerca de 12% dos casos de GBM possuem mutação nos genes IDH1 ou IDH2 (Parsons 

et al. 2008), que são mutuamente exclusivas (Hartmann et al. 2009; Yan et al. 2009). Quando 

se considera apenas os GBMs secundários, a mutação é encontrada em aproximadamente 80% 

dos casos (Cohen et al. 2013). As consequências metabólicas da mutação nos genes IDH1 e 

IDH2 e sua influência no microambiente tumoral são um exemplo de como os subtipos de GBM 

podem ter um desenvolvimento e uma evolução completamente diferentes um do outro (Cohen 

et al. 2013; Huang et al. 2019). Um estudo de meta-análise concluiu que a mutação em IDH1 

está associada a melhor prognóstico para os pacientes portadores, que apresentaram maior 

sobrevida global em relação aos pacientes com IDH1 selvagem (Cheng et al. 2013). 
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1.3.2 Metilação do promotor do gene MGMT 

 O gene MGMT está localizado no cromossomo 10q26.3 e codifica uma enzima 

altamente conservada que está envolvida no reparo do DNA. Fisiologicamente, essa enzima 

tem a função de remover grupos alquila a partir de guaninas, evitando erros durante a replicação 

do DNA decorrentes do pareamento inadequado das bases nitrogenadas. Se não reparados, os 

erros no DNA levariam à interrupção do ciclo celular e apoptose. No contexto de terapias que 

utilizam agentes alquilantes, como a temozolomida, o reparo de erros por MGMT durante a 

replicação é um mecanismo de resistência. Entretanto, este gene pode sofrer regulação 

epigenética através da metilação do seu promotor, sendo silenciado. Consequentemente, o dano 

no DNA causado pela terapia não é reparado (Mansouri et al. 2019). Acredita-se que a 

metilação de MGMT seja um evento inicial no desenvolvimento dos GBMs, já que favorece a 

ocorrência de mutações que não são reparadas (em oncogenes, por exemplo) e, 

consequentemente, o desenvolvimento e progressão da doença (Groenendijk et al. 2011; 

Mcdonald et al. 2015). Nas análises do TCGA, foi observada uma maior frequência de 

mutações pontuais em TP53 e PTEN nos tumores com metilação do promotor de MGMT 

quando comparado aos tumores sem metilação. 

 A metilação do promotor de MGMT é um marcador de sensibilidade ao tratamento com 

temozolomida em GBMs, sendo a metilação identificada em cerca de 50% dos casos (Costa et 

al. 2010; Zhang et al. 2012). É interessante observar que muitos pacientes com GBM possuem 

monossomia do cromossomo 10, assim, é necessário que a metilação ocorra em apenas um alelo 

para evitar a atividade de reparo da enzima MGMT (Bady et al. 2016). Além disso, o acúmulo 

de mutações em outros genes de reparo pode levar a uma resistência secundária ao tratamento 

com Temozolomida, dificultando a resposta ao tratamento mesmo para os pacientes que 

apresentam a metilação (Wick et al. 2014). Porém, em geral, os pacientes portadores de GBMs 

com metilação no promotor de MGMT respondem melhor à terapia, apresentando sobrevida de 

22 a 26 meses, enquanto os pacientes que não apresentam a metilação possuem sobrevida de 

12 a 15 meses (Hegi et al. 2005; Wick et al. 2014). 

 Contudo, ainda existem limitações para a ampla aplicação clínica da metilação de 

MGMT como um biomarcador. Os valores de cutoff para identificar os tumores que apresentam 

metilação ainda são debatidos, sendo esta também uma limitação para estudos que agrupam os 

pacientes de acordo com o status de metilação, por dificultar comparações entre eles. Ainda é 

necessário também validar, além de comercializar, um método diagnóstico que possa ser 

utilizado rotineiramente, que deve apresentar altas sensibilidade e especificidade (Costa et al. 

2010; Wick et al. 2014; Radke et al. 2019). 
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1.4 VIAS DE SINALIZAÇÃO ALTERADAS EM GBMS 

 

 As vias Ras/MEK/ERK e PI3K/AKT/mTORC1, ambas ativadas por RTKs, apresentam 

alterações em 88% dos gliomas (Figura 2). Elas estão relacionadas aos processos de 

proliferação, diferenciação, sobrevivência celular e síntese de proteínas (Akhavan et al. 2010). 

 

 
Fonte: Adaptado de Akhavan et al. (2010). 

Figura 2 - Vias de sinalização alteradas em GBMs. As vias Ras/MEK/ERK e PI3K/AKT/mTORC1, 

ambas reguladas por RTKs, encontram-se alteradas em 88% dos gliomas. Em GBMs, as proteínas dessas vias 

podem sofrer amplificação gênica ou mutações ativadoras, que resultam em ganho de função (representadas em 

vermelho), ou deleções gênicas ou mutações inativadoras, com perda de função (representadas em azul). As 

porcentagens indicam a frequência das alterações para as proteínas correspondentes em GBMs.  

 

1.4.1 RTK/PI3K/AKT/mTORC1 

 A via RTK/PI3K/AKT/mTORC1 é um importante regulador positivo do crescimento e 

metabolismo celular (Saxton e Sabatini 2017). Alterações que resultam em ganho de função 

para componentes dessa via conferem vantagens de crescimento para a célula, competência 

metastática e capacidade de angiogênese e de resistência à terapia (Porta et al. 2014). Por isso, 
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componentes dessa via são alvos importantes para o desenvolvimento de drogas voltadas para 

o tratamento do câncer (Hennessy et al. 2005). 

 A família de PI3Ks é altamente conservada e sua ativação ocorre por meio dos RTKs, 

que, por sua vez, são ativados pela ligação de fatores de crescimento. A ativação de PI3K leva 

à produção do segundo mensageiro fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3), que recruta 

diversas proteínas com o domínio de homologia plecstrina (domínio PH) para a membrana 

plasmática, incluindo a proteína AKT (Porta et al. 2014). Na membrana plasmática, AKT é 

fosforilada pela quinase 1 dependente de 3-fosfoinositideo (PDK1) no sítio Thr308 e assim é 

ativada (Alessi et al. 1996). Ela também pode ser fosforilada e ativada pelo complexo 2 de 

mTOR (mTORC2), no sítio Ser 473 (Sarbassov et al. 2005). Um dos alvos de AKT é o 

complexo da esclerose tuberosa (TSC). Ele é um regulador negativo de mTORC1 e, portanto, 

é inibido pela fosforilação de AKT, levando à ativação de mTORC1 (Inoki et al. 2002). A 

proteína PTEN é a principal reguladora negativa da via desencadeada por PI3K, sendo um 

importante supressor tumoral. Ela antagoniza a sinalização de PI3K por promover a 

desfosforilação de PIP3. Assim, o recrutamento de AKT para a membrana plasmática é inibido 

e, consequentemente, não ocorre ativação (Hopkins et al. 2013). 

 As mutações que ativam a via de PI3K estão relacionadas tanto a alterações em seus 

componentes intracelulares quanto no receptor EGFR. De acordo com dados do TCGA, 57% 

dos GBMs apresentam amplificação em EGFR. Em 25% dos casos ocorre mutação em PI3K e 

em 41%, deleção ou mutação de PTEN, sendo as alterações nestes genes mutuamente 

exclusivas (Brennan et al. 2013). A consequente hiperativação da via resulta no aumento da 

atividade de mTORC1, com perda do controle da síntese de proteínas em GBMs (Akhavan et 

al. 2010).  

 

1.4.2 RTK/Ras/Raf/MEK/ERK 

 Essa via de sinalização é altamente conservada em diferentes espécies e é ativada por 

diversos estímulos extracelulares, principalmente por fatores de crescimento, proteínas da 

matriz extracelular e moléculas de adesão presentes em células vizinhas (Katz et al. 2007). Ela 

controla muitos processos celulares, como crescimento, proliferação, diferenciação, motilidade, 

resposta a condições de estresse, sobrevivência e apoptose (Plotnikov et al. 2011). 

 A família das proteínas G pequenas possui mais de 150 proteínas relacionadas, que 

possuem estrutura e propriedades bioquímicas altamente conservadas. Elas possuem atividade 

de GTPase e encontram-se na forma ativa quando estão ligadas ao GTP e, contrariamente, na 

forma inativa quando fazem a hidrólise do GTP em GDP (Goitre et al. 2014). Para que esse 
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processo ocorra adequadamente, há a participação dos fatores de troca de nucleotídeo de 

guanina (GEF), que estimulam a troca de GDP em GTP e, portanto, são reguladores positivos 

da atividade de Ras. Já a conversão de GTP em GDP é estimulada pelas proteínas ativadoras 

de GTPase (GAP). Para isso, é necessária a translocação dos GEFs e das GAPs para a 

membrana plasmática, onde ficam próximos da proteína Ras (Simanshu et al. 2017). 

 A via de sinalização da proteína G pequena Ras inclui fatores de ativação upstream; três 

isoformas de Ras altamente homólogas entre si, com atividade de GTPase e com funções que 

se sobrepõem (a saber, NRAS, KRAS e HRAS); e os efetores downstream RAF, proteína 

quinase ativada por mitógenos (MEK) e proteínas quinases reguladas por estímulos 

extracelulares (ERK) (Simanshu et al. 2017). Quando os RTKs são estimulados, eles 

transmitem o sinal de ativação por meio do recrutamento da proteína SOS, um fator de troca de 

nucleotídeos de guanina, estimulando assim a conversão de GDP em GTP na proteína Ras. Para 

que essa interação aconteça adequadamente, é necessária a ação de growth factor receptor-

bound protein 2 (Grb2), que aproxima SOS de Ras, encontrada junto à membrana plasmática 

(Chardin et al. 1993). Como resultado, ocorre ativação de Ras que, em seguida, interage com 

diversas proteínas, incluindo isoformas da quinase serina/treonina Raf. Isso resulta em 

alterações conformacionais que aumentam a atividade de quinase de Raf, levando à fosforilação 

de MEK. A proteína MEK, uma vez ativada, fosforila ERK em um motivo conservado TxY no 

segmento de ativação. Por sua vez ERK fosforila diversos substratos, em resíduos de serina ou 

treonina seguidos por prolina, tanto no núcleo quanto no citoplasma, promovendo alterações na 

função de proteínas e na expressão gênica para garantir a resposta biológica adequada (Mebratu 

e Tesfaigzi 2009; Morrison 2012). 

 Em GBMs, geralmente não são observadas mutações em genes da família Ras (Figura 

2). Nas análises do TCGA a partir de 206 tumores, a frequência foi de 2%. De fato, as alterações 

observadas na via se devem a duas razões: desregulação upstream de RTKs, com alterações em 

EGFR em 45% dos casos e no receptor para fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGFR) em 13% dos casos, por exemplo; e perda de função (deleções/mutações) no gene 

NF1, que atua como um GAP regulador negativo de Ras. Em consequência, ocorre maior 

ativação de ERK do que o normal. A via RTK/Ras/ERK também está relacionada ao controle 

da síntese de proteínas (Knobbe et al. 2004; Akhavan et al. 2010; Brennan et al. 2013). 
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1.5 A ESTRUTURA CAP E O PROCESSO DE TRADUÇÃO CAP-

DEPENDENTE 

 

 Durante o processo de transcrição, as enzimas RNA polimerases sintetizam moléculas 

de RNA a partir do DNA. Em eucariotos, as moléculas de pré-mRNA sintetizadas passam por 

duas modificações pós-transcricionais para dar origem ao mRNA maduro. O capeamento é a 

primeira modificação, que consiste na adição da estrutura m7G(5′)ppp(5′)N (chamada cap) na 

terminação 5’ dos mRNAs. A outra modificação é a poliadenilação, em que ocorre a adição de 

diversos nucleotídeos de adenina à terminação 3’ do mRNA, formando a cauda poli(A) 

(Wissink et al. 2019). 

O capeamento é um mecanismo altamente conservado em eucariotos e pode acontecer 

tanto no núcleo quanto no citoplasma. No núcleo, ocorre ainda durante a transcrição, após a 

geração de transcritos constituídos por 25 a 30 nucleotídeos pela ação da enzima RNA 

polimerase II. Inicialmente ocorre a clivagem do γ fosfato da terminação 5’, seguida pela 

transferência de GMP a partir do GTP pela enzima RNA guanilil transferase, e adição de um 

grupo metil à amina N 7 pela guanina N7-metiltransferase, ligada ao primeiro nucleotídeo do 

RNA (Ramanathan et al. 2016; Shirokikh e Preiss 2018). 

O cap funciona como um sinalizador para o recrutamento de proteínas relacionadas ao 

splicing do pré-mRNA, formação da cauda poliA e exportação do mRNA a partir do núcleo. Ele 

também garante a estabilidade do mRNA, ao proteger contra a ação de clivagem de 

exonucleases (Ramanathan et al. 2016). Foi observado que os mRNAs presentes no citoplasma 

sem a estrutura cap são rapidamente degradados nos corpos de processamento (P bodies) 

(Arribas‐Layton et al. 2013; Łabno et al. 2016). O cap e a cauda poli-A também desempenham 

funções importantes na etapa de iniciação da tradução do mRNA (Silvera et al. 2010). 

A tradução do mRNA, ou síntese de proteínas, é o processo celular que mais consome 

energia, por isso, ele necessita de uma complexa regulação. A  tradução envolve quatro etapas: 

iniciação, elongação, terminação e reciclagem dos ribossomos, todas elas finamente reguladas 

(Shirokikh e Preiss 2018). A iniciação corresponde à etapa limitante de velocidade deste 

processo e é onde os mais importantes mecanismos regulatórios agem. Em eucariotos, ela pode 

acontecer a partir de dois mecanismos distintos: a iniciação dependente de cap ou a iniciação 

independente de cap (Richter e Sonenberg 2005). A iniciação dependente de cap foi, por muito 

tempo, considerada o único mecanismo de iniciação da tradução. Ela é mais eficiente e é 

predominante quando a célula se encontra em condições adequadas para crescimento, 
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respondendo por cerca de 95% a 97% do total da tradução (Merrick 2004). Por sua vez, a 

iniciação independente de cap ocorre em situações de estresse, decorrentes, por exemplo, da 

depleção de nutrientes, hipóxia, mitose, diferenciação celular e estresse de retículo 

endoplasmático, condições em que a iniciação dependente de cap é inibida (Komar e Hatzoglou 

2011).  

 

1.5.1 Iniciação dependente de cap 

 Durante a iniciação dependente de cap (Figura 3), é formado um complexo ternário, 

constituído pelo RNA transportador especializado em iniciação acoplado a uma metionina 

(Met-tRNAi) e por eIF2 (constituído pelas subunidades α, β e γ), este último ligado a GTP. O 

complexo ternário se liga à subunidade ribossomal 40S junto com outros fatores de iniciação 

da tradução - eIFs (eIF1, eIF1A, eIF3 e eIF5), originando o complexo de pré-iniciação (PIC) 

43S, que se une ao mRNA na extremidade 5’ para formar o PIC 48S (Sonenberg e Hinnebusch 

2009). Essa união ocorre por intermédio do complexo eIF4F, formado pela proteína de ligação 

ao cap eIF4E, pela helicase eIF4A (cuja atividade é estimulada por eIF4B) e pela proteína 

adaptadora eIF4G; e também por ação da proteína de ligação a poli(A) (PABP), que interage 

com eIF4G e promove a circularização do mRNA, ao unir as extremidades contendo o cap e a 

cauda poli(A) (Sonenberg e Hinnebusch 2009; Malka-Mahieu et al. 2017). A formação do 

complexo eIF4F é uma das etapas limitantes do início da tradução (Silvera et al. 2010). O PIC 

48S então percorre a região 5’ não traduzida (5’UTR) do mRNA até encontrar o códon de início 

AUG, o que induz a hidrólise do GTP ligado a eIF2. O eIF2, agora ligado ao GDP, e os outros 

eIFs são liberados da subunidade ribossomal 40S, permitindo a junção da subunidade 

ribossomal 60S. Com a união das duas subunidades, forma-se o complexo de iniciação 80S, 

que dá início à etapa de elongação (Merrick 2004; Jackson et al. 2010).  
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Fonte: Adaptado de Silvera et al. (2010). 

Figura 3 - Iniciação dependente de cap. O complexo eIF4F é formado por eIF4E, eIF4G e eIF4A, cuja 

atividade é estimulada por eIF4B. Esse complexo se liga ao cap m7GpppN, na extremidade 5’ do mRNA, e também 
interage com a proteína de ligação a poli(A) (PABP). A subunidade ribossomal 40S liga-se ao complexo ternário, 
formado por eIF2, GTP e Met-tRNAi, dando origem ao complexo de pré-iniciação (PIC) 43S. Com o auxílio de 
eIF3, o PIC liga-se à extremidade 5’ do mRNA, junto ao complexo eIF4F, formando o PIC 48S. Este percorre a 
região 5’ não traduzida (5’UTR) do mRNA até encontrar o códon de início AUG. O reconhecimento deste códon 
induz a hidrólise do GTP ligado a eIF2, que se dissocia do mRNA na forma eIF2-GDP. Assim, a subunidade 
ribossomal 60S liga-se à subunidade 40S livre, formando o ribossomo 80S, o que dá início à etapa de elongação 
da tradução.  
 

Um códon consiste em três nucleotídeos e cada um deles liga-se ao nucleotídeo 

complementar no anticódon do RNA transportador (tRNA) por meio do pareamento de bases. 
Na etapa de elongação, o ribossomo permite a decodificação dos códons do mRNA que são 

lidos em ordem, da extremidade 5’ para 3’, através da ligação do tRNA correspondente. Para 

que isso ocorra, o primeiro tRNA, contendo metionina, dirige-se ao sítio P do ribossomo, em 

que interage com o códon correspondente do mRNA (Figura 4). Ao lado, no sítio A, outro 

códon está disponível, e nele ocorre a ligação do próximo tRNA, que é carreado pelo fator de 

elongação eEF1 ligado a GTP. O reconhecimento do códon no mRNA promove a hidrólise do 

GTP e eEF1 deixa o tRNA. Quando ambos os sítios estão ocupados, a metionina do primeiro 

tRNA é transferida para o aminoácido codificado pelo segundo tRNA, com formação da ligação 

peptídica por ação da enzima peptidil transferase. Em seguida, o fator de elongação eucariótico 

2 (eEF2) promove a translocação do peptidil-tRNA do sítio A para o sítio P do ribossomo, com 

hidrólise do GTP ligado a ele. Assim, o ribossomo desloca-se no mRNA o equivalente a três 

nucleotídeos, com consequente deslocamento do primeiro tRNA para o sítio E (do inglês, exit). 

Este tRNA vazio deixa o ribossomo e outro códon fica disponível no sítio A. Todo o processo 

é repetido até que a cadeia polipeptídica seja formada e tenha início a etapa de terminação, 

quando o tRNA reconhece um dos códons de parada (UAA, UAG ou UGA). Os códons de 
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parada são reconhecidos pelos fatores de liberação, que ocupam o sítio P no lugar do tRNA. 

Com isso, a enzima peptidil transferase presente no ribossomo adiciona uma molécula de água 

ao último aminoácido da cadeia polipeptídica formada e a proteína é liberada do tRNA 

(Voorhees e Ramakrishnan 2013; Dever et al. 2018). 

 

 
 
Fonte: Adaptado de Richter e Coller (2015). 

Figura 4 - Fase de elongação da tradução. (I) O tRNA se dirige ao sítio P do ribossomo e o anticódon do 

tRNA interage com o códon correspondente no mRNA. Ao lado, no sítio A, liga-se outro tRNA. (II) Os tRNAs 
presentes no sítio A e no sítio P ficam próximos e o aminoácido do primeiro tRNA é transferido para o aminoácido 
do tRNA do sítio A, com formação da ligação peptídica pela enzima peptidil transferase. (III) Por ação do eEF2, 
que ocupa o sítio A, o ribossomo desloca-se no mRNA. (IV) Em consequência, o sítio E é ocupado e o sítio A fica 
livre, permitindo a chegada de outro tRNA. O tRNA transportador do sítio E deixa o ribossomo e o ciclo se repete.  
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1.6 O CONTROLE DA SÍNTESE DE PROTEÍNAS 

 

 Atualmente, sabe-se que os níveis de mRNA na célula não correspondem aos níveis de 

proteína. De fato, os mRNAs transcritos podem ser transportados, armazenados, degradados ou 

traduzidos, o que explica, em parte, as diferenças observadas. O conjunto destes mRNAs é 

chamado de transcriptoma (Figura 5) (Piccirillo et al. 2014). Além dos diferentes destinos para 

os mRNAs transcritos, também é preciso levar em consideração a influência de mecanismos de 

controle que atuam sobre o conjunto de mRNAs que são traduzidos, ou seja, sobre o translatoma 

(Figura 5) (King e Gerber 2014).  

 

 
Fonte: Adaptado de Piccirillo et al. (2014) 

Figura 5 - O transcriptoma e o translatoma na célula. O transcriptoma corresponde ao conjunto de todos 

os mRNAs transcritos, que podem ter vários destinos na célula (destacado em azul). Eles podem ser traduzidos, 
transportados, armazenados ou degradados. Por outro lado, o translatoma corresponde apenas ao mRNAs que são 
ativamente traduzidos e que, portanto, darão origem a proteínas (destacado em verde). 

 

 Foi demonstrado que quase metade da variação que ocorre nos níveis de proteínas em 

relação aos níveis de mRNA pode ser explicada devido aos mecanismos de controle traducional 

(Schwanhüsser et al. 2011), apontando para um importante papel deste processo na regulação 

da expressão gênica (Tian et al. 2004; Kosti et al. 2016; Perl et al. 2017). Portanto, a tradução 

necessita de mecanismos rígidos de controle, que ocorrem, sobretudo, durante a iniciação. 

Através deles, alterações na velocidade de síntese das proteínas na célula determinam a 

eficiência de tradução de um determinado mRNA, modulando o proteoma. Assim, é gerada 

uma resposta adaptativa regulatória mais rápida do que em qualquer outra etapa da expressão 
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gênica (Sonenberg e Hinnebusch 2009; Hershey et al. 2012). O controle traducional depende 

de vias de sinalização que regulam a atividade dos componentes da maquinaria de tradução e a 

biogênese dos ribossomos, como as vias de PI3K/AKT/mTORC1 e Ras/Raf/MEK/ERK 

(Shahbazian et al. 2006). A perda de controle desta regulação está associada a diferentes 

doenças, inclusive ao câncer, e é particularmente importante no caso do GBMs, que apresentam 

elevada frequência de alterações nessas duas vias (Akhavan et al. 2010). Por isso, um 

entendimento mais profundo do processo de síntese de proteínas em tumores é fundamental, 

visto que representa um grande potencial para o desenvolvimento de novas terapias que tenham 

como alvo componentes ou proteínas relacionadas ao processo da tradução (Steelman et al. 

2011; Roux e Topisirovic 2012; Ruggero 2013). 

 

1.6.1 O complexo mTORC1 

 A proteína quinase mTOR foi identificada na década de 1990 como o alvo do composto 

rapamicina nas células eucariontes (Brown et al. 1994; Sabatini et al. 1994). No início, a 

rapamicina era utilizada devido aos seus efeitos antifúngicos, porém posteriormente suas 

propriedades imunossupressoras e antitumorais passaram a ser exploradas (Law 2005). 

 Existem dois diferentes complexos de proteínas em que mTOR é a subunidade catalítica, 

mTORC1 e mTORC2, que possuem diferenças em sua composição e nas funções reguladas por 

cada um (Saxton e Sabatini 2017). mTORC1 é constituído por três componentes principais, 

mTOR, Raptor (proteína regulatória associada a mTOR) e mLST8 (do inglês, mammalian 

lethal with Sec13 protein 8, também chamada de GβL) (Figura 6). Raptor facilita o 

recrutamento de substratos para mTORC1 por meio da associação com o motivo de sinalização 

TOR e também é necessário para manter a localização de mTORC1 no compartimento celular 

adequado. Por sua vez, mLST8 se associa ao domínio catalítico de mTORC1. Além disso, 

existem duas subunidades inibitórias, PRAS40 (do inglês, proline-rich AKT substrate of 40 

kDa) e DEPTOR (do inglês, DEP domain TOR binding protein). Diversos processos celulares 

são regulados por mTORC1, como crescimento, autofagia, síntese de proteínas, transcrição do 

RNA ribossomal (rRNA), biogênese de ribossomos, biogênese de lisossomos e síntese de 

lipídeos (Ma e Blenis 2009; Saxton e Sabatini 2017). 

 De forma similar, mTORC2 também contém mTOR e mLST8, além de Rictor (do 

inglês, rapamycin insensitive companion of mTOR), que regula a função de mTORC2. Esse 

complexo controla a organização do citoesqueleto e, portanto, a motilidade; a proliferação 

celular; e a sobrevivência celular através da ativação de proteínas quinases da família AGC, 

como a proteína quinase C (PKC).  
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 Tanto mTORC1 quanto mTORC2 são efetores da via de sinalização PI3K/AKT/mTOR 

(Figura 6). Como descrito anteriormente, a ativação de PI3K através dos RTKs resulta na 

produção de PIP3 e recrutamento de AKT para a membrana plasmática. AKT é fosforilada por 

mTORC2 no sítio Ser473 e também por PDK1, em Thr308, o que estimula sua atividade de 

quinase (Alessi et al. 1997; Sarbassov et al. 2005). Um de seus alvos é TSC, um complexo 

heterotrimérico formado pelas subunidades TSC1 (ou hamartina), TSC2 (ou tuberina) e 

TBC1D7 (Dibble et al. 2012), que possui função de supressor tumoral. TSC2 possui 

importância funcional para o complexo, por ser uma proteína ativadora de GTPase, enquanto 

TSC1 é necessária para a estabilização do complexo, prevenindo a degradação mediada por 

ubiquitina (Chong-Kopera et al. 2006). A proteína TSC2 atua regulando negativamente a 

ativação de mTORC1. Um dos alvos de TSC2 é a proteína homóloga à Ras (Rheb), que é 

altamente conservada, possui função de GTPase e regula positivamente a função de mTORC1 

(Tee et al. 2002). Na ausência de fatores de crescimento, Rheb permanece na forma inativa, 

Rheb-GDP, pela atividade de GAP de TSC2. No entanto, quando ocorre a sinalização a partir 

de um RTK, AKT fosforila TSC2, inibindo-o. A fosforilação de TSC2 por AKT é inibitória, 

ativando mTORC1 (Kwiatkowski e Manning 2005). Dessa maneira, a ação de TSC2 sobre 

Rheb é anulada, com consequente ligação de Rheb a GTP. Em sua forma ativada, Rheb 

acumula-se e liga-se diretamente a mTORC1, também ativando-o (Inoki et al. 2003; Tee et al. 

2003; Manning e Toker 2017). A via Ras/ERK também contribui para a ativação de mTORC1, 

por meio da fosforilação inibitória de TSC2 no sítio Ser664 por ERK e Ser1798 pela família da 

p90 proteína ribossomal S6 quinase (RSK), que é um substrato de ERK (Roux et al. 2004; Ballif 

et al. 2005). No entanto, a fosforilação de TSC2 por RSK não estava relacionada com uma 

menor ativação da via de mTORC1 em linhagens celulares de GBM (Roffé et al. 2015). 
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Fonte: Adaptado de Laplante e Sabatini (2009). 

Figura 6 - Funções de mTORC1 e mTORC2 e mecanismo de ativação de mTORC1. PI3K é 

ativada a partir de fatores de crescimento, com subsequente ativação de AKT. Um dos alvos de AKT é TSC2, que 
regula negativamente a atividade de mTORC1 através da proteína G-pequena Rheb. TSC2 atua como proteína 
ativadora de GTPase (GAP), mantendo Rheb em sua forma inativa, ligada a GDP. Na presença de fatores de 
crescimento, AKT inibe TSC2 por meio de fosforilação. Consequentemente, a atividade de GTPase de Rheb não 
é estimulada e Rheb permanece ligada ao GTP. Na forma ativada, Rheb liga-se a mTORC1 e promove sua ativação.  
 

1.6.2 mTORC1 regula a síntese de proteínas 

 mTORC1 possui diversos alvos na célula, que estão relacionados aos diferentes 

processos celulares controlados por eles. Um desses processos, que é o foco deste trabalho, é a 

síntese de proteínas. Ela é controlada através de mTORC1 por meio de dois mecanismos 

diferentes: uma resposta imediata, que leva à ativação da tradução dependente de cap; e uma 

resposta mais prolongada, que induz a biogênese dos ribossomos (Fonseca et al. 2014). 

Existem dois principais alvos de mTORC1 relacionados à síntese de proteínas: as 

proteínas de ligação ao fator eIF4E (4E-BPs) e a proteína quinase S6 (S6K), que foram os 

primeiros alvos descritos e são os mais bem caracterizados (Magnuson et al. 2012). A família 

de proteínas 4E-BP inclui três membros, 4E-BP1, 4E-BP2 e 4E-BP3, que são codificados por 

três genes distintos, porém demonstram alto grau de homologia. As três proteínas são reguladas, 

no geral, de forma similar. A proteína 4E-BP1 regula a etapa de iniciação da tradução. Quando 

hipofosforilada, ela liga-se a eIF4E, impedindo sua interação com eIF4G, o que inibe a 

formação do complexo eIF4F e reprime a tradução. Ao ser fosforilada por mTORC1, 
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inicialmente nos sítios Ser65 e Thr70, ela se dissocia de eIF4E. A fosforilação nos sítios Thr37 

e Thr46 também contribui para essa dissociação. Em consequência, eIF4E fica livre e consegue 

recrutar eIF4G, para iniciar a tradução dependente de cap (Fonseca et al. 2014).  

Altos níveis de 4E-BP1 fosforilada foram identificados em diversos tipos de tumores, 

como no sistema nervoso central, cólon, pulmão e rim, e foram associados a piores prognósticos 

em alguns deles. Porém, em geral, as 4E-BPs são supressores tumorais (Qin et al. 2016). Em 

gliomas, foi observado que o aumento da expressão de 4E-BP1 contribui para a sensibilidade à 

quimioterapia com o agente alquilante carmustina em linhagens celulares e que tumores 

primários apresentaram maior expressão de 4E-BP1 do que tumores recorrentes (Zhu et al. 

2014). O aumento da expressão de 4E-BP1 em tumores ocorre por meio de diferentes 

mecanismos, de acordo com o tipo de câncer. Por exemplo, a amplificação do gene 4E-BP1 foi 

identificada em tumores de mama (Karlsson et al. 2011), enquanto em câncer de próstata foi 

reportado que a amplificação do gene c-MYC promove sua ligação ao promotor do gene 4E-

BP1, aumentando a expressão deste (Balakumaran et al. 2011). O aumento da expressão de 4E-

BP1 é acompanhado por aumento em sua fosforilação, o que indica que deve existir uma 

correlação entre esses dois eventos. A fosforilação é um dos mecanismos que marca as proteínas 

para ubiquitinação e, consequentemente, degradação. Entretanto, ela pode ter um efeito oposto 

sobre proteínas que são fosforiladas em múltiplos sítios, como as 4E-BPs, contribuindo para 

sua estabilização e superexpressão (Qin et al. 2016). 

O outro alvo de mTORC1, S6K, inclui duas proteínas altamente homólogas, S6K1 e 

S6K2, que possuem mais de 80% de identidade. A principal diferença entre elas é a localização 

celular, pois S6K1 é encontrada predominantemente no citoplasma e S6K2, no núcleo. A 

proteína S6K1 é ativada pela fosforilação no sítio Thr389 por mTORC1. S6K1 fosforila e, 

assim, regula diversos substratos relacionados a diferentes processos celulares, como 

sobrevivência, crescimento, metabolismo, transcrição e tradução. Com respeito à tradução, ela 

desempenha um importante papel ao estimular a iniciação dependente de cap e a elongação. 

Nesse contexto, seu alvo mais importante, e também mais bem caracterizado, é a proteína 

ribossomal S6 (rpS6), que é um dos componentes da subunidade ribossomal 40S (Laplante e 

Sabatini 2009; Magnuson et al. 2012). As S6Ks fosforilam rpS6 em cinco sítios da região C 

terminal, sendo eles Ser235, Ser236, Ser240, Ser244 e Ser247 (PANDE et al. 2004). Outros 

substratos de S6K1 são a quinase do fator de elongação 2 de eucariotos (eEF2K) (Wang et al. 

2001); a proteína de morte celular programada 4 (PDCD4), que se liga a eIF4A e promove sua 

inibição, com consequente repressão da tradução dependente de cap (Yang et al. 2003); e eIF4B 

(Anjum e Blenis 2008). 
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1.6.3 Inibidores de mTOR  

 A alta frequência de alterações em componentes da via de mTOR em GBMs e a 

participação desta via no controle da síntese de proteínas tornam o desenvolvimento de 

inibidores de mTOR uma estratégia atrativa para novas terapias antitumorais. 

O primeiro inibidor de mTOR identificado foi a rapamicina, que possui um importante 

papel antitumoral, ao inibir a proliferação e sobrevivência celular, além de ter efeito 

antiangiogênico. Seu uso foi aprovado para o tratamento de carcinomas renais, linfomas de 

células do manto e tumores neuroendócrinos do pâncreas (Xie et al. 2016). Embora a resposta 

à rapamicina varie de forma importante de acordo com o tipo de célula, no geral ela reduz a 

proliferação e o crescimento celular (Thoreen e Sabatini 2009). 

 O mecanismo de ação da rapamicina consiste na inibição alostérica de mTOR. Após o 

tratamento com rapamicina, esta se liga a uma isomerase peptidil-prolil altamente conservada 

da família de imunofilinas, FKBP12, formando um complexo que se liga ao domínio FRB de 

mTOR. O complexo se liga a um local diferente do sítio ativo, porém a alteração causada no 

sítio ativo decorrente desta ligação impede a interação com o substrato. Entretanto, os efeitos 

são diferentes sobre mTORC1 e mTORC2 (Heitman et al. 1991; Li et al. 2014). Em geral, a 

maior parte das funções reguladas por mTORC1 é inibida após tratamento com rapamicina. 

Entretanto, a tradução dependente de cap não é completamente inibida (Thoreen e Sabatini 

2009) e os alvos de mTORC1 possuem diferentes sensibilidades à rapamicina, sendo a 

fosforilação de 4E-BP1 nos sítios Thr37, Thr46 e Thr70 resistente a ela (Fonseca et al. 2014) e 

a fosforilação de S6K1 no sítio T389, sensível. Recentemente, foi demonstrado in vitro que 

mTORC1 fosforila 4E-BP1 de forma potente, enquanto a fosforilação de S6K1 é menos 

robusta, o que pode explicar as diferenças do efeito observado após tratamento com rapamicina 

(Kang et al. 2013). 

No caso de mTORC2, ele é insensível ao tratamento agudo com rapamicina (Jebali e 

Dumaz 2018), porém o tratamento prolongado é capaz de inibir sua sinalização. Além disso, a 

inibição de mTORC1 pela rapamicina resulta em um feedback negativo que ativa mTORC2 

através de AKT (O’Reilly et al. 2006). 

Em relação aos efeitos dos inibidores de mTOR, é importante considerar os mecanismos 

de feedback que interferem com a sua ação. Um feedback negativo para a ativação de PI3K-

mTORC1 é mediado pela S6K1, que promove a fosforilação de ISR1 em resíduos de serina, 

impedindo uma maior ativação de PI3K. Dessa maneira, a inibição de mTORC1 promove 

inibição desse mecanismo de feedback negativo, que induz uma maior sinalização de PI3K (Li 

et al. 2014). Outro exemplo é a interferência de mTORC1 com as funções de mTORC2. Quando 
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S6K1 é fosforilada por mTORC1, a subsequente fosforilação de Rictor inibe mTORC2. Porém, 

quando a rapamicina inibe mTORC1, a fosforilação de Rictor é menor e, como resultado, 

mTORC2 permanece ativo, fosforilando e ativando AKT (Julien et al. 2010). 

 A ineficácia da rapamicina em inibir todas as ações reguladas por mTORC1 e a inibição 

de mecanismos de feedback negativos dependentes da atividade de mTORC1 explica o sucesso 

apenas parcial que foi obtido em ensaios clínicos para testar seu uso em terapias antitumorais 

(Rodrik-Outmezguine et al. 2011). Inclusive, ensaios clínicos realizados com rapamicina ou 

compostos análogos (chamados rapalogs) em pacientes portadores de gliomas não obtiveram 

resultados satisfatórios (Grzmil e Hemmings 2013). Uma opção para contornar essas limitações 

e melhorar as respostas terapêuticas é usar outros tipos de inibidores de mTOR ou terapias 

combinadas (Li et al. 2014). Neste caso, o uso de inibidores duplos de mTOR e PI3K é útil 

(Zhao H et al. 2019).  

Assim, devido aos mecanismos de resistência intrínsecos ou adquiridos à rapamicina e 

à identificação do envolvimento de mTORC2 em processos oncogênicos, o desenvolvimento 

de inibidores do sítio ativo de mTOR ganhou importância (Guertin et al. 2009; Lee et al. 2012; 

Hassan et al. 2014). Eles competem pela ligação ao ATP no domínio quinase de mTOR e 

bloqueiam tanto mTORC1 quanto mTORC2. Atualmente, existem vários inibidores do sítio 

ativo de mTOR disponíveis, entre eles Torin1, e alguns ensaios clínicos estão em andamento 

(Sun 2013; Mecca et al. 2018). 

 Torin1 foi desenvolvido em 2010 por Liu et al. Ele é sintetizado a partir do composto 

quinolina 1, fazendo parte da classe das piridononequinolinas de inibidores de quinase, e possui 

seletividade mil vezes maior para mTOR quando comparado a outras 450 proteínas quinases 

(Liu et al. 2010). Um dos efeitos observados para Torin1 foi a redução do crescimento e da 

proliferação celular de forma mais eficiente que a rapamicina. Acredita-se que essa diferença 

seja decorrente da supressão efetiva das funções de mTORC1 resistentes à rapamicina. De fato, 

ocorre completa ausência de fosforilação de 4E-BP1 após tratamento com Torin1, o que está 

relacionado com uma maior inibição da tradução que era resistente à rapamicina (Thoreen et 

al. 2009). 

 Em GBMs, estudos pré-clínicos confirmaram a superioridade dos inibidores do sítio 

ativo de mTOR em relação à rapamicina e seus análogos. Foi observada inibição do 

crescimento, da invasão e da proliferação das células-tronco tumorais de GBM, in vitro (Mecca 

et al. 2018).  

 Entretanto, algumas limitações foram relatadas para o tratamento com os inibidores do 

sítio ativo de mTOR. Alain et al. (2012) demonstraram que as células tumorais se tornam 
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resistentes a esse tratamento por reduzir os níveis de 4E-BPs, aumentando, assim, a 

disponibilidade de eIF4E para formar o complexo eIF4F. Por outro lado, os altos níveis de 

eIF4E, em geral, tornam o tumor menos sensível aos inibidores de mTOR porque eles excedem 

o nível que pode ser regulado por 4E-BP1. Além disso, alvos da via de mTORC1-S6K1 e que 

estão envolvidos na síntese de proteínas (rpS6, eIF4B, PDCD4 e eEF2K) são compartilhados 

com a proteína RSK. Ela é um dos efetores da via Ras/MEK/ERK e atua, portanto, como um 

ponto de convergência entre esta via e a via de mTORC1 (Mendoza et al. 2011; Magnuson et 

al. 2012).  

 

1.7 A FAMÍLIA DE PROTEÍNAS RSK 

 

 As RSKs são Ser/Thr quinases fosforiladas e ativadas pela proteína ERK1/2. Existem 

quatro isoformas de RSKs em humanos (RSK1, RSK2, RSK3 e RSK4), que são altamente 

homólogas entre si e possuem 73% a 80% de identidade de aminoácidos, sendo os motivos 

funcionais altamente conservados. As maiores diferenças são observadas nas sequências N-

terminal e C-terminal (Romeo et al. 2012; Leroux et al. 2017). A estrutura das RSKs (Figura 7) 

compreende dois domínios quinase distintos, o domínio quinase C-terminal (CTKD) e o 

domínio quinase N-terminal (NTKD); uma região de ligação; e extremidades N-terminal e C- 

terminal. A presença de dois domínios quinase funcionais e diferentes no mesmo polipeptídeo 

é uma particularidade e acredita-se que, ao longo da evolução, os genes de duas proteínas 

quinases diferentes se fundiram. O NTKD da família de proteínas RSK pertence ao grupo de 

quinases AGC, que inclui 63 quinases humanas relacionadas às proteínas quinases dependentes 

de cAMP (PKA), de cGMP (PKG) e à PKC. Os domínios quinase são conectados por uma 

região de ligação constituída por aproximadamente cem aminoácidos. Nela, estão incluídos dois 

motivos regulatórios importantes, chamados de motivos turn e hidrofóbico, que são altamente 

conservados nas quinases do grupo AGC (Romeo et al. 2012; Houles e Roux 2018).  

 As RSKs possuem quatro sítios de fosforilação considerados essenciais para sua 

ativação, Thr573, Ser380, Ser363 e Ser221. A fosforilação por ERK1/2 ocorre no sítio Thr573 

no CTKD, com ativação deste domínio e consequente autofosforilação de Ser380, localizada 

na região de ligação. Nela também se encontra Ser363, cujo mecanismo de fosforilação não é 

completamente entendido. Por fim, PDK1 fosforila a Ser221 no NTKD, o que é necessário para 

ativação de RSK1-3 mas não de RSK4 (Anjum e Blenis 2008; Houles e Roux 2018). 
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Fonte: Adaptado de Houles e Roux (2018). 

Figura 7 - Estrutura e sítios de ativação das isoformas de RSK. As RSKs possuem dois domínios 

funcionais, o domínio quinase N-terminal e o domínio quinase C-terminal (NTKD e CTKD), conectados entre si 
pela região de ligação. RSK3 possui um sinal de localização nuclear (NLS) na região N-terminal. A região C 
terminal possui o domínio D, onde se liga a proteína ERK1/2 para fosforilar o sítio Thr573, com ativação do CTKD 
que, por sua vez, promove a autofosforilação de Ser380. Seis sítios diferentes altamente conservados entre as 
isoformas, destacados na figura, foram descritos nas RSKs, sendo quatro deles essenciais para a ativação da 
proteína.  
 

A nível celular, RSK1-3 estão presentes no citoplasma das células em condições basais 

e, após estímulo, elas sofrem translocação para o núcleo. No caso de RSK1, ela ainda se 

acumula na membrana plasmática de forma transitória, provavelmente para receber estímulos 

adicionais. Já a isoforma RSK4 é encontrada predominantemente no citoplasma e não se 

desloca para o núcleo, além de ter atividade constitutiva. Em relação à expressão, as RSKs 1-3 

são encontradas em todos os tecidos do corpo, porém ocorrem consideráveis variações, o que 

sugere a possibilidade de funções isoforma-específicas. Estudos reportaram a predominância 

de mRNA de RSK1 no pulmão, rins e pâncreas, enquanto RSK2 e RSK3 foram encontradas em 

maior abundância no músculo esquelético, coração e pâncreas. A maior diferença foi observada 

em relação a RSK4, que é predominantemente expressa durante o desenvolvimento 

embrionário, mas também foi identificada no cérebro, cerebelo, rins e músculo esquelético. 

Embora não apresentem níveis tão elevados quanto em outros tecidos do corpo, todas as 

isoformas foram identificadas no cérebro, com diferenças nos níveis de acordo com a região 

analisada. A isoforma RSK4 foi a menos predominante no cérebro (Lara et al. 2013; Houles e 

Roux 2018). 
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1.7.1 Processos celulares regulados por RSK 

 As RSKs atuam em diversos processos celulares, como proliferação, sobrevivência, 

tradução, crescimento e motilidade. Elas regulam a proliferação indiretamente, através da 

modulação de fatores de transcrição, ou diretamente, controlando o ciclo celular (Lara et al. 

2013). As RSKs controlam reguladores da transcrição, como o proto-oncogene JUN, e fatores 

de transcrição que participam do controle do ciclo celular, por meio de regulação pós-

transcricional (Murphy et al. 2002). Em relação ao controle do ciclo celular, a inibição 

farmacológica das RSKs interrompe o ciclo na fase G1 por não ocorrer expressão de ciclina 

D1. Além disso, tanto a isoforma RSK1 quanto RSK2 regulam a atividade de CDK2, por 

controlar seu inibidor, p27kip1. A fosforilação deste pelas RSKs promove a interação com a 

proteína 14-3-3 e impede a translocação para o núcleo. Em consequência, p27kip1 é incapaz de 

inativar o complexo ciclina E/A-CDK2, e o ciclo celular progride (Fujita et al. 2003). Em  

relação à motilidade celular, diferentes experimentos indicaram a participação das RSKs, como 

ensaios de wound scratch, quimiotaxia e invasão de matriz 3D. Além disso, análises de mRNAs 

regulados por RSK mostraram que, entre 228 genes regulados, cerca de 25% possuem um papel 

bem estabelecido nos processos de motilidade e de invasão (Doehn et al. 2009). 

 Dentre os processos regulados por RSK, o foco deste trabalho é a tradução. A proteína 

RSK representa um ponto de crosstalk entre a via de Ras/ERK e PI3K/AKT/mTORC1 (Figura 

2), que estão relacionadas, entre outras funções, a mecanismos de regulação da tradução. A RSK é 

responsável pela fosforilação de diversas proteínas, muitas delas associadas à função de 

mTORC1, e também atua diretamente sobre componentes da maquinaria de tradução (Akhavan 

et al. 2010; Romeo et al. 2012). 

 A isoformas RSK1 e 2 fosforilam Raptor, o componente de mTORC1 que auxilia na 

ligação dos substratos, nos sítios Ser719, Ser721 e Ser722. Eles se encontram em uma região 

altamente conservada, até então sem função conhecida. Após a expressão de formas 

oncogênicas de Ras e MEK, que promoveram a elevação da atividade de mTORC1, foi 

observada fosforilação constitutiva de Raptor por RSK (Carrière et al. 2008). 

 Os principais substratos de mTORC1 que participam do processo de tradução são 4E-

BP1 e S6K. De forma importante, as proteínas S6K e RSK possuem substratos em comum, 

como rpS6 e eIF4B (Figura 8, A). A via S6K/rpS6 está associada ao processo de biogênese de 

ribossomos (Chauvin et al. 2014). Já a proteína eIF4B, fosforilada no sítio Ser422 por S6Ks e 

RSKs, atua aumentando a atividade de helicase de eIF4A, que é responsável por percorrer a 

região 5’UTR do mRNA e desfazer as estruturas secundárias, o que favorece o início da 

tradução de mRNAs com 5’UTR altamente estruturadas. A fosforilação no sítio Ser422 também 
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aumenta a interação entre eIF4B e eIF3, o que favorece a ligação da subunidade 40S ao mRNA 

(Shahbazian et al. 2006). Outro alvo em comum é eEF2K (Figura 8, B), que é fosforilada no 

sítio Ser366 tanto por S6K quanto por RSK (Wang et al. 2001). eEF2K possui um domínio 

catalítico de quinase e funciona como reguladora negativa da síntese proteínas. Ela fosforila o 

fator de elongação eEF2, promovendo sua inibição. A função de eEF2 é promover a 

translocação do peptidil-tRNA do sítio A para o sítio P do ribossomo durante a etapa de 

elongação da tradução. No entanto, a fosforilação por S6Ks e RSKs inativa eEF2K e, em 

consequência, a elongação ocorre normalmente (Roux e Topisirovic 2018). Outra forma de 

inativação de eEF2K é a fosforilação no sítio Ser359 diretamente por ERK1/2 (Wang et al. 

2014). A proteína PDCD4 também é fosforilada por S6K e por RSK, nos sítios Ser67 e Ser457, 

respectivamente (Dorrello et al. 2006; Galan et al. 2014).  

 

 
Fonte: Adaptado de Anjum e Blenis (2008) e de Kenney et al. (2016). 

Figura 8 - RSKs são mediadoras de um crosstalk entre as vias PI3K/Akt/mTORC1 e Ras/ERK 
e atuam no controle da tradução. (A) As RSKs fosforilam TSC1/2, o que poderia regular negativamente a 

atividade de RHEB, que estimula mTORC1. Elas também fosforilam as seguintes proteínas, que são alvos 
compartilhados entre RSKs e S6Ks: rpS6, que participa da biogênese de ribossomos; eIF4B, que aumenta a 
atividade de helicase de eIF4A e facilita a ligação da subunidade ribossomal 40S ao mRNA; e (B) eEF2K. Em 
condições basais, em que não há estímulo para os RTKs (por exemplo, em condições de carenciamento de soro), 
eEF2K fosforila eEF2. Isso resulta na inibição da função de eEF2, impedindo a elongação da cadeia peptídica 
durante o processo de síntese de proteínas. Entretanto, sob estímulo e ativação dos RTKs, S6K1 e RSK fosforilam 
eEF2K, impedindo sua atividade de inibição sobre eEF2. Em consequência, a atividade de eEF2 propicia a 
adequada elongação da cadeia peptídica.  
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1.7.2 RSKs e câncer 

Devido aos processos regulados por RSK nas células, elas podem favorecer o 

desenvolvimento de diversas patologias. Seu papel em doenças ainda não está muito bem 

estabelecido, mas a isoforma RSK2 foi associada à patogênese da síndrome de Coffin-Lowry. 

Nessa síndrome ocorrem alterações cognitivas e psicomotoras, explicadas, pelo menos em 

parte, por mutação em RSK2. Zeniou et al. (2002) identificaram expressão predominante de 

RSK2 em áreas do cérebro responsáveis pela função cognitiva e aprendizado, o que ressalta os 

efeitos causados pela mutação. 

De forma importante, a identificação de um número crescente de tumores que 

apresentam desregulação da expressão ou da atividade de RSK indica o papel desta proteína no 

desenvolvimento e/ou manutenção dessas doenças. Em câncer de próstata, as isoformas RSK1 

e RSK2 apresentaram aumento de expressão, sendo RSK2 associada a pior prognóstico quando 

avaliada a progressão local da doença (Clark et al. 2005) e também a ocorrência de metástases 

ósseas (Yu et al. 2015). Como os genes de RSK1 e RSK2 estão localizados em diferentes 

cromossomos, provavelmente as alterações são decorrentes de alterações na sinalização e não 

de amplificação gênica, que precisaria ocorrer de maneira independente (Clark et al. 2005). 

Outro trabalho, que analisou tecidos de pacientes com câncer de mama, identificou redução nos 

níveis de RSK1 e RSK3 e associação deste achado com progressão da doença, o que não foi 

relatado para RSK2 (Zhao et al. 2016). Contrariamente, Kang et al. (2010) reportaram, pela 

primeira vez, que RSK2 está relacionada aos processos de invasão e metástase em carcinoma 

de células escamosas de cabeça e pescoço, ao observarem níveis elevados de RSK2 em 

linhagens celulares com alta capacidade de invasão e também ao correlacionarem a alta 

expressão de RSK2 em tumores de pacientes com progressão metastática. Em tumores 

hematológicos, como mieloma múltiplo e algumas leucemias, RSK2 está envolvida no processo 

tumorigênico (Elf et al. 2011). De forma interessante, um estudo sobre câncer de pulmão 

metastático identificou diversas quinases relacionadas ao processo de motilidade nesse tipo de 

tumor, entre elas RSK1. As análises in vitro confirmaram esse achado, assim como a 

observação de que pacientes com tumores sem a expressão de RSK1 apresentaram menor 

número de metástases (Lara et al. 2011).  

No caso de RSK3 e RSK4, foi identificada redução da expressão em diversos tumores, 

por exemplo, câncer de ovário, colorretal, mama e leucemia mieloide aguda, o que sugere uma 

possível função antitumoral para essas isoformas (Romeo et al. 2012). Em câncer de ovário 

ambas as isoformas, quando expressas, induziram a parada do ciclo celular e apoptose (Bignone 

et al. 2007). De forma geral, acredita-se que RSK1 e RSK2 promovem a proliferação, 
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crescimento e sobrevivência de células tumorais, enquanto RSK3 e RSK4 atuam como 

supressoras tumorais (Houles e Roux 2018).  

Em GBMs, o papel das RSKs ainda não é bem estabelecido. Sulzmaier et al. (2016) 

reportaram que a isoforma RSK2 regula a motilidade e invasão, em experimentos in vitro. Esse 

mesmo estudo analisou bancos de dados públicos e identificou aumento da expressão de RSK2 

em GBMs de pacientes, além de associar esse achado com doença em estágio avançado e pior 

sobrevida global. 

 Em um trabalho recente do nosso grupo, foi avaliado o nível das isoformas de RSK em 

GBMs de pacientes. Observou-se que aproximadamente metade dos astrocitomas de grau IV 

(GBMs) apresentavam altos níveis de RSK1 (RSK1hi) quando comparados com o tecido 

cerebral não tumoral e com astrocitomas de baixo grau (Figura 9, A). Por outro lado, ao avaliar 

os níveis de RSK2, nenhuma diferença foi observada entre astrocitomas de diferentes graus 

(Figura 9, B e C). No caso de RSK3, foi visto uma redução da expressão conforme o aumento 

da malignidade dos astrocitomas, e a expressão de RSK4 não foi identificada nos gliomas 

analisados (Figura 9, D). Outro resultado relevante foi a detecção de altos níveis de fosforilação 

de RSK1 no sítio S380, que é necessária para a ativação da proteína, em parte dos GBMs. 

Assim, é possível afirmar que ocorre aumento da expressão e da ativação de RSK1 em GBMs 

(Hajj et al. 2020). 
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Fonte: HAJJ et al. (2020). 

Figura 9 - A expressão de RSK1 aumenta em um grupo de GBMs. A expressão de (a) RSK1, (B) 

RSK2 e (C) RSK3 em astrocitomas foi avaliada por imunohistoquímica, com identificação de maiores níveis de 
RSK1 em um grupo de astrocitomas de grau IV (GBM). (D) A expressão de RSK3 e RSK4 em GBMs foi avaliada 
por western blot. Extratos de células LN-18 transfectadas para expressar HA-RSK3 e HA-RSK4 foram usados 
como controle positivo. Maior quantidade de extrato proteico das amostras de tumores foi aplicada no gel em 
comparação ao controle positivo. Além disso, os filmes foram superexpostos para detecção das bandas de RSK3 
e RSK4. Os níveis de ERK1/2 e a coloração da membrana por Ponceau foram usados como controle de 
carregamento. 
 

 Neste mesmo estudo, foi avaliada a sobrevida dos pacientes de acordo com a expressão 

de RSK1 (Figura 10), com pior sobrevida para aqueles que apresentaram maior expressão desta 

isoforma (Hajj et al. 2020). 
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Figura 10 - Alta expressão de RSK1 está associada a pior sobrevida em GBMs. (A) O gráfico 

mostra a sobrevida para os pacientes de acordo com a expressão de RSK1 (baixa expressão em vermelho e alta 
expressão em verde). A linha vertical indica o cutoff para determinar a expressão de RSK1 e a linha horizontal 
indica a maior sobrevida observada para o grupo RSK1hi. (B) Curva de sobrevida para pacientes com baixa 
expressão de RSK1 (em vermelho) ou alta expressão (em verde). 
 

 Em resultados anteriores do nosso grupo (não publicados) foi avaliada a expressão das 

quatro isoformas de RSK em cinco linhagens celulares de GBM (Figura 11). Não foram 

observadas diferenças no nível de RSK2 entre as linhagens analisadas, enquanto o nível de 

RSK1 variou de forma importante, inclusive com ausência de detecção na linhagem celular 

U118-MG. No caso de RSK3, a expressão é baixa ou indetectável, e RSK4 está ausente em 

todas as linhagens celulares. Estes resultados refletem o que foi observado nos GBMs de 

pacientes. 

 

 
 
Figura 11 - Níveis das isoformas de RSK em linhagens celulares de GBM. Extratos celulares 

obtidos das linhagens celulares indicadas foram submetidos à técnica de western blot para detecção das isoformas 
de RSK. (A) Níveis de RSK1 e RSK2 em diferentes linhagens celulares de GBM. Os níveis de β-actina e a 
coloração da membrana por Ponceau foram usados como controle de carregamento. (B) Como controle positivo, 
foram utilizados extratos de células LN-18 transfectadas para expressar HA-RSK3 e HA-RSK4, usando-se para o 
western blot uma quantidade três vezes menor de extrato em relação ao extrato das outras células. As bandas de 
RSK3, que apareceram quando a incubação foi feita com o anticorpo anti-RSK3 da Santa Cruz Biotechnology (sc-
1431), foram identificadas apenas após longo tempo de exposição. Entretanto, ao ser usado o anticorpo da Cell 
Signalling (#9343), a isoforma RSK3 não foi detectada. Os níveis de β-actina e/ou a coloração da membrana por 
Ponceau foram usados como controle de carregamento. 
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Com base no que foi apresentado, é possível afirmar que o papel das RSKs no 

desenvolvimento e manutenção de tumores não é apenas isoforma-específico, mas também 

varia de acordo com o tipo de tumor. Eles também levantam a possibilidade de que as RSKs 

podem ter uma função relevante como biomarcadoras em diversos tipos de câncer. De fato, elas 

surgiram como um alvo promissor para terapias antineoplásicas e o desenvolvimento de 

diversos inibidores que possuem como alvo o CTKD ou o NTKD já foram descritos. O primeiro 

composto a ser utilizado foi SL0101, que é um inibidor competitivo de ATP e atua sobre o 

NTKD das quatro isoformas de RSK (Smith et al. 2005; Bain et al. 2007). Entretanto, ele 

também atua de forma inespecífica sobre outras quinases. O inibidor BI-D1870, embora seja 

específico em relação a outras quinases do grupo AGC, também apresenta efeitos sobre outras 

quinases, o que explica os efeitos off-target observados em células de GBM após o uso desses 

dois inibidores (Roffé et al. 2015). Por sua vez, o inibidor fmk se liga de maneira irreversível 

no sítio de ligação de ATP, modificando o CTKD das isoformas RSK1, RSK2 e RSK4. No 

entanto, além de não inibir RSK3, os efeitos do NTKD independentes do CTKD não podem ser 

inibidos por ele (Aronchik et al. 2014). 

Apesar de diversos inibidores terem sido desenvolvidos nos últimos anos, nenhum deles 

é usado atualmente na clínica, sobretudo devido à inespecificidade (Davies et al. 2015). Além 

disso, seria interessante o desenvolvimento de inibidores específicos para as diferentes 

isoformas, devido aos efeitos pró-tumorais e antitumorais que já foram observados para 

diferentes isoformas, a depender do contexto. 

Devido às limitações no uso dos inibidores químicos, estudos anteriores do nosso grupo 

que buscaram estudar efeitos das isoformas de RSK em GBMs foram conduzidos a partir da 

geração de células nocautes pelo sistema CRISPR/Cas9. Essas células foram empregadas em 

experimentos de translatômica, apresentados adiante, que revelaram funções isoforma-

específicas para as RSKs.  

 

1.8 TRANSCRIPTÔMICA E TRANSLATÔMICA APLICADAS AO ESTUDO 

DE GBMS 

 

 O desenvolvimento de tecnologias “ômicas” nos últimos anos, como a genômica, a 

transcriptômica e a proteômica, permitiram um entendimento mais profundo da regulação da 

expressão gênica (King e Gerber 2014). 
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Os estudos baseados em transcriptômica, que analisam os mRNAs na célula (Figura 5), 

tornaram-se muito comuns porque ferramentas simples estão disponíveis tanto para a extração 

de RNA quanto para as análises feitas posteriormente, como microarranjo e sequenciamento 

(RNA-seq). Entretanto, embora as análises de transcriptômica sejam eficientes quando se 

investiga mudanças na expressão gênica causadas por drogas, hormônios ou por alguma doença, 

os achados são limitados porque os níveis de mRNA não estão necessariamente correlacionados 

com os níveis de proteínas. Porém, a análise do transcriptoma é menos complexa do que a 

análise do proteoma. A ampla diversidade de propriedades físicoquímicas dos aminoácidos, a 

ocorrência de modificações nas proteínas e a formação de complexos por elas, além de 

variações em vias de sinalização frente a diferentes estímulos, representam desafios nas análises 

de proteômica (Altelaar et al. 2012; Aslam et al. 2017). Uma das alternativas usadas pelo TCGA 

é a técnica de RPPA (do inglês, reverse-phase protein array), um ensaio quantitativo que utiliza 

anticorpos para avaliar múltiplas proteínas em uma amostra. É possível avaliar tanto as 

proteínas presentes quanto algumas modificações pós-traducionais, no entanto, o número de 

proteínas analisadas é limitado a algumas centenas (Li et al. 2013). 

 Em relação a estudos com GBMs, os dados gerados por genômica e por transcriptômica 

não conseguiram estabelecer uma correlação com parâmetros clínicos. Assim, do ponto de vista 

clínico, quase nenhum benefício foi gerado para os pacientes acometidos pela doença e, 

portanto, novas abordagens são indispensáveis. 

 A compreensão da tradução como um importante mecanismo de controle da expressão 

gênica e as limitações apresentadas nas análises de transcriptômica levaram ao aperfeiçoamento 

dos métodos de translatômica, que permitem a análise do translatoma, ou seja, apenas dos 

mRNAs ativamente traduzidos na célula (Figura 5). Estudos que exploraram essa estratégia 

tiveram início na década de 1970, porém tornaram-se mais comuns apenas nos últimos anos, 

atingindo uma escala global (Piccirillo et al. 2014; Zhao J et al. 2019). Além deles contribuírem 

para descobertas de novos princípios e mecanismos da tradução, eles também podem auxiliar 

no entendimento das diferenças observadas entre análises de transcriptômica e de proteômica 

(Chassé et al. 2017). 

 Uma das técnicas utilizadas para estudar o translatoma é o perfil polissomal. Os mRNAs 

podem ter sequências longas, consistindo em milhares de bases, porém os ribossomos 

associam-se apenas com vinte a trinta nucleotídeos de cada vez (Ingolia 2016). Por isso, é 

possível que mais de um ribossomo esteja associado a um mesmo mRNA, resultando em uma 

estrutura chamada de polirribossomo ou polissomo (Figura 12). Quanto mais ribossomos 

estiverem associados a um mRNA, maior será a massa do polissomo. Baseado nisso, é possível 
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separar os polissomos que possuem quantidades diferentes de ribossomos por meio de um 

gradiente de sacarose, em que os polissomos com maior quantidade de ribossomos associados 

sedimentam mais no gradiente do que os polissomos com menor quantidade de ribossomos, 

cuja tradução não é considerada tão eficaz (Pringle et al. 2019). Isso corresponde ao princípio 

do perfil polissomal, que será apresentado em detalhes na seção Material e métodos. 

 

 
Fonte: Adaptado de Alberts et al. (2004). 

Figura 12 - Esquema de um polissomo. (A) Esquema de uma molécula de mRNA com diversos 

ribossomos associados, constituindo um polissomo. (B) Microscopia eletrônica de um polissomo.  
 

1.8.1 Translatômica em GBMs de pacientes 

 Como comentado anteriormente, análises que empregaram a transcriptômica e a 

proteômica não se refletiram em benefícios clínicos para os pacientes com GBM. Assim, nosso 

grupo está envolvido em um projeto que visa investigar o translatoma de GBMs de pacientes. 

Resultados parciais revelaram que a análise do mRNA associado a polissomos (poly mRNA) 

consegue separar claramente os GBMs em clusters bem definidos e com características 

particulares (Figura 13, A e B). Por outro lado, a existência de clusters baseados em mRNA 

total (equivalente à transcriptômica) não é tão clara (Figura 13, D e E), como observado nos 

estudos do TCGA. Por isso, ao avaliar a sobrevida, não foi possível fazer a análise a partir dos 

dados obtidos com o mRNA total. Entretanto, de forma importante, os clusters baseados no 

mRNA polissomal apresentaram diferenças na sobrevida (Figura 13, C). Além disso, a 

separação em clusters a partir dos resultados da translatômica indicou que diferentes mRNAs 

estão enriquecidos em cada um deles (Figura 13, B): mRNAs relacionados a mTOR (cluster 
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TOR, em verde), enriquecimento de mRNAs mitocondriais (cluster MIT, em azul) e 

enriquecimento de mRNAs de cílio primário (cluster CIL, em vermelho). 

 

 
 
Figura 13 - Separação de pacientes portadores de GBM em diferentes clusters a partir das 
análises da translatômica. Análise de componentes principais (PCA) a partir dos dados da (A) translatômica 

e (D) transcriptômica. Os números nos gráficos indicam a sobrevida (em dias) e os círculos abertos (status 0) 
indicam os pacientes censurados. (B) Separação dos pacientes em diferentes clusters (TOR, em verde; MIT, em 
azul e CIL, em vermelho) a partir da translatômica e (E) a partir da transcriptômica. (C) Análise de sobrevida para 
os clusters obtidos da translatômica (dados não publicados).  
 

 Interessantemente, o cluster TOR, um dos que apresentou pior sobrevida, foi 

caracterizado pelo enriquecimento de mRNAs de proteínas ribossomais, que possuem, em sua 

maioria, a sequência 5’TOP (5’TOP mRNAs) (Figura 14). É importante mencionar que 

mTORC1 regula a tradução dos 5’TOP mRNAs e que, de fato, foi observado enriquecimento 

do mRNA de Raptor, um importante regulador positivo da função de mTORC1, e da proteína 

1 relacionada a La (LARP1) (Figura 14), que regula a tradução dessa família de mRNAs e é 

outro alvo de mTORC1 (Fonseca et al. 2015; Lahr et al. 2017). Como resultados interessantes 

acerca da regulação dos 5’TOP mRNAs também foram previamente identificados pelo nosso 

grupo em análises de translatômica com as células nocautes para RSK, será feita uma breve 

apresentação sobre essa família de mRNAs antes da discussão destes resultados. 
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Figura 14 - Transcritos que codificam proteínas ribossomais são diferencialmente expressos 
no mRNA associado com polissomos em GBMs. O heatmap apresenta a expressão de mRNAs que 

codificam proteínas ribossomais a partir de mRNA purificado de polissomos. A maioria desses mRNAs possuem 
a sequência 5’TOP. Também se observa a expressão de proteínas relacionadas à regulação da função de mTORC1 
e de LARP1, um dos alvos de mTORC1. 
 

1.8.2 Família de mRNAs com sequência 5’TOP 

 A sequência 5’TOP (do inglês, 5’terminal oligopyrimidine tract) é encontrada na região 

5’ não traduzida dos mRNAs (5’UTR) e possui função reguladora. Os componentes da família 

de mRNAs 5’TOP são caracterizados pela presença de um resíduo de citosina após o cap, 

seguido por uma sequência ininterrupta de quatro a quinze pirimidinas; proporção similar de 

resíduos de citosina e de uracila nessa sequência; e região rica em G-C downstream à sequência 

5’TOP (Meyuhas e Kahan 2015). Atualmente 97 mRNAs possuem a sequência 5’TOP, que é 

encontrada em quase todos os mRNAs que codificam proteínas ribossomais e fatores de 

tradução (Philippe et al. 2020). Na Figura 15 está destacada a sequência 5’TOP de dois mRNAs 

5’TOP, PABPC4 e RPS11, que codificam a proteína citoplasmática 4 de ligação a poli(A) e a 

proteína ribossomal S11, respectivamente. 

  



36 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 15 - Sequência 5’TOP dos mRNAs PABPC4 e RPS11. São mostrados os 30 primeiros 

nucleotídeos dos mRNAs de PABPC4 e RPS11, com destaque para a sequência 5’TOP. As sequências foram 
obtidas da base de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

 

 Diversos fatores influenciam a tradução dos 5’TOP mRNAs, como estímulos durante a 

mitose, fatores de crescimento e disponibilidade de oxigênio e de aminoácidos. No primeiro 

caso, quando as células param de proliferar e, consequentemente, não precisam aumentar a 

quantidade de ribossomos, é necessário que um mecanismo eficiente de controle promova a 

redução da produção dos constituintes ribossomais. Assim, a tradução de 5’TOP mRNAs é 

reprimida quando o ciclo celular é interrompido e as células permanecem na fase G0. Ao 

contrário, em condições ótimas para a célula, com disponibilidade de nutrientes e oxigênio, a 

tradução está ativada e ocorre com máxima eficiência. Ainda assim, apenas cerca de 30% dos 

5’TOP mRNAs são encontrados em complexos de ribonucleoproteínas nessas condições. No 

caso de privação de nutrientes ou de oxigênio, a quantidade de 5’TOP mRNAs 

traducionalmente ativos cai pela metade. Dessa forma, a sequência 5’TOP é um elemento 

essencial para a repressão da tradução durante a parada do ciclo celular e a carência de 

nutrientes, além de inibir a biogênese de ribossomos, que demanda grande gasto de energia 

(Damgaard e Lykke-Andersen 2011). Apesar da sua importante função, os mecanismos de 

regulação desses mRNAs não foram completamente elucidados (Meyuhas e Kahan 2015). 

Porém, sabe-se que o controle da tradução dos 5’TOP mRNAs, ao menos em grande parte, é 

regulado pela via de sinalização de mTORC1 (Fonseca et al. 2018).  

 A reativação da tradução de 5’TOP mRNAs após disponibilização de fatores de 

crescimento ou de aminoácidos para células privadas desses fatores é dependente da via 

PI3K/AKT/mTORC1 (Stolovich et al. 2002; Patursky-Polischuk et al. 2009). Foi demonstrado 

que a deleção de TSC1 e/ou TSC2 e a superexpressão de Rheb são capazes de promover a 

ativação da tradução de 5’TOP mRNAs mesmo na ausência de oxigênio. Isso sugere que os 

sinais desencadeados por mitógenos, aminoácidos e pela presença de oxigênio convergem no 

complexo TSC1/2 e, através de Rheb, são transduzidos até mTORC1 (Miloslavski et al. 2014). 

Corroborando esses achados, estudos que utilizaram inibidores farmacológicos de mTORC1 

PABPC4: 5’ cucucuccgc cccgggucgc ugccgccucc 3’

RPS11: 5’ cuuuuuuuca ggcggccggg aagatggcgg 3’ 
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reportaram uma pronunciada repressão da tradução de mRNAs 5’TOP e que eles são os mRNAs 

mais sensíveis à inativação de mTORC1 (Terada et al. 1994; Jefferies et al. 1994; Thoreen et 

al. 2012; Hsieh et al. 2012). No entanto, por muito tempo foram feitos trabalhos na tentativa de 

estabelecer os mecanismos da regulação a partir de mTORC1, o que começou a ser esclarecido 

nos últimos anos. 

 Inicialmente, foram utilizadas análises de proteômica para identificar proteínas que 

estariam relacionadas à regulação da tradução dos 5’TOP mRNAs, de maneira dependente de 

mTORC1. Entre as proteínas encontradas, LARP1 surgiu como uma candidata a desempenhar 

essa função. Foi observado que LARP1 é capaz de se unir à região 5’cap dos mRNAs com 

sequências 5’TOP por meio da associação com PABP. Além disso, LARP1 se associa tanto 

com monossomos quanto com polissomos, sugerindo que a associação com o mRNA ocorre 

precocemente durante o processo de tradução (Tcherkezian et al. 2012). 

 No entanto, posteriormente foi demonstrado que, na verdade, LARP1 atua regulando a 

estabilidade dos 5’TOP mRNAs e inibindo sua tradução. A interação de LARP1 com a estrutura 

5’cap impede a ligação de eIF4E e, consequentemente, a interação de eIF4F com o mRNA 

(Fonseca et al. 2015; Lahr et al. 2017). Além disso, LARP1 foi identificada recentemente como 

um alvo de mTORC1, e essa interação contribui para a regulação da tradução dos 5’TOP 

mRNAs (Figura 16). A proteína LARP1 se associa com RAPTOR quando mTORC1 está ativo. 

Por outro lado, quando mTORC1 está inativo, LARP1 se dissocia de mTORC1 e se liga à 

sequência 5’TOP, com consequente repressão da tradução dos 5’TOP mRNAs (Fonseca et al. 

2015). Isso ocorre por meio da região D15 localizada na região C-terminal e específica da 

família de proteínas LARP (Lahr et al. 2015, 2017). Confirmando esses achados, foi 

demonstrado que a redução dos níveis de LARP1 através de RNA de interferência atenuou os 

efeitos inibitórios de rapamicina, Torin1 e de privação de aminoácidos sobre a tradução dos 

5’TOP mRNAs (Fonseca et al. 2015). Dessa maneira, a interação entre LARP1 e mTORC1 é 

fundamental para controlar a síntese de ribossomos e de fatores de tradução, sendo outro alvo 

de mTORC1 relacionado ao processo de tradução, assim como 4E-BP1 e S6K1. 
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Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (2018). 

Figura 16 - Controle da tradução de mRNAs com sequência 5’TOP pela proteína LARP1. 
LARP1 se associa com a proteína de ligação à cauda poli(A) (PABP), conferindo estabilidade ao mRNA 5’TOP. 
Ela também inibe a tradução, ao se ligar ao cap e à sequência 5’TOP do mRNA, o que ocorre quando mTORC1 
está inativo (à direita). Após a ativação de mTORC1, LARP1 se dissocia da extremidade 5’ do mRNA. Isso permite 
a ligação de eIF4E ao cap, etapa necessária para dar início à tradução (à esquerda).  
 

1.8.3 Translatômica em linhagens celulares de GBM 

 Um trabalho anterior do nosso grupo investigou a regulação da tradução em GBMs, 

particularmente pela família de proteínas RSK, na linhagem celular LN-18. Como comentado 

anteriormente, uma das principais limitações em estudos que abordam as funções das RSKs é 

o fato de que os inibidores químicos disponíveis possuem efeitos inespecíficos sobre a via de 

mTORC1, dificultando o correto entendimento do real efeito das RSKs nesta via. Por isso, 

optou-se por gerar células LN-18 nocautes para RSK1, RSK2 e RSK1/2 (DKO), através do 

sistema CRISPR/Cas9 (referidas no texto como células LN-18CRISPR). As células foram tratadas 

com Torin1, para análise dos efeitos das RSKs que são dependentes e independentes de 

mTORC1, e os extratos foram submetidos ao perfil polissomal. Posteriormente, o mRNA 

obtido nas frações do perfil polissomal e o mRNA total foram analisados por microarranjo e a 

análise do translatoma foi feita pelo pacote anota2seq, que identifica diferenças na eficiência 

da tradução que se refletem nos níveis proteicos (Oertlin et al. 2019). Observou-se que as 

isoformas RSK1 e RSK2 regulam diferentes conjuntos de mRNAs. Entre eles, os resultados 
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apontaram que a regulação da tradução de 5’TOP mRNAs ocorre através da isoforma RSK1, 

porém apenas quando mTORC1 está inativado (Figura 17). 

 

 
 
Figura 17 - Regulação da tradução de 5’TOP mRNAs pela isoforma RSK1. (A) Na translatômica, 

a análise dos genes diferencialmente expressos a partir do mRNA polissomal foi feita por meio de contrastes entre 
as diferentes células LN-18CRISPR e os diferentes tratamentos (DMSO ou Torin1). Por exemplo, o contraste 
RSK1_TD (destacado em vermelho) representa mRNAs reduzidos após o tratamento com Torin1 nas células LN-
18CRISPR RSK1KO. O gráfico apresenta a variação dos níveis de mRNA associados com polissomos (poly mRNA) 
que codificam proteínas ribossomais (as quais possuem, em sua maioria, a sequência 5’TOP) nos diferentes 
contrastes analisados. No contraste em destaque, RSK1_TD, observa-se maior quantidade de mRNAs com 
sequência 5’TOP com tradução reduzida, indicando que essa redução ocorre em células RSK1KO quando elas são 
tratadas com Torin1, ou seja, quando mTORC1 está inativo. (B) Maior redução da tradução em células RSK1KO 

após tratamento com Torin1, quando comparadas às demais células LN-18CRISPR. (C) A redução na tradução de 
outros 5’TOP mRNAs também foi mais proeminente em células RSK1KO após tratamento com Torin1 (destacado 
em vermelho). 
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 Neste estudo, investigamos mais profundamente o envolvimento da isoforma RSK1 na 

regulação dos 5’TOP mRNAs, dando continuidade aos resultados apresentados previamente. 

Inclusive, isso pode estar relacionado a um mecanismo de resistência ao uso de inibidores de 

mTORC1 no tratamento de GBMs, já que a presença da isoforma RSK1 garantiria a tradução 

dos mRNAs 5’TOP mesmo após inativação de mTORC1. O entendimento da regulação da 

tradução desses mRNAs em GBMs é relevante também quanto a aspectos clínicos, porque, 

como apresentado, os mRNAs de proteínas ribossomais estão enriquecidos num dos clusters de 

pacientes que apresentou pior sobrevida nas análises baseadas no translatoma.  

 Além disso, diversos experimentos prévios do nosso grupo, além da translatômica, 

foram feitos com as células LN-18CRISPR. No entanto, as diferentes linhagens celulares humanas 

de GBM possuem características distintas entre si (Ishii et al. 1999) e, por isso, os resultados 

obtidos a partir de experimentos com uma linhagem nem sempre podem ser extrapolados para 

outra. Por exemplo, as células LN-229 expressam a isoforma RSK1, porém em níveis menores 

que LN-18 (Figura 11). Além disso, elas possuem menores níveis de ativação de 

AKT/mTORC1 do que as células LN-18 (Roffé et al. 2015). Assim, trabalhamos na geração de 

outra linhagem celular nocaute para as isoformas das RSKs, a LN-229, que se apresentou como 

uma opção adequada para esse objetivo por apresentar níveis detectáveis de RSK1 e RSK2 

(Figura 11). Dessa maneira, seria possível validar achados anteriores e gerar mais um modelo 

útil para o entendimento das funções biológicas das RSKs em GBMs. 

 O presente estudo busca compreender melhor mecanismos moleculares relacionados à 

tradução que estão alterados nos GBMs, com o potencial de identificação de novos alvos 

moleculares para o tratamento e/ou a identificação de novas funções biológicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o papel das RSKs na fosforilação de alvos relacionados à síntese de proteínas 

e na regulação da tradução de mRNAs com sequência 5’TOP em GBMs. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Gerar uma linhagem celular humana de GBM (LN-229) nocaute para as isoformas 

RSK1 e/ou RSK2, por meio do sistema CRISPR/Cas9. 

 Investigar os efeitos da depleção das isoformas de RSK nas vias de sinalização 

Ras/ERK/RSK e PI3K/AKT/mTORC1, utilizando as células LN-229 nocaute para 

RSK1 e/ou RSK2, e também linhagens celulares de GBM que expressam níveis 

distintos de RSK1. 

 Analisar os efeitos da perda das isoformas das RSKs na tradução nas células LN-229 

nocaute para RSK1 e/ou RSK2. 

 Investigar os efeitos da regulação traducional de mRNAs com sequência 5’TOP, de 

maneira dependente da família de quinases RSK, utilizando as células LN-18CRISPR e 

linhagens celulares de GBM que expressam diferentes níveis de RSK1. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CULTURA CELULAR 

 

 Foram usadas linhagens celulares derivadas de GBM obtidas da empresa 

American Type Culture Collection (ATCC). As linhagens comerciais utilizadas foram: LN-18 

(homem, 65 anos; ATCC® CRL-2610™); LN-229 (mulher, 60 anos; ATCC® CRL-2611™); 

U87-MG (homem, idade desconhecida; ATCC® HTB-14™); A172 (homem, 53 anos; 

ATCC® CRL-1620™); e U118-MG (homem, 50 anos; ATCC® HTB-15™). Também foram 

usadas células LN-18 nocautes para as isoformas RSK1, RSK2 e duplo nocaute para RSK1 e 

RSK2 (DKO), geradas pela técnica de CRISPR/Cas9 em um trabalho prévio do grupo (células 

LN18CRISPR). 

 As células foram mantidas em meio DMEM High Glucose (Thermo Fisher Scientific) 

acrescido de 10% soro fetal bovino (SFB - Thermo Fisher Scientific) 1% piruvato de sódio 

(Thermo Fisher Scientific) e 40 μg/mL do antibiótico Garamicina (Hipolabor Farmacêutica), 

em estufa úmida, a 37 ºC e 5% de CO2. 

 

3.2 GERAÇÃO DA LINHAGEM CELULAR LN-229 NOCAUTE PARA AS 

ISOFORMAS RSK1 E RSK2 

 

 A geração de células nocautes foi feita por meio da técnica de edição do genoma 

CRISPR/Cas9, segundo o protocolo descrito por Ran et al. (2013) com pequenas modificações. 

Essa técnica consiste no direcionamento da endonuclease Cas9 a um sítio específico na 

sequência de DNA, através de pequenas sequências de RNA, chamadas de RNA guia (sgRNA). 

Elas são capazes de parear com a região do genoma complementar a sua sequência, permitindo 

que a Cas9 seja corretamente direcionada e atue clivando a fita de DNA. Em consequência, a 

quebra na fita dupla de DNA ativa os mecanismos de reparo de dano ao DNA na célula. Há 

dois tipos de mecanismos que podem ocorrer: junção de pontas não homólogas (NHEJ) ou 

Homology-Directed Repair (HDR). No caso do NHEJ o dano ao DNA é corrigido por inserções 

ou deleções na sequência de DNA, resultando em mutações do tipo indel. Se essas modificações 

resultarem em mutações de perda de sentido, alteração da fase aberta de leitura ou geração de 

um códon de parada prematuro, ocorrem alterações no mRNA formado, que resultam em sua 
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degradação e/ou perda da expressão normal da proteína. Assim, são induzidas alterações 

genéticas permanentes e os nocautes de interesse são gerados com sucesso. Na presença de um 

repair template, o reparo ocorre através do processo de HDR, que é menos propenso a erros, 

pois, em geral, não resulta em mutações. Após a quebra da fita dupla, ocorre o recrutamento de 

proteínas para a região da quebra, que invadem a fita de DNA intacta, buscando regiões de 

homologia (Figura 18). 

 

 
Fonte: Adaptado de Ran et al. (2013). 

Figura 18 - Técnica de CRISPR/Cas9. O princípio da técnica de CRISPR/Cas9 para geração de células 

nocautes é o direcionamento da enzima Cas9 a uma região específica do genoma por meio de sgRNAs, com 
clivagem da fita dupla de DNA. Em consequência, a célula pode ativar dois mecanismos de reparo de danos ao 
DNA, a junção de pontas não homólogas (NHEJ) ou Homology-Directed Repair (HDR). A correção do dano ao 
DNA pela NHEJ é feita através de inserções ou deleções de bases, o que resulta em mutações do tipo indel. Se 
essas mutações provocarem perda de sentido, alteração da fase aberta de leitura ou geração de um códon de parada 
prematuro, o mRNA não será corretamente traduzido e a proteína não será expressa. Já na presença de um repair 
template, o mecanismo de reparo ativado pela célula é o HDR.  
 

 Neste trabalho, a técnica de CRISPR/Cas9 foi usada com o objetivo de gerar células 

LN-229 nocautes para RSK1, RSK2 e duplo nocautes RSK1 e RSK2 (identificadas adiante 

como células LN229CRISPR). As sgRNAs foram geradas por meio de uma ferramenta disponível 

em http://crispr.mit.edu/ e foram desenhadas para terem como alvo os primeiros éxons dos 

genes de RSK1 e RSK2 (genes RPS6KA1 e RPS6KA3, respectivamente). O uso dos primeiros 

éxons como alvo é estratégico, pois reduz as chances de que proteínas truncadas, que ainda 

poderiam desempenhar alguma ação, sejam sintetizadas pela célula. Além disso, um fator que 

contribui para a especificidade da técnica é a sequência PAM, uma sequência curta de DNA 

localizada após a sequência-alvo. Ela é específica para endonucleases de diferentes 

microrganismos e é necessária para que a clivagem aconteça. No caso da Cas9 de Streptococcus 
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pyogenes essa sequência corresponde a 5’-NGG, o que foi levado em consideração para o 

desenho das sgRNAs para ambos os genes. As sgRNAs foram inseridas em um plasmídeo 

contendo a endonuclease Cas9 tipo selvagem de S. pyogenes e genes de resistência a puromicina 

e ampicilina [pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene ID: 62988)]. 

  Para cada um dos genes a ser alterado, foram desenhadas duas sgRNAs diferentes, o 

que também é estratégico. Isso permite comparar os efeitos observados nas células nocaute 

geradas por cada par de guias e excluir a possibilidade de que sejam resultados de efeitos off-

target em outras regiões do genoma. As guias foram nomeadas A e B e seu éxon alvo e 

sequência são mostrados na Tabela 2. As definições top e bottom correspondem aos oligos de 

DNA sintetizados para serem inseridos nos plasmídeos contendo overhangs após o corte com 

a enzima de restrição BbsI. 

 

Tabela 2 - Sequências das guias A e B para os genes RPS6KA1 e RPS6KA3 
 

Gene sgRNA Éxon  
alvo 

Sequência 

 
RPS6KA1 

 
A 

 
1 

5' CAC CGG CAC TAG CTC CAT GAG CGG CC 3' top  

5' AAA CGG CCG CTC ATG GAG CTA GTG CC 3' bottom  

 
RPS6KA1 

 
B 

 
3 

5' CAC CGG ATC ACG CAC CAC GTC AAG GC 3' top  

5' AAA CGC CTT GAC GTG GTG CGT GAT CC 3' bottom  

 
RPS6KA3 

 
A 

 
1 

5' CAC CGG AGC CCG TCC GAC AGC GCT G 3' top  

5' AAA CCA GCG CTG TCG GAC GGG CTC C 3' bottom  

 
RPS6KA3 

 
B 

 
9 

5' CAC CGG CCA GAA GTA GTT AAT CGT CG 3' top  

5' AAA CCG ACG ATT AAC TAC TTC TGG CC 3’ bottom  

 

 Os plasmídeos gerados foram transfectados nas células usando-se Lipofectamina 2000® 

(Invitrogen; 4 µl em 3 ml de meio Opti-MEM®) e 4 µg de DNA em placa de 60 mm, por 

condição. Foram usadas as seguintes condições: plasmídeo controle sem resistência à 

puromicina; vetor vazio (sem sgRNA); sgRSK1 A; sgRSK2 A; sgRSK1 A + sgRSK2 A; 

sgRSK1 B; sgRSK2 B; e sgRSK1 B + sgRSK2 B. Nas condições em que foram empregadas as 

duas guias simultaneamente, usou-se 2 µg de cada uma delas, para totalizar 4 µg. 

 A transfecção foi realizada por cinco horas, com retirada do meio Opti-MEM® e 

substituição pelo meio normal de cultivo. Após 48 horas, as células foram tratadas com 1,0 µl 

do antibiótico puromicina 1,0 µg/µl (Thermo Fisher Scientific), valor obtido a partir de uma 

curva de sensibilidade para puromicina realizada previamente. Para seleção das células 
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contendo o plasmídeo, o meio contendo antibiótico foi trocado a cada dois dias, até o momento 

em que as células transfectadas com plasmídeo sem resistência morreram, o que foi observado 

em quatro dias. 

 Após a seleção, as células foram deixadas por 24h em meio normal de cultivo para 

recuperação. Depois disso, a expressão de RSK1 e RSK2 foi avaliada no pool de células 

transfectadas com cada conjunto de guias, com o objetivo de verificar se o experimento 

funcionou e evitar que fossem posteriormente avaliadas apenas células que não são nocaute  

(Figura 19). É possível observar redução das isoformas RSK1 e RSK2 nas células transfectadas 

com sgRSK1 e/ou sgRSK2 quando comparado às células controle, que foram transfectadas com 

plasmídeo vazio. Assim, seguiu-se com o isolamento dos clones derivados de uma única célula, 

em que 500 células de cada condição foram plaqueadas em uma placa de 100 mm. A placa 

permaneceu em estufa úmida a 37 ºC até a formação de colônias derivadas de uma única célula. 

Após o tempo necessário, as colônias individuais foram transferidas para uma placa de 24 

micropoços com auxílio de uma micropipeta. No momento em que foi observada confluência 

de 80% em cada poço, os clones foram expandidos em placas cada vez maiores até a obtenção 

de quantidade suficiente de material para fazer um extrato proteico.  
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Figura 19 - Geração das células nocautes para RSK1 e RSK2. Após confecção dos plasmídeos 

contendo a sgRNA para o gene de interesse (RSK1 ou RSK2), as células foram transfectadas com 4 µg total de 
DNA por placa, em que foi adicionado também 4 µl de Lipofectamina 2000® e 3 ml de meio Opti-MEM®. Após 
seleção das células transfectadas com o antibiótico puromicina (1,0 µg/µl - Thermo Fisher Scientific), elas foram 
deixadas em meio normal de cultivo para recuperação. Antes de iniciar a etapa de isolamento dos clones, a 
expressão de RSK1 e RSK2 foi analisada no pool de células transfectadas com plasmídeo vazio e sgRSK1 e/ou 
sgRSK2 dos dois conjuntos de guias, A e B. A seta indica a banda específica referente à proteína RSK2. ERK1/2 
foi usada como proteína normalizadora. Após essa avaliação, as células foram submetidas a subsequentes 
expansões e, depois de crescerem em quantidade suficiente para obtenção de extratos proteicos, a expressão de 
RSK1 e RSK2 em células derivadas de um único clone foi avaliada por western blot.  
 

3.2.1 Superexpressão de RSK3 E RSK4  

 Como parte de estudos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado que células LN-229 

selvagens, bem como as células LN-18, U87, A172 e U118-MG, possuem níveis muito baixos 

ou indetectáveis das isoformas RSK3 e RSK4. Para avaliar se houve alteração nos níveis dessas 

isoformas nas células LN-229CRISPR, a expressão de RSK3 e RSK4 foi avaliada por western 

blot. Como controle positivo, foram usadas células LN-229 selvagens transfectadas com 

plasmídeo para expressar HA-RSK3 e HA-RSK4. Para isso, foram plaqueadas 3,0 x 105 células 

em placas de 60 mm (Corning). No dia seguinte, as células foram carenciadas de SFB e assim 

mantidas por 24 horas, para realização da transfecção. Os plasmídeos foram transfectados nas 

células usando-se 
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Lipofectamina 2000® (Invitrogen; 4 µl em 3 ml de meio Opti-MEM®) e 4 µg de DNA 

em cada placa de 60 mm. A transfecção foi feita por cinco horas e após esse tempo o meio Opti-

MEM® foi trocado pelo meio normal de cultivo. Depois de um período de recuperação de 24 

horas, foram feitos os extratos para serem aplicados no western blot. Foi aplicada uma 

quantidade três vezes menor de extrato obtido das células transfectadas em relação ao extrato 

obtido das células LN-229CRISPR. 

 

3.2.2 Avaliação das vias de sinalização 

 Torin1 é um inibidor potente e seletivo do sítio ativo de mTOR, atuando tanto sobre 

mTORC1 quanto mTORC2 (Thoreen et al. 2009). Neste trabalho, Torin1 foi utilizado também 

em ensaios de avaliação da sinalização celular das células LN-229CRISPR e das linhagens 

celulares LN-18, LN-229, U87-MG, A172 e U118-MG, para determinar efeitos das RSKs 

dependentes e independentes de mTORC1. 

 Para realização dos ensaios, foram plaqueadas 3,0 x 105  células em placas de 60 mm 

(Corning). As células foram carenciadas de SFB por 48 horas e, após esse tempo, foram tratadas 

com veículo (DMSO) ou Torin1 (250 nM) por 30 minutos, em estufa úmida a 37 ºC. Em 

seguida, foram estimuladas por 15 minutos, também em estufa úmida a 37 ºC, com PMA na 

concentração de 100 ng/mL (do inglês, phorbol-12-myristate-13-acetate - LC Laboratories). O 

PMA ativa a via RAS/ERK/RSK (Tee et al. 2003). Seguiu-se então com a preparação dos 

extratos e análise por western blot. 

 

3.2.3 Preparação dos extratos celulares e quantificação das proteínas 

 O meio de cultura foi removido das placas de células e estas foram lavadas duas vezes 

com PBS gelado. As células, mantidas sobre gelo, foram lisadas com tampão de lise (50 mM 

Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% NP40® - Sigma Aldrich; 

0,5% deoxicolato de sódio - Sigma Aldrich; coquetel de inibidores de fosfatase - Thermo Fisher 

Scientific; coquetel de inibidores de protease - Roche), cujo volume aplicado nas placas variou 

de acordo com a quantidade de células em cada uma. Em seguida, com o auxílio de um cell 

scraper (raspador), as placas foram raspadas e o conteúdo obtido foi centrifugado a 14000 RPM 

(centrífuga 5427R, Eppendorf) por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e utilizado 

para determinar a concentração de proteínas presentes nas amostras, que foi feita pelo método 

de Bradford, em placa de 96 poços. Para a quantificação, foi feita uma curva-padrão com 1 

mg/mL BSA (Sigma Aldrich) e foi usado o reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate® 
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(Bio-Rad). A absorbância do conteúdo dos poços foi medida em um leitor de placa i-Mark (Bio-

Rad) a 595 nm. Ao final, as amostras a serem analisadas por western blot foram preparadas 

com tampão redutor concentrado (4x: 125 mM Tris-HCl pH 6,8; 5% SDS (Merck); 1 mM 

EDTA pH 8,5; 5% β-mercaptoetanol (Merck); 20% glicerol; traços de azul de bromofenol), nas 

proporções adequadas. 

 

3.3 WESTERN BLOT 

 

 As amostras previamente preparadas foram aquecidas a 95 ºC durante cinco minutos 

para desnaturação das proteínas. Em seguida, elas foram adicionadas a um gel SDS-PAGE, de 

porcentagens diferentes (8% a 14%), de acordo com o peso molecular da proteína analisada. 

As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE e a corrida foi realizada em tampão de 

corrida (25 mM Tris; 191 mM Glicina (Sigma Aldrich); 0,1% SDS) com voltagem constante 

de 65 V durante 20 minutos e 120 V até finalizar. Após essa etapa, as proteínas presentes no 

gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham), etapa realizada a 100 

V durante 1,5 hora em tampão de transferência (25 mM Tris-base; 191 mM Glicina; 0,1% SDS; 

20% Metanol). A seguir, a membrana foi bloqueada em solução contendo 5% leite em pó livre 

de gordura diluído em 0,1% TBS-T (150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,1% Tween® - 

Sigma Aldrich), durante uma hora. Depois disso, foi feita a incubação com o anticorpo primário 

de interesse overnight (diluído em solução de TBS-T  com 5% BSA; Tabela 3) e, em seguida, 

adicionado o anticorpo secundário acoplado a peroxidase (anti-rabbit, anti-mouse ou anti-goat, 

Amersham; 1:2500 ou Santa Cruz; 1:2500), por 1 hora. A membrana foi revelada com kit de 

quimioluminescência (PierceTM ECL Western Blotting Substrate ou Immobilon® Western 

Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) em filme (Amersham Hyperfilm ECL). Os filmes 

foram digitalizados para documentação dos resultados. A análise densiométrica dos resultados 

foi feita pelo programa ImageJ e os gráficos construídos através do programa GraphPad Prism. 
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Tabela 3 - Anticorpos primários usados nas análises por western blot 
 

Proteína  Marca/Catálogo  Diluição  Anticorpo secundário 

RSK1  Santa Cruz / sc‐231  1:5000  Rabbit 

RSK2  Novus Biologicals / NBP1‐85552  1:2000  Rabbit 

RSK3  Santa Cruz / sc‐1431  1:1000  Goat 

RSK4  Santa Cruz / sc‐100424  1:1000  Mouse 

P(Thr202/Tyr204)‐ 

ERK 1/2 

Cell Signaling / #9101  1:2000  Rabbit 

ERK 1/2  Cell Signaling / #9102  1:1000  Rabbit 

P(Ser235/236)‐rpS6  Cell Signaling / #4856  1:2000  Rabbit 

rpS6  Santa Cruz / sc‐74459  1:1000  Mouse 

P(Ser422)‐eIF4B  Cell Signaling / #3591  1:700  Rabbit 

eIF4B  Santa Cruz / sc‐390912  1:700  Mouse 

P(Thr37/46)‐ 

4E‐BP1 

Cell Signaling / #9459  1:1000  Rabbit 

4E‐BP1  Cell Signaling / #9644  1:1000  Rabbit 

P(Ser366)‐eEF2K  Cell Signaling / #3691  1:1000  Rabbit 

eEF2K  Santa Cruz / sc‐390710  1:500  Mouse 

 

3.4 PERFIL POLISSOMAL 

 

 A técnica de perfil polissomal permite isolar os mRNAs que estão sendo ativamente 

traduzidos em proteínas pelos ribossomos, a partir de sua associação com os polissomos, dos 

mRNAs não traduzidos. Para isso, os lisados celulares são aplicados em gradientes de sacarose 

e, por meio de ultracentrifugação, as partículas ribossomais presentes na amostra sedimentam 

no gradiente de acordo com a densidade (Figura 20, A). Após essa etapa, é feita a leitura do 

gradiente a 254 nm, que detecta RNAs, com obtenção de frações contendo o mRNA livre na 

célula, as subunidades ribossomais 40S e 60S, os monossomos (80S) e os polissomos (Figura 

20, B). A tradução é considerada eficiente quando ocorre a partir dos polissomos “pesados”, ou 

seja, aqueles que possuem mais de três ribossomos associados ao mRNA (Gandin et al. 2014; 

Poria e Ray 2017), e é possível obter uma medida do nível de tradução por meio da razão entre 

a área sob os picos dos polissomos e a área sob o pico dos monossomos. 
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Fonte: Adaptado de Panda et al. (2017); Chassé et al. (2017). 

Figura 20 - Representação esquemática do perfil polissomal, visão geral. (A) Inicialmente, prepara-

se um gradiente de sacarose com diferentes concentrações, que variam de acordo com o protocolo. O gradiente é 
incubado a 4 °C por aproximadamente uma hora e, após estabilização, adiciona-se o extrato celular na parte 
superior. Em seguida, o gradiente é submetido à ultracentrifugação, com sedimentação dos componentes da 
amostra de acordo com a densidade. (B) No gradiente, distribuem-se os mRNAs livres, que estão no topo do 
gradiente, as subunidades ribossomais (40S e 60S), monossomos (80S) e mRNAs associados aos ribossomos (os 
polissomos). Após a ultracentrifugação, é feita a leitura do gradiente a 254 nm, com obtenção de uma representação 
gráfica, e simultânea separação das frações por meio de um coletor de frações. 
 

 Diferentes protocolos são utilizados para o perfil polissomal, de acordo com as análises 

a serem feitas, o que influencia na forma como os mRNAs se distribuem nas frações. Neste 

trabalho optamos por utilizar o perfil polissomal feito a partir de gradiente de sacarose linear e 

também a partir de gradiente de sacarose não-linear, de acordo com os objetivos dos 

experimentos. O gradiente linear foi preparado a partir de soluções de sacarose nas 
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concentrações 5%-50%, o que permite resolver em um mesmo perfil os picos das subunidades 

ribossomais e dos monossomos, além de separar os polissomos por diversas frações. Dessa 

forma, é útil para observar alterações na tradução em maiores detalhes. O gradiente de sacarose 

não-linear foi padronizado recentemente junto a colaboradores do nosso grupo e é uma 

abordagem otimizada em relação ao uso do gradiente linear (Liang et al. 2017). Ele é preparado 

a partir de soluções de sacarose nas concentrações 5%-34%-55% e os polissomos são 

encontrados na interface das soluções de sacarose 34% e 55%. Assim, é possível separar os 

polissomos em uma ou duas frações, facilitando a extração dos mRNAs associados aos 

polissomos (poly mRNA) a partir das frações coletadas e minimizando as perdas durante esse 

processo. A Figura 21 mostra a comparação entre os métodos que usam o gradiente linear e o 

gradiente não-linear (otimizado). 

 

 
Fonte: Adaptado de Liang et al. (2017). 

Figura 21 - Perfil polissomal com gradiente linear e não-linear (otimizado). (A) O gradiente linear 

pode ser preparado com concentrações de sacarose 5-50% e os polissomos, que correspondem aos mRNAs 
eficientemente traduzidos, distribuem-se por várias frações. (B) O gradiente não-linear (otimizado) é preparado 
com concentrações de sacarose 5%-34%-55% e os polissomos são obtidos a partir da interface entre as soluções 
de sacarose de 34% e 55%, no pico indicado na figura.  
 

As análises que podem ser feitas com as frações obtidas incluem RT-qPCR, RNA-seq 

e microarranjo, em que é possível identificar os mRNAs que estão sendo traduzidos em cada 

fração ou analisar o pool de mRNAs traduzidos em diferentes frações (Poria e Ray 2017).  

 Neste estudo, as frações obtidas do perfil polissomal foram usadas para analisar o nível 

de expressão de mRNAs 5’TOP nas células LN18CRISPR e em três linhagens celulares de GBM 
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selvagens (LN18, A172 e U118-MG), que possuem naturalmente níveis diferentes de RSK1 

(Figura 11). Para isso, a partir das frações, o mRNA foi extraído e submetido à RT-qPCR, o 

que será explicado em detalhes adiante. 

 

3.4.1 Preparação dos extratos para o perfil polissomal 

Inicialmente, cerca de 3,0 x 106 células foram plaqueadas em placas de 150 mm 

(Corning). No dia seguinte, foram carenciadas de SFB e assim mantidas por 48 horas. Para 

avaliar efeitos das RSKs que são dependentes e independentes de mTORC1, as células foram 

tratadas, após o carenciamento, com veículo (DMSO) ou com Torin 1 (250 nM) por 30 minutos 

em estufa úmida a 37 ºC. Após esse tempo, foram estimuladas com SFB 10% por seis horas 

para ativação de vias de sinalização, e seguiu-se com as etapas de preparação dos extratos de 

polissomos. As células foram tratadas com o antibiótico cicloheximida (100 µg/mL - Sigma 

Aldrich) por sete minutos, em estufa úmida a 37 °C. A cicloheximida interrompe a tradução 

por inibir a translocação dos ribossomos durante a fase de elongação, impedindo que os 

ribossomos se desassociem do mRNA (Pringle et al. 2019). 

Em seguida, o meio de cultura foi removido das placas e estas foram lavadas duas vezes 

com PBS gelado contendo 100 μg/mL de cicloheximida. Ele também foi usado na etapa 

seguinte, em que 1 mL de PBS + cicloheximida foi aplicado em cada placa e, com o auxílio de 

um cell scraper, as células foram raspadas. O conteúdo obtido foi submetido à centrifugação a 

4 °C por 3 minutos a 500 xg. O sobrenadante foi retirado e seguiu-se com a lise celular por 

meio do tampão de lise para polissomos (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM 

MgCl2 1% Triton X-100® - Sigma Aldrich; 1 mM DTT - Sigma Aldrich; 100 μg/ml 

cicloheximida - Sigma Aldrich; 40 U/mL RNasin - Promega; e coquetel de inibidores de 

protease livre de EDTA - Thermo Fisher Scientific). Foi adicionado 400 µL do tampão de lise 

a cada amostra, seguido por vórtex rápido para ressuspender as células. Para completa lise, as 

células foram deixadas em gelo por dez minutos. Após esse tempo, foi feita uma segunda 

centrifugação, a 4 °C por 10 minutos a 10.000 xg para sedimentação de núcleos e restos 

celulares. A partir do sobrenadante, separou-se 30 µL para análise de proteínas, 50 µL para 

extração e análise do RNA total e o restante do conteúdo (cerca de 300 µL) foi aplicado em 

gradientes de sacarose para execução do perfil polissomal. 
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3.4.2 Perfil polissomal - Gradiente linear 

 Para a composição do gradiente de sacarose contínuo, foram preparadas as soluções de 

sacarose (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 1 mM DTT; % de sacarose 

indicadas - 5% ou 50%; e água livre de nucleases) e seguiu-se com o preparo dos gradientes. 

Para isso, o tubo de ultracentrífuga Open-Top Polyallomer (Beckman Coulter), com volume de 

12,5 mL, foi colocado no interior de um cilindro de gradiente (Biocomp), e o nível superior 

deste serviu como referência para desenhar uma linha ao redor do tubo para demarcar a correta 

aplicação das soluções de sacarose (a altura da linha corresponde a um volume de 

aproximadamente 5,5 mL) Com uma seringa, aplicou-se primeiramente a solução de sacarose 

5% até a linha demarcada. Em seguida, com outra seringa, a solução de sacarose 50% foi 

aplicada cuidadosamente no fundo do tubo, até atingir a linha demarcada. Os tubos foram então 

fechados e o gradiente linear foi preparado automaticamente (Gradient Master™, Biocomp). O 

gradiente foi estabilizado a 4 °C por uma hora e, após esse tempo, foram retirados 300 μL da 

parte superior de cada gradiente para adição dos extratos celulares. Seguiu-se com a 

ultracentrifugação e leitura de absorbância, como descrito no item anterior. 

 

3.4.3 Perfil polissomal - Gradiente não-linear 

 Para a composição do gradiente de sacarose não-linear, foram preparadas as soluções 

de sacarose (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl ou 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 1 mM 

DTT; % de sacarose indicadas - 5%, 34% ou 55%; e água livre de nucleases) e seguiu-se com 

o preparo dos gradientes. Para fazer o gradiente descontínuo, o tubo de ultracentrífuga Open-

Top Polyallomer (Beckman Coulter), com volume de   12,5 mL, foi colocado no interior de um 

cilindro de gradiente (Biocomp), e o nível superior deste serviu como referência para desenhar 

uma linha ao redor do tubo para demarcar a correta aplicação das soluções de sacarose (a altura 

da linha corresponde a um volume de aproximadamente 5,5 mL). Aplicou-se, primeiramente 2 

mL da solução de sacarose 5% com uma micropipeta de 1000 μL. Em seguida, com o auxílio 

de uma seringa, a solução de sacarose 34% foi aplicada no fundo do tubo cuidadosamente para 

não ocorrer a formação de bolhas, até que a parte superior da solução de sacarose 5% atingisse 

a linha demarcada previamente. Com outra seringa, a solução de sacarose 55% foi aplicada no 

fundo do tubo, também de forma cuidadosa, até que a interface 34%-55% atingisse a linha 

demarcada. Após o preparo, os tubos foram deixados a 4 °C por pelo menos uma hora para 

estabilização do gradiente. Decorrido esse tempo, 300 μL da parte superior de cada gradiente 

foram retirados para adição dos extratos celulares e foi feita a ultracentrifugação, a 4 °C por 2 
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horas a 39.000 RPM em rotor SW41Ti (Beckman Coulter). Os gradientes foram então 

submetidos à leitura de absorbância a 254 nm (BioLogic LP, Bio-Rad) e as frações foram 

separadas por um coletor de frações (Bio-Rad). 

 

3.4.4 Extração de RNA das frações do perfil polissomal 

 No caso dos experimentos de perfil polissomal feitos com as células LN-229CRISPR, em 

que foi utilizado o gradiente linear de sacarose, foram coletadas 15 frações, de 750 μL cada. 

Para a extração de RNA, as frações foram divididas em cinco grupos, contendo três frações em 

cada (Figura 22). Foram utilizados 200 μL de cada fração para compor os grupos, seguido pela 

adição de 1 mL de reagente Tri a cada tubo contendo as frações, com agitação em vórtex e 

incubação por cinco minutos. Depois disso, foi adicionado 200 μL de clorofórmio, seguido por 

agitação em vórtex e outra incubação por cinco minutos. As amostras foram então centrifugadas 

a 19000 xg e 4 °C durante 15 minutos, com posterior transferência da fase aquosa para um novo 

tubo e adição de 1 μL de GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific) e 600 μL de isopropanol gelado. 

As amostras foram incubadas a 4 °C overnight e depois centrifugadas a 19000 xg por 10 

minutos a 4 °C para obtenção do pellet. O pellet de RNA foi inicialmente lavado com 1 mL de 

etanol 70% gelado, seguido por centrifugação a 19000 xg por 5 minutos a 4 °C. Após descarte 

do sobrenadante, foi feita uma segunda lavagem com etanol absoluto gelado, seguida por 

centrifugação a 19000 xg por 5 minutos a 4 °C e descarte do sobrenadante. O RNA foi eluído 

em 30 μL de água livre de nucleases (Sigma). A concentração final dos RNAs obtidos e as 

razões de absorbância 260/280 nm e 260/230 nm foram determinadas pelo espectrofotômetro 

NanoVue Plus (GE Healthcare). 
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Figura 22 - Preparação das frações do perfil polissomal em gradiente linear para a extração de 
mRNA. Através do perfil polissomal, as partículas ribossomais se distribuem no gradiente de sacarose de acordo 

com a sua densidade e, portanto, as frações obtidas diferem quanto ao conteúdo. A partir de cada amostra, foram 
obtidas 15 frações. Para posterior extração do mRNA e análise da expressão gênica, elas foram divididas em cinco 
grupos, contendo três frações cada.  
 

 Já a partir do perfil polissomal preparado com o gradiente não-linear de sacarose, foram 

coletadas 18 frações, de 500 μL cada. Essas frações foram divididas em três grupos, chamados 

subpolissomal 1 - SP1 (frações 1 a 5), subpolissomal 2 - SP2 (frações 6 a 10) e polissomal - 

Poli (frações 11 a 15), como mostrado na Figura 23. Foram utilizados 400 μL de cada fração 

para compor os respectivos grupos, adicionados em um tubo Falcon, totalizando 2 mL para a 

extração do mRNA. 

 

 
Figura 23 - Preparação das frações do perfil polissomal em gradiente não-linear para a extração 
de mRNA. Através do perfil polissomal, as partículas ribossomais se distribuem no gradiente de sacarose de 

acordo com a sua densidade e, portanto, as frações obtidas diferem quanto ao conteúdo. Cada amostra foi 
fracionada em 18 frações e, para posterior extração do mRNA e análise da expressão gênica, elas foram agrupadas 
da seguinte maneira: frações 1 a 5, no grupo subpolissomal 1 (SP1); frações 6 a 10, no grupo subpolissomal 2 
(SP2); e frações 11 a 15 no grupo polissomal (Poli), onde são encontrados os mRNAs ativamente traduzidos. 
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 A extração foi feita de acordo com as instruções do kit Direct-Zol RNA MiniPrep (Zymo 

Research), adaptada para um maior volume de amostra. Assim, em cada tubo contendo 2 mL 

do material obtido a partir das frações, foi adicionado 6 mL de reagente-Tri (Sigma-Aldrich) e 

6 mL de etanol absoluto (Sigma-Aldrich), seguido por agitação vigorosa em vórtex. As 

amostras foram adicionadas à coluna Zymo-Spin IIC™ com o tubo coletor e centrifugadas a 

16000 xg por 30 segundos, com descarte do conteúdo filtrado. Essa etapa foi repetida diversas 

vezes até que todo o conteúdo do tubo tivesse passado pela coluna. Em seguida, ela foi 

transferida para um novo tubo coletor e lavada com RNA Wash Buffer. Depois disso, foi feito 

o tratamento com DNase por 15 minutos a temperatura ambiente e duas lavagens com Direct-

zol™ RNA. A lavagem final foi feita com RNA Wash Buffer e, após essa etapa, a coluna foi 

transferida para um tubo RNase-free. Para eluição do RNA, adicionou-se 30 μL de água livre 

de nucleases a cada coluna. A concentração final dos RNAs obtidos e as razões de absorbância 

260/280 nm e 260/230 nm foram determinadas pelo espectrofotômetro NanoVue Plus (GE 

Healthcare).  

 

3.4.4.1 Adição do mRNA controle de luciferase 

 O mRNA controle de luciferase (Promega) foi utilizado como forma de controlar as 

variações que poderiam acontecer durante a extração de RNA e/ou o procedimento de RT-

qPCR, permitindo a posterior normalização dos resultados. Para isso 2,5 ng do mRNA controle 

de luciferase foram adicionados a cada uma das frações, imediatamente antes do início da 

extração de RNA (Thoreen et al. 2012). 

 

3.5 RT-qPCR 

 

 A síntese de cDNA por reação de transcrição reversa (RT) e a PCR em tempo real 

(qPCR) foram realizadas em duas etapas distintas, por meio do sistema GoTaq® 2-Step RT-

qPCR (Promega) e de acordo com as instruções do fabricante. As duas etapas são descritas a 

seguir. 

 

3.5.1 Síntese de cDNA 

 Para os RNAs polissomais usou-se 8 μL de cada amostra e para os RNAs totais foi 

calculado o volume a partir da amostra de menor concentração, com volume máximo a ser 

aplicado de 8 μL. Assim, em uma placa de 96 poços (MicroAmpOptical 96-Well Reaction Plate 



57 

- Applied Biosystems) foram aplicadas as amostras de RNA, sobre gelo. A cada poço foi 

adicionado 1 μL de iniciador Oligo(dT)15 (0.5µg/µl) e 1 μL de iniciadores randômicos 

(0.5µg/µl) e a placa foi incubada a 70 °C por 5 minutos para desnaturação do RNA e dos 

iniciadores. Em seguida, foi preparado o mix para a reação de cDNA (tampão de reação 

GoScript™ 5x, MgCl2, nucleotídeos, inibidor de ribonuclease, transcriptase reversa e água livre 

de nucleases), de acordo com o manual, sendo adicionado 10 μL do mix por poço. Em 

termociclador (Applied Biosystems), a reação seguiu mais duas etapas: incubação a 42 °C por 

uma hora e incubação a 70 °C por 15 minutos para inativação da transcriptase reversa. 

As amostras de cDNA obtidas a partir do RNA total foram diluídas para 10 ng e o 

mesmo volume de água foi adicionado para diluir as amostras obtidas do RNA polissomal. 

Além disso, foi preparado um pool com todas as amostras de RNA total (20 μL de cada amostra) 

para normalização dos resultados, e também um pool com amostras de mRNA polissomal. 

Neste último caso, para uma determinada célula da condição controle ou tratada com Torin1, 

existem três amostras diferentes (oriundas dos grupos SP1, SP2 e Poli), que foram utilizadas na 

preparação de um pool contendo 15 μL de cDNA de cada uma das três amostras. 

 

3.5.2 qPCR 

 Na etapa de preparação da reação, as amostras foram pipetadas em placa MicroAmp™ 

Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems). Foram aplicados 2 μL de cada 

amostra de cDNA por poço, sempre em duplicata e sobre gelo. Em seguida foi preparado o 

Master mix, conforme indicado na Tabela 4, com aplicação de 11 μL por poço, totalizando um 

volume final de reação de 13 μL. 

 

Tabela 4 - Componentes para preparo do Master Mix 
 

Reagente Volume por amostra (µL) 

GoTaq® Probe qPCR Master Mix 2X 6,5 

Primer Forward (100 µM) 0,26 

Primer Reverse (100 µM) 0,26 

Corante de referência (ROX) 0,13 

Água livre de nucleases (Sigma) 3,85 

 

Foram usados primers para análise da expressão de dois genes que possuem a sequência 

5’TOP em seus mRNAs: PABPC4, que codifica a proteína citoplasmática 4 de ligação a 

poli(A), e RPS11, que codifica a proteína ribossomal S11; para genes endógenos, usados como 
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controle; e para o RNA controle de luciferase, adicionado às frações do perfil polissomal. A 

Tabela 5 apresenta todos os primers usados e suas respectivas sequências. 

 

Tabela 5 - Sequência dos primers forward (F) e reverse (R) para RT-qPCR 
 

Primer Sequência

PABPC4 (F) 5’- ATC CTC TCT GGC GTG GTG A -3’ 

PABPC4 (R) 5’- AAG CGG TTG TAC TTG CGG AT -3’ 

RPS11 (F) 5’- CAG CCC TCA TCC TGC CAT AC -3’ 

RPS11 (R) 5’- ACA AGC GTT CTC CCA GCA T -3’ 

GAPDH (F) 5’- CTT CGC TCT CTG CTC CTC C T-3’ 

GAPDH (R) 5’- ACC AAA TCC GTT GAC TCC GAC -3’ 

β-actina (F) 5’ - AGG CAC CAG GGC GTG A -3’ 

β-actina (R) 5’ - TCT CCA TGT CGT CCC AGT TG -3’ 

Luciferase (F) 5’- GCC AGT CAA GTA ACA ACC GC -3’ 

Luciferase (R) 5’- TTG GAC TTT CCG CCC TTC TT -3’ 
 

A placa foi centrifugada e a reação foi feita no termociclador StepOne Plus™ Real-

Time PCR (Applied Biosystems), através do sistema de detecção SYBR green. O SYBR green 

é um corante intercalante de DNA de fita dupla e o aumento na intensidade de fluorescência é 

proporcional à quantidade de DNA amplificado (Yang et al. 2016). 

Para amplificação, foi utilizado o seguinte protocolo: 

 Estágio de desnaturação inicial: 95 °C por dez minutos - 1x 

 Estágio de ciclagem: 95 °C por quinze segundos, seguido de 60 °C por um minuto-40 x 

 Estágio da curva de melting: 95 °C por quinze segundos, seguido de 60 °C por um 

minuto e novamente 95 °C por quinze segundos - 1x 

 Os dados foram analisados no programa Microsoft Office Excel. 

 

3.5.2.1 Análise dos resultados 

 Para análise da expressão gênica a partir da RT-qPCR no caso dos mRNAs polissomais, 

inicialmente foi calculado o ΔCt para cada amostra, pela diferença entre o Ct da amostra e o Ct 

do respectivo pool (SP1 + SP2 + Poli) (Tabela 6). Em seguida, aplicamos a fórmula 2(-ΔCt). Para 

relativização dos resultados, foi feita uma média dos valores de 2(-ΔCt) de todas as amostras de 

cada grupo SP1, SP2 ou Poli. Por fim, a expressão gênica foi calculada pela razão entre o valor 

de 2(-ΔCt) e a média correspondente. 
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Tabela 6 - Cálculo da expressão gênica relativa 
 
 

 

 

 

 

 Também avaliamos a expressão gênica usando como referência o mRNA controle de 

luciferase (Tabela 7). Neste caso, subtraiu-se o valor de Ct do RNA controle de luciferase do 

valor de Ct do gene de interesse (PABPC4 ou RPS11). Em seguida, aplicamos a fórmula 2(-ΔCt). 

Para relativização dos resultados, os valores de 2(-ΔCt) das amostras referentes a uma mesma 

célula e tratamento foram somados e o valor de 2(-ΔCt) da amostra em questão foi dividido valor 

desta soma. 

 

Tabela 7 - Cálculo da expressão gênica relativa utilizando o mRNA controle de luciferase 

 

 

 

 

 

 

 A expressão dos mRNAs nas amostras de mRNA total foi calculada através do método 

ΔΔCt. Para o cálculo do ΔΔCt, o pool de RNAs totais foi escolhido como amostra 

normalizadora e, então, foi subtraído o valor de ΔCt da amostra normalizadora do valor de ΔCt 

do gene alvo. O resultado final da expressão gênica foi obtido por meio da fórmula 2(-ΔΔCt).

 Os gráficos foram construídos através do programa GraphPad Prism. 

  

 ΔCt = Ct gene alvo – Ct luciferase 

 2(-ΔCt)  

 Expressão gênica relativa =   

= 2(-ΔCt) / (2(-ΔCt) SP1 + 2(-ΔCt) SP2 + 2(-ΔCt) Poli) 

 ΔCt = Ct gene alvo amostra – Ct gene alvo  pool  

 2(-ΔCt)  

 Média dos valores de 2(-ΔCt) de cada grupo 

 Expressão gênica relativa = 2(-ΔCt) / média 
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4 RESULTADOS 

 

 

 Com o objetivo de validar e generalizar resultados obtidos anteriormente em 

experimentos feitos a partir das células LN-18 nocautes e também analisar as funções biológicas 

das RSKs em outro contexto, já que as linhagens celulares possuem diferenças na ativação de 

vias de sinalização, geramos neste trabalho outra linhagem celular nocaute para RSK1, RSK2 

e duplo-nocaute para RSK1 e 2, utilizando a técnica de CRISPR/Cas9. Foi escolhida a linhagem 

celular de GBM LN-229 que apresenta, depois da LN-18, os maiores níveis de RSK1 

(aproximadamente três vezes menos que a LN-18). Nos referimos a essas células como LN-

229CRISPR. As demais linhagens apresentam níveis muito baixos ou ausentes de RSK1 e, 

portanto, não seriam um modelo útil para avaliar os efeitos de diferentes isoformas. 

 

4.1 GERAÇÃO E SELEÇÃO DAS CÉLULAS LN-229 NOCAUTES PARA 

RSK1, RSK2 E DKO 

 

As células LN-229 nocautes foram geradas pelo sistema CRISPR/Cas9, com o uso de 

dois conjuntos de sgRNAs distintos (A e B). Ao usar esse sistema, é possível que ocorram 

alterações em sequências off target devido ao mismatch entre a sgRNA e a sequência de DNA 

genômico. Por isso, uma sequência que não corresponde à região alvo da sgRNA pode ser 

alterada, com a possibilidade de causar efeitos inespecíficos. Em nosso estudo, utilizamos duas 

guias com sequências diferentes para cada isoforma pois a probabilidade de que elas gerem os 

mesmos efeitos off target é baixa. Assim, é possível comparar os efeitos em células nocaute 

obtidas a partir de cada guia e confirmar que esses efeitos se devem, de fato, à ausência de 

expressão da proteína correspondente. Após a avaliação do pool de células transfectadas (Figura 

19), seguimos com o isolamento dos clones e avaliação da expressão de RSK1 e RSK2 para 

selecionar as células nocaute. Um dos resultados é mostrado na Figura 24. 
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Figura 24 - Geração de clones nocautes para as isoformas RSK1, RSK2 e nocautes duplos a 
partir da linhagem celular LN-229. Células LN-229 foram submetidas à técnica de CRISPR/Cas9, usando 

duas sgRNAs diferentes (A ou B). Elas foram transfectadas com 4 µg de plasmídeo contendo a guia para RSK1, 
para RSK2 ou 2 µg de cada plasmídeo para geração das células duplo nocautes. A transfecção foi feita com 4 µL 
de Lipofectamina 2000 em 3 mL de meio Opti-MEM®, por cinco horas. Após esse tempo, o meio foi trocado e as 
células foram selecionadas com o antibiótico puromocina (1 µg/µl) por cerca de cinco dias, seguido pela troca do 
meio para recuperação das células. Após 24 horas, 500 células de cada condição foram plaqueadas em placas de 
100 mm para formação de colônias derivadas de uma única célula. Após expansões progressivas dos clones 
obtidos, foram feitos extratos proteicos dos clones controle e dos clones nocautes para avaliação dos níveis de 
RSK1 e RSK2 por western blot. A seta indica a banda específica de RSK2. ERK1/2 foi usado como proteína 
normalizadora.  
 

 A partir do conjunto de guias A, foi possível obter todas as células de interesse, RSK1KO, 

RSK2KO e DKO. Entretanto, ao usar a guia B, obtivemos apenas células nocautes para RSK1, 

o que impediu estudos comparativos entre células nocaute geradas por conjuntos de guias 

distintos A eficiência de cada conjunto de guias é mostrada na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Eficiência da geração de células nocautes pelo sistema CRISPR/Cas9 
 

Célula / Guia Clones testados Clones nocautes Eficiência 

RSK1KO gA 10 2 20% 

RSK2KO gA 17 3 17,64% 

DKO gA 15 1 6,66% 

RSK1KO gB 12 2 16,66% 

RSK2KO gB 8 0 0% 

DKO gB 19 0 0% 
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 Nas células nocaute geradas, também foi avaliada a expressão das isoformas RSK3 e 

RSK4, que poderiam ser expressas alternativamente caso houvesse algum mecanismo de 

compensação (Figura 25). Como controle positivo, células LN-229 selvagens foram 

transfectadas com plasmídeo para expressar HA-RSK3 e HA-RSK4. No western blot, foi 

aplicado três vezes menos quantidade de extratos de proteína obtidos das células transfectadas. 

Observa-se ausência tanto de RSK3 quanto de RSK4 nas células LN-229CRISPR. 

 

 
Figura 25 - Avaliação dos níveis de RSK3 e RSK4 nas células LN-229CRISPR. Extratos das células 

LN-229CRISPR foram avaliados quanto à presença ou ausência das isoformas RSK3 e RSK4 por western blot. Como 
controle positivo, foram usados extratos de células LN-229 selvagens transfectadas para superexpressar HA-RSK3 
e HA-RSK4. A transfecção foi feita com 4 µL de Lipofectamina 2000 em 3 mL de meio Opti-MEM® por cinco 
horas. Após esse tempo, o meio Opti-MEM® foi trocado pelo meio normal de cultivo das células durante 48 horas. 
O extrato obtido das células transfectadas foi aplicado em quantidade três vezes menor do que os outros extratos. 
Os filmes foram superexpostos para tentar detectar a presença de alguma banda. 
 

4.2 VIAS DE SINALIZAÇÃO NAS CÉLULAS LN-229CRISPR 

 

 A importância do papel das RSKs sobre a fosforilação de eIF4B nas células LN-18 foi 

demonstrada por Roffé et al. (2015). Neste trabalho, foi observado que não ocorreu redução na 

fosforilação de eIF4B em células tratadas com o inibidor de mTORC1, rapamicina. Entretanto, 

quando as mesmas células foram tratadas concomitantemente com inibidores químicos de RSK, 

SL0101 e BI-D1870, elas apresentaram menores níveis de fosforilação de eIF4B. Ainda, em 

um outro estudo do nosso grupo feito com as células LN-18CRISPR, foi observada deficiência na 
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fosforilação de P(S422)-eIF4B nas células RSK1KO e DKO após estímulo tanto com PMA 

quanto com 10% SFB, sugerindo um papel importante das RSKs nesse processo (Nascimento 

2019).  

Como eIF4B é um dos alvos compartilhados pelas vias PI3K/AKT/mTORC1 e 

Ras/ERK/RSK e como as RSKs poderiam ativar a via de mTORC1 pelo cross-talk, decidimos 

incluir em nossa análise com as células LN-229CRISPR o inibidor de mTORC1, Torin1, com o 

objetivo de definir efeitos das RSKs que são dependentes e independentes de mTORC1. 

Analisamos também a fosforilação de outros alvos compartilhados pelas duas vias acima 

mencionadas, P(S235/236)-rpS6 e P(S366)-eEF2K.  

 Após a obtenção das células nocautes, demos início à avaliação de componentes das 

vias de sinalização de PI3K/AKT/mTORC1 e Ras/ERK/RSK. Inicialmente, as células foram 

tratadas com PMA, que ativa a via Ras/ERK/RSK, por 15 minutos. Na Figura 26, observa-se 

que todas as células tratadas com PMA tiveram aumento na fosforilação de ERK1/2, como 

esperado. As outras proteínas avaliadas são alvos compartilhados por S6K e RSK. Em relação 

a elas, houve aumento da fosforilação de rpS6 em todos os clones testados após tratamento com 

PMA, exceto no clone RSK1KO H da guia B. Além disso, o aumento da fosforilação de eIF4B 

foi menor nos clones nocautes para RSK1, o que pode sugerir uma regulação por essa isoforma 

nas células LN-229. Também se observa aumento na fosforilação de eEF2K após estímulo com 

PMA, exceto no clone RSK1KO H da guia B, que parece ter um comportamento diferente das 

outras células nocautes para RSK1. Escolhemos usar as células nocautes RSK1KO B e RSK2KO 

K nos experimentos subsequentes, devido ao comportamento observado, além do controle e da 

única célula duplo nocaute que foi gerada, RSK1/2DKO E. 
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Figura 26 - Avaliação de vias de sinalização nas células LN-229CRISPR. As células foram plaqueadas 

e, no dia seguinte, carenciadas por 48 horas. Em seguida, foram tratadas com veículo (DMSO) ou PMA (100 
ng/mL) por 15 minutos. Logo após o tratamento, seguiu-se com a preparação dos extratos proteicos, que foram 
usados para avaliação dos níveis de rpS6, eIF4B, eEF2K e ERK1/2 (fosforilado e total) por western blot. O 
asterisco indica a célula RSK1KO obtida a partir do conjunto de guias B que foi testada. 
 

No experimento preliminar acima com as células LN-229CRISPR, a redução da 

fosforilação de P(S422)-eIF4B foi observada nas células RSK1KO. Considerando este resultado 

e nosso interesse em avaliar também a fosforilação de rpS6 e eEF2K, outros alvos 

compartilhados pelas vias PI3K/Akt/mTORC1 e Ras/ERK/RSK, as células LN-229CRISPR foram 

estimuladas com PMA e tratadas com Torin1 (Figura 27). A redução da fosforilação de 4E-

BP1, alvo de mTORC1, após o tratamento com Torin1 confirma o efeito deste inibidor. Como 

esperado, a fosforilação de rpS6 e de eIF4B aumentou nas células tratadas com PMA em relação 

ao controle. Entretanto, após tratamento com Torin1, enquanto a fosforilação de rpS6 foi 

praticamente inibida, a fosforilação de eIF4B reduziu apenas parcialmente em relação ao 

estímulo com PMA. Isso indica que as isoformas RSK1 e RSK2 não possuem efeito sobre a 

fosforilação de rpS6 quando mTORC1 está inibido e que elas devem exercer algum efeito sobre 
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a fosforilação de eIF4B nessa mesma condição. Assim, é possível inferir que a fosforilação de 

rpS6 é mais dependente de mTORC1/S6K, enquanto a fosforilação de eIF4B é mais dependente 

de ERK/RSK 

Além disso, ao comparar a fosforilação de eIF4B entre as células LN-229CRISPR, 

observa-se que ela foi menor nas células RSK1KO após estímulo com PMA, enquanto as células 

RSK2KO mantiveram o maior nível de fosforilação de eIF4B. Interessantemente, nas células 

DKO também foi observada fosforilação de eIF4B, dessa maneira é possível que ocorra algum 

mecanismo de compensação na ausência de todas as isoformas de RSK ou que outro 

mecanismo, ainda não conhecido, também esteja envolvido na regulação da fosforilação de 

eIF4B. Os resultados apresentados aqui são similares ao observado nas células LN-18CRISPR em 

um estudo anterior a este. 

Diferentemente de rpS6 e eIF4B, não foi observada alteração na fosforilação de eEF2K 

após o estímulo com PMA ou o tratamento com Torin1 nas células nocautes, sugerindo que 

outras formas de regulação podem estar envolvidas.  
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Figura 27 - Efeito da inibição de mTORC1 nas células LN-229CRISPR. (A) As células foram 

plaqueadas e, no dia seguinte, carenciadas por 48 horas. Após esse tempo, foram pré-tratadas com veículo (DMSO) 
ou com Torin1 (250 nM) por 30 minutos, seguido pelo tratamento com PMA (100 ng/mL) durante 15 minutos, 
como indicado. Os extratos proteicos foram usados para avaliação dos níveis de rpS6, eIF4B, 4E-BP1 eEF2K 
(fosforilado e total) por western blot. (B) Análise densiométrica da fosforilação de eIF4B, (C) rpS6 e (D) eEF2K 
nas células LN-229CRISPR, com indicação da média e erro padrão da média. Resultados representativos de três 
experimentos independentes. 
 

4.3 FOSFORILAÇÃO DE EIF4B E RPS6 EM LINHAGENS CELULARES 

SELVAGENS DE GBM 

 

 Levando em consideração os resultados obtidos com as células LN-229CRISPR quando 

avaliada a fosforilação de eIF4B e rpS6, decidimos utilizar outro modelo para analisar a 

ativação destas proteínas em GBMs. Para isso, foram usadas cinco linhagens celulares de GBM: 

LN-18, LN-229, U87-MG, A172 e U118-MG, que, como apresentado anteriormente, possuem 

níveis similares de RSK2 e níveis diferentes de RSK1, os quais estão reduzidos ou ausentes nas 

células U87-MG, A172 e U118-MG (Figura 11). As células foram tratadas com 10% SFB e 

também com o inibidor de mTORC1, Torin1, conforme indicado na Figura 28. A redução da 

fosforilação de 4E-BP1, alvo de mTORC1, após o tratamento com Torin1 confirma o efeito 
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deste inibidor. A fosforilação de rpS6, como esperado, aumentou nas células tratadas com 10% 

SFB em relação ao controle.   Por outro lado, após tratamento com Torin1, ela foi praticamente 

inibida nas células LN-229, U87-MG e U118-MG. Já para as células LN-18 e A172, foi possível 

observar fosforilação de rpS6 mesmo após tratamento com Torin1. Além disso, para A172, 

maior fosforilação de rpS6 ocorreu nas células não estimuladas com 10% SFB (condições D e 

DS no gráfico da Figura 28, B).  

 A fosforilação de eIF4B também aumentou após estímulo com 10% SFB. Entretanto, 

após tratamento com Torin1, ela reduziu apenas parcialmente em relação às células estimuladas 

com 10% SFB. Isso sugere que S6K não é a principal quinase envolvida na regulação da 

fosforilação de eIF4B, de forma semelhante ao resultado observado para as células LN-

229CRISPR. 

 Em relação à fosforilação isoforma-específica de eIF4B, os resultados com as cinco 

linhagens celulares de GBM (Figura 28, B) também sugerem um papel da isoforma RSK1 nesta 

regulação. As células LN-18, LN-229 e U87-MG possuem níveis mais elevados de RSK1 

quando comparado às células A172 e U118-MG, em que os níveis de RSK1 são praticamente 

indetectáveis. De acordo, as células LN-18, LN-229 e U87-MG apresentaram níveis de 

fosforilação de eIF4B mais elevados do que as células U118-MG, após tratamento com Torin1.  

 

 
Figura 28 - Níveis de fosforilação de eIF4B e rpS6 nas linhagens celulares de GBM. (A) As 

células LN-18, LN-229, U87-MG, A172 e U118-MG foram carenciadas por 48 horas e pré-tratadas com veículo 
(DMSO) ou 250 nM Torin1 por 30 minutos e em seguida tratadas com SFB por 15 minutos, conforme indicado. 
Os extratos proteicos foram usados para avaliação dos níveis de rpS6, eIF4B e 4E-BP1 (fosforilado e total) por 
western blot. Extratos das células LN-18 foram aplicados em ambos os géis para serem usados como 
referência. (B) Análise densiométrica da fosforilação de eIF4B e rpS6 nas cinco linhagens celulares, com indicação 
da média e erro padrão da média. Os resultados da quantificação de todas as bandas foram normalizados pela 
média dos valores obtidos para as três amostras da linhagem LN-18 de cada filme. Resultados representativos de 
três experimentos independentes.  
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4.4 AVALIAÇÃO DA TRADUÇÃO NAS CÉLULAS LN-229CRISPR 

 

 Além de investigar a regulação da ativação de proteínas relacionadas ao processo de 

tradução, também buscamos descrever as taxas de tradução nas células LN-229CRISPR (Figura 

29, A). Para isso, as células foram tratadas com Torin1 e os extratos celulares foram preparados 

para serem aplicados no perfil polissomal. Inicialmente, avaliamos a fosforilação de 4E-BP1 

após tratamento com Torin1. A ausência de fosforilação nas células tratadas confirma a inibição 

de mTORC1 (Figura 29, B). Em seguida, foi feito o perfil polissomal utilizando o gradiente de 

sacarose linear 5-50%, onde é possível identificar os picos referentes às subunidades 

ribossomais 40S e 60S, aos monossomos 80S e aos polissomos. Entretanto, não foi possível 

visualizar os picos referentes aos polissomos em nenhum dos três experimentos (Figura 29, C-

F). Inclusive, em um deles foi utilizado maior quantidade de células para obtenção de mais 

material para ser aplicado no gradiente de sacarose, porém também não foi possível visualizar 

os polissomos. Assim, concluímos que a taxa de tradução é baixa nas células LN-229, mesmo 

para as células da condição controle. 
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Figura 29 - Avaliação da tradução nas células LN-229CRISPR. (A) Antes de realizar os experimentos, 

foi avaliada a expressão de RSK1 e RSK2 nas células nocaute geradas. A seta indica a banda específica de RSK2. 
ERK1/2 foi utilizada como proteína normalizadora. O western blot foi cortado para melhor visualização do 
resultado. (B) As células foram carenciadas por 48 horas, pré-tratadas com Torin1 (250 nM) por 30 minutos e, 
após esse tempo, com 10% SFB por seis horas. Após adição de cicloheximida (100 µg/mL) por sete minutos, 
seguiu-se com a preparação dos extratos citoplasmáticos e avaliação da fosforilação de 4E-BP1 com o objetivo de 
confirmar a efetividade do tratamento com Torin1. (C) Os extratos citoplasmáticos foram também aplicados em 
gradientes de sacarose 5%-50% para execução do perfil polissomal das células LN-229CRISPR WT, (D) RSK1KO, 
(E) RSK2KO (F) DKO. As imagens são representativas de três experimentos independentes. 
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Também analisamos os níveis de mRNAs nas frações obtidas do perfil polissomal. 

Assim, seria possível visualizar diferenças na distribuição dos mRNAs ao longo do perfil 

polissomal que refletiriam um processo de tradução mais ou menos ativo. Para isso, as frações 

foram separadas em grupos contendo três frações cada (Figura 30, A). Após a extração do RNA, 

seguiu-se com a análise dos níveis dos mRNAs RPS11 e β-actina por RT-qPCR (Figura 30, B 

e C). Os resultados, referentes a um experimento, são preliminares. Para RPS11, o mRNA 

encontra-se predominantemente no pool polissomal 2, onde os mRNAs não estão sendo 

traduzidos. No caso das células selvagens, também há níveis elevados de mRNA no pool 

polissomal 3, onde os mRNAs são traduzidos com baixa eficiência. Assim, os níveis de 

tradução de RPS11 sugerem que os 5’TOP mRNAs estão sendo traduzidos de maneira pouco 

eficiente, o que pode estar relacionado com uma menor ativação da via de PI3K/AKT/mTORC1 

nas células LN-229 (Roffé et al. 2015). Já a distribuição do mRNA de β-actina sugere que as 

células sem RSK1 têm menor tradução geral, pois apenas nelas o mRNA encontra-se 

predominantemente no pool polissomal 2. Outra observação importante é que a mudança dos 

mRNAs para frações mais leves do gradiente após o tratamento com Torin1, especialmente nas 

células que não têm RSK1, indica que Torin1 funcionou. Ou seja, a inibição de mTORC1 levou 

à redução da tradução. É interessante mencionar que os níveis de 4E-BP1 fosforilado são bem 

altos (Figura 29, B), mesmo que a tradução geral é baixa na célula. 
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Figura 30 -Variação nos níveis de mRNAs nas frações do perfil polissomal das células LN-
229CRISPR. (A) Na figura estão indicados os picos referentes às subunidades ribossomais 40S e 60S e aos 

monossomos em uma representação gráfica do perfil polissomal. As frações do perfil polissomal foram separadas 
em cinco grupos, com três frações em cada um deles. À cada fração foi adicionado 2,5 ng do mRNA controle de 
luciferase, com posterior extração do mRNA. (B) O mRNA obtido foi utilizado para avaliar os níveis do mRNA 
de (B) RPS11 e (C) β-actina por RT-qPCR, que foram normalizados pelos níveis de luciferase. Os gráficos foram 
construídos com o programa GraphPad Prism. Resultado de um experimento. 
 

4.5 AS RSKS E A TRADUÇÃO DE 5’TOP MRNAS EM CÉLULAS DE GBM 

 

 Em um estudo anterior do nosso grupo, foi avaliado os níveis das isoformas de RSK em 

cinco diferentes linhagens celulares de GBM, LN-18, LN-229, U87-MG, A172 e U118-MG 

(Figura 11). A maior expressão de RSK1 foi detectada nas células LN-18, que foram, por isso, 

utilizadas para a geração de células nocautes para RSK1, RSK2 e DKO, através da técnica de 

CRISPR/Cas9. Dessa maneira, foi estabelecido um modelo para investigação das alterações 

moleculares associadas às isoformas RSK1 e RSK2 em GBMs, sobretudo em relação ao 

processo de tradução. 

 Os experimentos de translatômica com as células LN-18CRISPR foram feitos em um 

estudo prévio do grupo, o trabalho de mestrado da aluna Danielle Nascimento Pereira 

(Nascimento 2019). Um de seus objetivos foi identificar mRNAs regulados pelas isoformas 

RSK1 e RSK2 de forma dependente e independente de mTORC1. Por meio do perfil polissomal 

e subsequente análise dos mRNAs associados aos polissomos para cada célula nocaute, foi 
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observado que as isoformas RSK1 e RSK2 regulam diferentes mRNAs. De forma interessante, 

nas células nocautes para RSK1 tratadas com Torin1 ocorreu maior perda de mRNAs que 

possuem a sequência 5’TOP, quando comparado às outras células. É importante lembrar que 

esse grupo de mRNAs é regulado por mTORC1. Assim, esses resultados indicaram que a 

tradução de mRNAs com sequência 5’TOP é dependente de RSK1, porém apenas quando 

mTORC1 está inativado, devido ao efeito de inibição provocado por Torin1. 

 Nesse contexto, a isoforma RSK1 pode estar mediando um mecanismo de resistência a 

inibidores de mTORC1 em GBMs, por continuar promovendo a tradução de certos mRNAs. 

Além disso, o controle da tradução de 5’TOP mRNAs ainda não foi completamente elucidado, 

tornando ainda mais relevante os achados anteriores, que podem indicar uma alternativa de 

regulação destes mRNAs. 

 Neste trabalho, buscamos validar os resultados obtidos em relação ao controle 

traducional em células de GBM pela família de proteínas RSK. Com o objetivo de investigar o 

possível papel da isoforma RSK1 na regulação de mRNAs 5’TOP, foram usadas as células LN-

18CRISPR RSK1KO, RSK2KO e DKO e, à parte, células selvagens das linhagens LN-18, A172 e 

U118-MG, que apresentam níveis diferentes da isoforma RSK1. Utilizamos a técnica do perfil 

polissomal para obter os mRNAs ativamente traduzidos em células de GBM, após tratamento 

com Torin1. As frações obtidas a partir do perfil polissomal foram separadas em três grupos 

(subpolissomal 1, subpolissomal 2 e polissomal), para subsequente extração dos mRNAs. Em 

seguida, foi usada a RT-qPCR para detecção dos níveis de dois mRNAs com sequências 5’TOP, 

PABPC4 e RPS11, nos três grupos de frações. 

 

4.5.1 Tradução de 5’TOP mRNAs nas células LN-18CRISPR 

 Após o tratamento das células com Torin1 (250 nM), os extratos celulares para serem 

aplicados no perfil polisomal foram preparados. Parte do volume das amostras foi separado para 

avaliar os níveis de fosforilação de 4E-BP1 por western blot e, como esperado, não foi 

observada fosforilação de 4E-BP1 nas amostras tratadas com Torin1 (Figura 31). 
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Figura 31 - Avaliação do nível de fosforilação de 4EBP1 nas células LN-18CRISPR após 
tratamento com Torin1. As células LN-18CRISPR foram pré-tratadas com veículo (DMSO) ou Torin 1 (250 nM) 

por trinta minutos e, em seguida, estimuladas com 10% SFB por seis horas. Após tratamento durante sete minutos 
com cicloheximida, seguiu-se com o protocolo para extração de polissomos. Ao final, uma alíquota do extrato 
clarificado foi separada para análise dos níveis de 4E-BP1 fosforilada e total por western blot. 
 

 Em um trabalho publicado recentemente, com a participação do nosso grupo, a técnica 

do perfil polissomal foi otimizada para facilitar as análises subsequentes. A partir dessa técnica, 

que emprega um gradiente de sacarose não-linear (5%-34%-55%), os polissomos são obtidos 

em um reduzido número de frações, diminuindo os riscos de perda de material. Devido às 

vantagens apresentadas e à manipulação necessária para a extração de RNA com o reagente Tri, 

optamos por usar esse gradiente. A Figura 32 apresenta resultados representativos de um 

experimento de perfil polissomal para as células LN-18CRISPR. É possível observar um aumento 

nos picos dos monossomos e diminuição no pico dos polissomos nas células tratadas com 

Torin1, consistente com a redução esperada nas taxas de tradução.  
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Figura 32 - Perfil polissomal em gradiente não-linear para as células LN-18CRISPR. As células 

foram carenciadas por 48 horas e pré-tratadas ou não com Torin1 (250 nM) por 30 minutos, seguido da adição de 
10% SFB por seis horas. Após esse tempo, as células foram tratadas com 100 µg/mL cicloheximida e seguiu-se 
com a etapa de preparação dos extratos citosólicos. Os extratos foram aplicados em gradientes de sacarose 5%-
34%-55% para realização do perfil polissomal, cujos resultados são apresentados para as células LN-18CRISPR (A) 
WT, (B) RSK1KO (C) RSK2KO e (D) DKO. As imagens são representativas de dois experimentos independentes. 
 

 Antes da extração de RNA a partir das frações, foi adicionado a cada uma delas o mRNA 

controle de luciferase (2,5 ng/µl). A adição de um mRNA exógeno nas frações foi uma 

estratégia usada como um fator de correção para variações que poderiam ocorrer decorrentes 

de perda de material durante a extração dos mRNAs e durante o processo de retrotranscrição. 

Essa perda pode variar de um grupo de frações para o outro, assim, usando o mRNA da 

luciferase, conseguimos corrigir os resultados obtidos na RT-qPCR (Thoreen et al. 2012). 

Analisamos os níveis dos mRNAs de interesse em cada amostra normalizados pelos níveis do 

mRNA controle de luciferase. 

 Nossos mRNAs de interesse correspondem àqueles que possuem a sequência 5’TOP. 

Por isso, fizemos a RT-qPCR para dois mRNAs incluídos nessa família, PABPC4 e RPS11. O 

gene PABPC4 codifica uma proteína citoplasmática de ligação à cauda poli(A), que possui um 

importante papel na regulação da expressão gênica. Ela é responsável por unir as duas 

extremidades do mRNA, contendo o cap e a cauda poli(A) (Goss e Kleiman 2013). O gene 

RPS11 codifica a proteína ribossomal S11 (Higa et al. 1999). A Figura 33 apresenta o resultado 

de dois experimentos independentes, após normalização dos níveis de PABPC4 (Figura 33, B) 
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e RPS11 (Figura 33, C) pelos níveis de luciferase. Para ambos os mRNAs, observa-se uma 

maior redução nos níveis de mRNA nas células nocautes para RSK1 após tratamento com 

Torin1. Esse resultado está em acordo com os achados anteriores, acerca da manutenção da 

tradução de mRNAs que possuem a sequência 5’TOP quando mTORC1 está inativado pela 

isoforma RSK1. Também foi avaliado o nível do mRNA total de PABPC4 e RPS11 (Figura 33, 

D e E). Diferentemente dos resultados obtidos com o mRNA polissomal, nenhuma diferença 

nos níveis de PABPC4 foi observada para células RSK1KO controle e tratadas com Torin1, 

ressaltando as limitações de se analisar apenas o mRNA total (transcriptômica). Também não 

houve redução nos níveis de mRNA total após o tratamento com Torin1. 

 

 
Figura 33 - Expressão de dois 5’TOP mRNAs, PABPC4 e RPS11, nas frações obtidas do perfil 
polissomal das células LN-18CRISPR. (A) O perfil polissomal foi feito a partir de extratos de células 

previamente tratadas com Torin1 (250 nM) ou veículo e estimuladas com 10% SFB por seis horas. As frações 
obtidas foram separadas em três grupos com a mesma quantidade de frações em cada, subpolissomal 1 (SP1), 
subpolissomal 2 (SP2) e polissomal (poli). À cada fração, foi adicionado 2,5 ng do mRNA controle de luciferase, 
seguido da extração do mRNA presente nas frações com o reagente Tri. O mRNA obtido foi submetido à RT-
qPCR para avaliar a expressão de dois 5’TOP mRNAs, (B) PABPC4 e (C) RPS11, com normalização pelos níveis 
de luciferase. (D) Avaliação dos níveis de mRNA total de PABPC4 e (E) RPS11 nos extratos celulares. Os gráficos 
foram construídos com o programa GraphPad Prism e são representativos de dois experimentos independentes.  
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4.5.2 Tradução de 5’TOP mRNAs em diferentes linhagens celulares de GBM 

 Para avaliar o efeito da isoforma RSK1 sobre a tradução de 5’TOP mRNAs em outro 

modelo, fizemos os mesmos experimentos com três linhagens celulares de GBM, LN-18, A172 

e U118-MG, que apresentam naturalmente níveis variáveis da isoforma RSK1. Inicialmente, 

utilizamos o gradiente linear de sacarose 5%-50% para melhor visualização dos efeitos do 

tratamento com Torin1 nestas células. Devido a maior resolução deste gradiente, é possível 

identificar mudanças mais sutis na tradução (Figura 34). Neste perfil polissomal, vemos os 

picos referentes às subunidades ribossomais 40S e 60S, aos monossomos (80S) e aos 

polissomos, que estão distribuídos por um maior número de frações. Podemos observar que nas 

células tratadas com Torin1 o pico referente aos monossomos é maior e os picos referentes aos 

polissomos é menor, quando comparadas às células da condição controle. 

 

 
Figura 34 - Efeito de Torin1 na tradução em linhagens celulares de GBM. As células foram 

carenciadas por 48h e pré-tratadas com veículo (DMSO) ou Torin1 (250 nM) por 30 minutos, seguido de 
tratamento com 10% SFB por seis horas. Após esse tempo, as células foram tratadas com 100 µg/mL cicloheximida 
por sete minutos e seguiu-se com a etapa de preparação dos extratos celulares. Os extratos foram aplicados em 
gradiente de sacarose linear 5%-50% para execução do perfil polissomal, cujos resultados são apresentados nos 
gráficos em (A) para as células LN-18, (B) células A172 e (C) células U118-MG. Para estimar o nível de tradução 
de cada linhagem celular, observa-se a razão entre a área sob o pico de 80S e a área sob os picos dos polissomos. 
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 Com o objetivo de analisar os níveis de mRNAs nas frações do perfil polissomal, 

optamos pelo uso do gradiente não-linear, que, comentado anteriormente, facilita a posterior 

extração de RNA devido ao menor número de frações pelas quais os polissomos se distribuem. 

Avaliamos os efeitos do tratamento com Torin1 a partir da fosforilação de 4E-BP1 nos extratos 

citoplasmáticos das linhagens celulares submetidas a este tratamento. Como esperando, não 

houve fosforilação de 4E-BP1 nas células tratadas com Torin1 (Figura 35, A). Os perfis 

polissomais foram preparados com o gradiente não-linear de sacarose 5%-34%-55%, em que 

se observa aumento nos picos dos monossomos e diminuição no pico dos polissomos nas células 

tratadas com Torin1 (Figura 35, B, C e D), o que indica redução das taxas de tradução após o 

tratamento. Em seguida, agrupamos as frações obtidas em três diferentes grupos (SP1, SP2 e 

Poli) e o mRNA foi extraído para avaliação dos níveis de dois mRNAs 5’TOP, PABPC4 e 

RPS11 (Figura 35, E e F), e de um mRNA que não tem a sequência 5’TOP, GAPDH (Figura 

35, G). Nesse momento, ainda não tínhamos implementado a adição do mRNA controle de 

luciferase às frações, pois a princípio não esperávamos que a purificação das frações pelas 

colunas não fosse quantitativa. Por isso, a análise dos resultados para o mRNA polissomal foi 

feita inicialmente considerando o pool de amostras e a relativização pelos grupos SP1, SP2 e 

Poli (Tabela 6). Não foi observada diferença entre as células controle e tratadas com Torin1 no 

grupo polissomal, das células LN-18, que possuem níveis elevados de RSK1. Entretanto, ao 

comparar o grupo polissomal das células A172 e U118-MG, nas quais a expressão de RSK1 é 

baixa ou ausente, verifica-se redução dos níveis de mRNA 5’TOP após tratamento com Torin1 

(Figura 35, E e F). Este resultado é similar ao observado nas células LN-18 nocautes para a 

isoforma RSK1 (Figura 33, B e C). 
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Figura 35 - A expressão de 5’TOP mRNAs é diferente em linhagens celulares com níveis 
diferentes de RSK1. (A) As células LN-18, A172 e U118-MG foram pré-tratadas com veículo (DMSO) ou 

Torin 1 (250 nM) por trinta minutos e, em seguida, estimuladas com 10% SFB por seis horas. Após tratamento 
durante sete minutos com cicloheximida 100 µg/mL, seguiu-se com o protocolo para extração de polissomos. Ao 
final, uma alíquota do extrato clarificado foi separada para análise dos níveis de 4EBP1 fosforilado e total por 
western blot. (B) Os extratos foram também aplicados em gradientes de sacarose 5%-34%-55% (não-linear) para 
execução do perfil polissomal para as células (B) LN-18, (C) A172 e (D) U118-MG. As frações obtidas foram 
separadas em três grupos, subpolissomal 1 (SP1), subpolissomal 2 (SP2) e polissomal (poli). Em seguida, o mRNA 
presente nas frações foi extraído com reagente Tri e submetido à RT-qPCR para avaliar a expressão de dois 5’TOP 
mRNAs, (E) PABPC4 e (F) RPS11, e também a expressão de um gene que não possui a sequência 5’TOP, (G) 
GAPDH. Os resultados são representativos de três experimentos independentes. 
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 Também avaliamos o nível do mRNA total de PABPC4 e RPS11 nos extratos 

citoplasmáticos das três linhagens celulares (Figura 36), mas essa análise não mostrou nenhuma 

diferença entre as células LN-18 e as células A172 e U118-MG, ao contrário do observado na 

análise do mRNA polissomal.  

 

 
Figura 36 - mRNA total de PABPC4 e RPS11 nas células LN-18, A172 e U118-MG. As células 

foram pré-tratadas com veículo (DMSO) ou Torin 1 (250 nM) por trinta minutos e, em seguida, estimuladas com 
10% SFB por seis horas. Após tratamento durante sete minutos com cicloheximida 100 µg/mL, seguiu-se com o 
protocolo para extração de polissomos. Ao final, uma alíquota do extrato clarificado foi separada para extração do 
RNA e mensuração dos níveis do mRNA total de (A) PABPC4 e (B) RPS11 por RT-qPCR. Resultados 
representativos de três experimentos independentes. 
 

 Para minimizar possíveis variações nos níveis de mRNA devido ao processo de extração 

e/ou retrotranscrição, é possível adicionar um mRNA exógeno nas amostras, antes da extração, 

para posterior normalização dos resultados. Assim, decidimos utilizar o mRNA controle de 

luciferase. Os resultados da RT-qPCR, com a normalização pelo mRNA controle de luciferase 

são apresentados na Figura 37. Embora o resultado seja referente a apenas um experimento, 

observa-se maior diferença entre os níveis de PABPC4 e RPS11 no grupo Poli ao comparar as 

células A172 controle e tratada com as demais células. Não houve diferença na expressão de 

PABPC4 nas células U118-MG neste experimento, sendo necessário confirmação com 

experimentos adicionais. 
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Figura 37 - Expressão de PABPC4 e RPS11 normalizada pelo mRNA controle de luciferase 
nas frações do perfil polissomal das linhagens celulares LN-18, A172 e U118-MG. O perfil 

polissomal foi feito a partir de extratos de células previamente tratadas com veículo (DMSO) ou Torin1 (250 nM) 
e estimuladas com SFB 10% por seis horas. As frações obtidas foram separadas em três grupos, subpolissomal 1 
(SP1), subpolissomal 2 (SP2) e polissomal (poli). Previamente à extração do mRNA das frações, foi adicionado a 
cada fração 2,5 ng do mRNA controle de luciferase. O mRNA foi então submetido à RT-qPCR para avaliar a 
expressão dos mRNAs (A) PABPC4 e (B) RPS11, que possuem a sequência 5’TOP, e também a expressão de 
luciferase. Resultado de um experimento. 
 

 Os resultados obtidos com as células LN-18CRISPR e com as linhagens celulares LN-18, 

A172 e U118-MG demonstram que a isoforma RSK1 desempenha um importante papel na 

tradução de 5’TOP mRNAs, cuja regulação ainda não é completamente compreendida. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 O GBM é um tumor cerebral maligno associado a prognóstico desfavorável. O esquema 

terapêutico empregado na prática clínica permanece o mesmo há muitos anos e nem todos os 

pacientes respondem a ele. Dessa maneira, a busca por novos tratamentos é essencial. Nos 

últimos anos, estudos, especialmente do TCGA, permitiram compreender em mais detalhes as 

características moleculares dos GBMs, revelando potenciais alvos terapêuticos. A via 

PI3K/Akt/mTOR encontra-se frequentemente alterada em GBMs e, portanto, há grande 

interesse em compreender como a sua desregulação afeta o desenvolvimento e progressão 

destes tumores e, consequentemente, as implicações clínicas relacionadas. De fato, inibidores 

de mTORC1 já foram incluídos em ensaios clínicos para pacientes portadores de GBM, porém 

sem benefícios relevantes (Mecca et al. 2018). De forma interessante, a via PI3K/Akt/mTORC1 

possui alvos em comum com a via Ras/ERK/RSK, que também apresenta elevada frequência 

de alterações em GBMs. A proteína RSK faz o crosstalk entre essas duas vias, que estão 

relacionadas a diversos processos celulares, inclusive à síntese de proteínas. O papel da 

família de proteínas RSK em diversos tipos de tumor vem sendo investigado nos últimos anos. 

Entretanto, ela parece ter tanto uma função pró-tumoral quanto antitumoral, a depender da 

origem do tumor e da isoforma de RSK (Houles e Roux 2018). Até o momento, existem poucos 

estudos que buscaram investigar o papel das RSKs em GBMs. Em Sulzmaier et al. (2016) foi 

reportado que a isoforma RSK2 regula os processos de invasão e migração. Entretanto, este 

estudo apresentou algumas limitações que comprometem essa conclusão, como o uso de um 

inibidor não específico de RSK, BI-D1870 (Roffé et al. 2015), e o uso de uma linhagem celular 

que apresenta níveis baixos ou indetectáveis de RSK1, RSK3 e RSK4, impedindo a 

compreensão dos reais efeitos destas isoformas. Em experimentos anteriores do nosso grupo 

(não publicados), o processo de migração foi avaliado nas células LN-18CRISPR por meio do 

ensaio de wound scratch. Foi utilizado o inibidor do sítio ativo de mTOR, Torin1, para avaliar 

efeitos diretos da via Ras/ERK/RSK ou indiretos através da modulação da via de mTORC1. Os 

resultados mostraram menor migração em todas as células nocaute após tratamento com Torin1 

quando comparado às células selvagens, indicando um possível papel das RSKs na migração 

de células de GBM. Em relação à expressão das isoformas de RSK em GBMs, um estudo 

recente do nosso grupo identificou que RSK1 e RSK2 possuem maior expressão em GBMs de 

pacientes, RSK3 está presente em níveis baixos e RSK4 não foi detectada (Hajj et al. 2020). 
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Isso está de acordo com a expressão das RSKs em linhagens celulares comerciais de GBM 

(Figura 11). Neste estudo, seguiu-se com a análise da expressão de RSK1 e RSK2 por 

imunohistoquímica, com a identificação de uma maior expressão e ativação de RSK1 em um 

subgrupo de astrocitomas de grau IV, que são os GBMs, quando comparado a astrocitomas de 

menores graus e tecido cerebral não tumoral. Além disso, a análise de sobrevida baseada na 

expressão de RSK1 e RSK2, mostrou que não havia pacientes com longa sobrevida entre 

aqueles cujos tumores tinham alta expressão de RSK1, ao contrário do observado em pacientes 

com alta expressão de RSK2. Também foi comparada a expressão de RSK1 em tumores 

primários de baixo grau e no respectivo tumor recorrente (GBM), sendo um aumento de RSK1 

observado após a recorrência (Hajj et al. 2020). Esses resultados sugerem que a isoforma RSK1 

desempenha importantes funções em GBMs, ressaltando a relevância de compreender quais 

processos são regulados por ela neste tipo de tumor. 

 Neste estudo, buscamos identificar o papel das RSKs na ativação de proteínas 

relacionadas ao processo de tradução e também no controle da tradução de mRNAs 5’TOP, 

como continuação de trabalhos anteriores do nosso grupo. 

 Na dissertação da aluna Danielle Pereira Nascimento, intitulada “Efeitos da regulação 

da tradução via RSKs em glioblastomas”, foram geradas as células LN-18 nocaute para RSK1 

e/ou RSK2 como ferramenta para investigar o papel das RSKs na tradução (Nascimento 2019). 

Entretanto, as linhagens celulares comerciais de GBMs possuem diferenças em relação aos 

níveis de ativação de vias de sinalização celular. Por isso, nem sempre um resultado obtido para 

uma linhagem pode ser extrapolado para outra. Como forma de dar continuidade à investigação 

do papel das RSKs em vias de sinalização de GBMs e validar resultados anteriores, geramos 

células nocautes para RSK1, RSK2 e DKO a partir da linhagem celular LN-229. Esta possui 

menor expressão de RSK1 e menor ativação de Akt/mTORC1 do que as células LN-18 (Roffé 

et al. 2015). Ela também apresenta deleção do gene NF1 (Mcgillicuddy et al. 2009), que regula 

negativamente a atividade de Ras (Cichowski et al. 2003). Portanto, a ativação da via 

Ras/ERK/RSK deve ser maior nestas células, como demonstrado em GBMs de pacientes com 

deleção ou mutação em NF1 em estudos do TCGA (Brennan et al. 2013). Devido a essas 

diferenças, a geração de células LN-229 nocaute para RSK1 e/ou RSK2 é mais um modelo útil 

para o estudo de alterações moleculares em GBMs. 

 As células nocaute foram geradas a partir do sistema CRISPR/Cas9, uma técnica que 

possui diversas vantagens, como a facilidade de padronização; a possibilidade de utilizar 

sgRNAs que têm como alvo diferentes regiões do genoma, tornando possível uma edição 

genética multiplex; e a eficiência na geração de nocautes (Ran et al. 2013; Xiao-Jie et al. 2015). 
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Entretanto, uma das principais limitações do sistema CRISPR/Cas9 é a ocorrência de efeitos 

off target, o que interfere com resultados experimentais e é um importante obstáculo para a 

aplicação terapêutica desta técnica (Listgarten et al. 2018). Os efeitos off target podem estar 

relacionados com particularidades de determinada célula, por exemplo, a integridade dos 

mecanismos de reparo de danos na fita dupla e a metilação do DNA em ilhas CpG, que reduz a 

eficiência de ligação da Cas9, ou ainda com variáveis experimentais. Algumas estratégias 

utilizadas para minimizar a ocorrência dos efeitos off target são o uso de Cas9 e sgRNAs sem 

estarem incorporadas a um plasmídeo, por serem rapidamente degradadas (Zhang et al. 2015); 

o uso de sgRNAs contendo cerca de vinte nucleotídeos, além da necessidade da sequência PAM 

adjacente à região alvo do genoma; e o uso da Cas9 nickase, que requer duas sgRNAs em que 

os alvos estejam adjacentes, de forma a introduzir simultaneamente cortes em cada uma das 

fitas de DNA da região alvo e, assim, quebrar a fita dupla, o que aumenta a especificidade da 

técnica (Ran et al. 2013). Neste estudo, as sgRNAs utilizadas foram desenhadas com um 

algoritmo que auxilia na identificação de sequências alvo que tenham menor probabilidade de 

gerar efeitos off target, porém, ainda é possível que isso aconteça. Assim, como estratégia 

adicional, duas sgRNAs diferentes para cada isoforma (RSK1 e RSK2) foram utilizadas. O uso 

de dois pares de guias, A e B, permitiria a geração de dois conjuntos de células nocaute e a 

comparação dos efeitos observados entre células nocaute geradas por guias diferentes. Como a 

probabilidade de que duas guias com sequências diferentes causem os mesmos efeitos off target 

é baixa, esta seria uma abordagem simples para controlar a ocorrência desses efeitos. 

Entretanto, não foi possível gerar todas as células nocaute de interesse ao utilizar a guia B, como 

ocorreu também para as células LN-18CRISPR, o que limitou as análises comparativas. Existem 

diversos métodos que poderiam ser utilizados alternativamente para detectar possíveis efeitos 

off target nas células geradas, como sequenciamento de nova geração (NGS); sequenciamento 

do exoma; avaliação do transcriptoma por microarranjo ou RNA-seq, entre outros (Wu et al. 

2014). De forma mais simples, os resultados poderiam ser comparados com os efeitos 

observados após re-expressão das RSKs nas células nocaute ou comparados com células que 

possuem diferentes níveis endógenos da proteína em questão.  

 Após a geração das células nocaute de interesse, analisamos a expressão das isoformas 

RSK3 e RSK4 (Figura 25), que permaneceu indetectável, como demonstrado anteriormente 

para as células LN-229 selvagens (Figura 11). Essa confirmação foi importante, pois a ausência 

das outras isoformas poderia desencadear algum mecanismo de compensação que levasse à 

expressão de RSK3 e/ou RSK4. Além disso, comparamos o comportamento das células nocaute 

antes de prosseguir com os experimentos. De forma preliminar, foi possível observar diferenças 
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no nível de P(S422)-eIF4B ao comparar as células RSK1KO e RSK2KO geradas pela guia A, 

com menor fosforilação de eIF4B nas células RSK1KO.  

 O efeito das RSKs sobre a fosforilação de eIF4B já havia sido avaliado em alguns 

trabalhos anteriores do nosso grupo. Inicialmente, Roffé et al. (2015) demonstraram que as 

RSKs possuem um papel importante sobre a fosforilação de eIF4B em células LN-18 selvagens 

(Figura 38). Quando essas células foram tratadas com rapamicina, inibidor alostérico de 

mTORC1, não houve redução da fosforilação de eIF4B. Em um estudo com células 

hematopoiéticas, o efeito do tratamento com rapamicina sobre a fosforilação de eIF4B foi 

similar ao observado nas células LN-18 (Van Gorp et al. 2009). Ainda, o tratamento das células 

LN-18 com inibidores químicos de RSK (BI-D1870 e SL-0101) e/ou rapamicina, resultou em 

menor fosforilação de eIF4B após o uso dos inibidores de RSK quando comparado com as 

células tratadas apenas com rapamicina (Figura 38) (Roffé et al. 2015). Esses resultados 

sugeriram que a fosforilação de eIF4B no sítio Ser422 é mais dependente da via Ras/ERK/RSK 

do que de mTORC1/S6K nas células de GBM LN-18, o que foi confirmado neste estudo a partir 

das células LN-229CRISPR e utilizando Torin1 para inibir mTORC1. Outro resultado interessante 

no trabalho de Roffé et al. (2015) foi a redução na fosforilação de rpS6 após tratamento apenas 

com rapamicina, diferentemente do observado para eIF4B (Figura 38). 

 

 
Fonte: Roffé et al. (2015). 

Figura 38 - Efeitos do tratamento com rapamicina e/ou inibidores de RSK na fosforilação de 
eIF4B e rpS6. As células foram carenciadas por 48 horas e tratadas com rapamicina, SL0101 e/ou BI-D1870 

por 30 minutos, nas concentrações indicadas. Em seguida, foram estimuladas com 100 ng/mL PMA por 15 
minutos. Os extratos proteicos foram preparados e aplicados no western blot para avaliação dos níveis de P-rpS6 
e P-eIF4B. 
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 Como inicialmente o efeito das RSKs foi investigado apenas a partir do uso dos 

inibidores SL0101 e BI-D1870 (Figura 38), não era possível determinar se os efeitos observados 

seriam mediados por uma das isoformas de RSK de maneira específica ou não. Posteriormente, 

após a geração das células LN-18CRISPR, o efeito das RSKs sobre a fosforilação de eIF4B pôde 

ser melhor investigado (Nascimento 2019). Após estímulo das células LN-18CRISPR com PMA 

ou 10% SFB, observou-se acentuada redução na fosforilação de P(S422)-eIF4B nas células 

RSK1KO e DKO, indicando uma inédita regulação isoforma-específica por RSK1 (Figura 39). 

 

 
Fonte: Nascimento (2019). 

Figura 39 - Avaliação dos níveis de fosforilação de eIF4B nas células LN-18 nocaute para 
RSK1 e/ou RSK2. As células LN-18 wild type, RSK1KO, RSK2KO e DKO foram carenciadas por 48h e em 

seguida estimuladas com 100 ng/mL PMA ou 10% SFB por 15 minutos. A partir dos extratos celulares, foi 
avaliado o nível de p-eIF4B. Resultados de três experimentos independentes 
 

 Neste estudo, pudemos avaliar a fosforilação das proteínas de interesse nas células LN-

299CRISPR. Foi avaliada não apenas a fosforilação de eIF4B, mas também de rpS6 e eEF2K, que 

são outros alvos compartilhados por S6K e RSK. Também foi utilizado Torin1, capaz de inibir 

mTORC1 e mTORC2. A rapamicina, utilizada no experimento com as células LN-18 (Figura 

38) não inibe completamente as funções de mTORC1, sendo mais adequado o uso do inibidor 

de sítio ativo Torin1 para determinar efeitos independentes de mTOR na fosforilação de eIF4B, 

rpS6 e eEF2K. A ausência de fosforilação de 4E-BP1 após tratamento com Torin1 confirma os 

efeitos deste inibidor nas células, já que, embora 4E-BP1 seja fosforilada por outras quinases, 
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em geral elas dependem de uma fosforilação prévia por mTORC1 para que possam fosforilar 

os sítios correspondentes (Qin et al. 2016). Neste experimento (Figura 27), alguns resultados 

interessantes foram observados. Primeiro, a fosforilação de rpS6 e de eIF4B parece ser regulada 

de maneiras diferentes nas células de GBM quando mTORC1 está inativo. Após tratamento 

com Torin1, a fosforilação de rpS6 foi praticamente inibida em todas as células LN-229CRISPR, 

indicando que ela é mais dependente da via PI3K/Akt/mTORC1 do que da via Ras/ERK/RSK 

e que a contribuição das isoformas RSK1 e RSK2 é a mesma no contexto de inibição de 

mTORC1. Considerando o cenário das alterações moleculares frequentemente encontradas em 

GBMs, a regulação da fosforilação de rpS6 poderia ser diferente do relatado na literatura para 

outros tipos celulares. Ainda assim, a menor contribuição de RSK na fosforilação de rpS6 nas 

linhagens celulares de GBM foi similar a resultados obtidos em células HeLa e HEK293. Após 

knockdown com RNA de interferência para S6K1, S6K2, RSK1 e RSK2, as células foram 

tratadas com wortmanina (inibidor de PI3K), rapamicina, U0126 (inibidor de MEK) ou fmk 

(inibidor de RSK) para avaliação dos efeitos sobre a fosforilação de rpS6 (Roux et al. 2007). 

Em outro estudo, hepatócitos de camundongos nocautes para S6K1 e S6K2 foram tratados com 

wortmanina, rapamicina, U0126 e outro inibidor de MEK, PD184352 (Pende et al. 2004), 

chegando a semelhantes conclusões. Em relação à fosforilação de rpS6 nos sítios Ser235/236, 

foi reportado que seus níveis aumentam de acordo com o grau dos gliomas e que esse aumento 

está associado a pior prognóstico (Yang et al. 2011; Mueller et al. 2012). Interessantemente, 

em GBMs há aumento da expressão e fosforilação de AKT, que contribui para a ativação de 

rpS6 (Alvarenga et al. 2017), e aumento também da fosforilação de rpS6 nos sítios 240 e 244 

(Machado et al. 2018), todos esses achados relacionados a pior sobrevida. Estes trabalhos 

indicam a relevância da ativação de rpS6 em GBMs e a importância de compreender os 

mecanismos relacionados a sua fosforilação, como apresentado em nossos resultados. 

 No caso da fosforilação de eIF4B, houve redução nas células tratadas com Torin1 em 

comparação às células tratadas apenas com PMA, porém, de forma importante, ela não foi 

completamente inibida. A manutenção da fosforilação de eIF4B é, possivelmente, um 

mecanismo importante para as células tumorais. Em um trabalho com células HeLa, foi 

demonstrado que eIF4B controla a tradução de mRNAs relacionados à sobrevivência e 

proliferação celular, como c-myc e Bcl-2 que, inclusive, possuem estruturas secundárias na 

região 5’UTR. A tradução de mRNAs com estruturas secundárias depende da ação de eIF4A, 

cuja atividade de helicase é estimulada por eIF4B (Shahbazian et al. 2010). Em outro estudo, 

com células de levedura, foram identificados mais de 100 mRNAs cuja tradução é dependente 

de eIF4B e, adicionalmente, que eIF4B consegue atuar no controle da tradução de forma 
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independente de eIF4A (Sen et al. 2016). Em relação à regulação da fosforilação de eIF4B, 

Shahbazian et al. (2006) foram os primeiros a demonstrar a contribuição tanto de 

mTORC1/S6K quanto de ERK/RSK, em células HeLa, porém ressaltando que a contribuição 

relativa de cada quinase varia de forma dependente de fatores de crescimento e das cinéticas de 

ativação. Assim, a regulação da fosforilação de eIF4B pode acabar sendo influenciada pelas 

alterações moleculares presentes em determinado contexto que, por sua vez, levam à ativação 

aberrante de vias de sinalização. No estudo de Degen et al. (2013) com linhagens celulares de 

carcinoma de células escamosas, foi observada redução na fosforilação de eIF4B após 

tratamento com rapamicina em algumas células, enquanto em outras não, indicando a 

complexidade desta regulação. Outro resultado interessante foi a diferença na fosforilação de 

eIF4B após inibição com Torin1 de acordo com a célula nocaute analisada. Nas células LN-229 

RSK1KO e DKO, ocorreu menor fosforilação do que nas células RSK2KO, o que está de acordo 

com a fosforilação isoforma específica por RSK1, observada nas células LN-18CRISPR (Figura 

39). É interessante mencionar que as células LN-18 possuem níveis proteicos de RSK1 três 

vezes maiores do que de RSK2 (dados não publicados; Figura 40) e, portanto, RSK1 poderia 

ter um papel mais importante nessa linhagem celular do que nas outras. Entretanto, nas células 

LN-229, em que a expressão de RSK1 é equivalente à expressão de RSK2, a falta de efeito 

sobre a fosforilação de eIF4B no nocaute de RSK2 após tratamento com Torin1 foi similar ao 

observado nas células LN-18 RSK2KO. Dessa maneira, é provável que a fosforilação de eIF4B 

seja um evento predominantemente mediado por RSK1, ou seja, isoforma específico. 
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Figura 40 - Quantificação dos níveis de RSK1 e RSK2 em linhagens celulares de GBMs. (A) 

Esquema do desenho experimental, em que foi feita a imunoprecipitação (IP) de RSK1 e de RSK2 a partir de 
extratos de células LN-18. Após IP, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida com SDS, que foi 
posteriormente corado com prata para quantificar RSK2 em relação à RSK1. (B) IP de RSK1 e de (C) RSK2. As 
porcentagens de RSK que permaneceram no sobrenadante (SN) foram usadas para corrigir os níveis de RSKs. (D) 
Isoformas RSK1 e RSK2 imunoprecipitadas. (E) Quantificação das isoformas imunoprecipitadas, corrigidas pelo 
sobrenadante. (F) Estimativa da quantidade de RSK1 e RSK2 nas linhagens celulares de GBM a partir dos 
resultados da IP e dos resultados da Figura 11 (Dados não publicados). 
 

 Outro ponto a ser destacado é a manutenção da fosforilação de eIF4B nas células DKO 

após tratamento com Torin1 nas células LN229CRISPR. Considerando que eIF4B aumenta a 

atividade de helicase de eIF4A (Harms et al. 2014), a tradução de mRNAs com regiões 5’UTR 

complexas e longas é mantida mesmo após inibição de mTORC1 e na ausência de RSK, 

favorecendo a tradução de determinados mRNAs nesse contexto.  

 Em relação à proteína eEF2K, a fosforilação foi mantida nas células controle não 

estimuladas com PMA e não houve redução em nenhuma célula nocaute após tratamento com 

Torin1. Considerando as vias de sinalização envolvidas com sua ativação, esses resultados não 

eram esperados. Leprivier e et al. (2013) relataram redução da fosforilação de eEF2K no sítio 

Ser366, em fibroblastos, após tratamento com inibidores químicos de MEK (PD184352) e de 
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RSK (BI-D1870). Como em nossos resultados a fosforilação se manteve até mesmo após o 

tratamento com Torin1 nas células DKO, é provável que outras quinases estejam envolvidas na 

fosforilação de eEF2K em GBM, principalmente se levarmos em consideração as funções desta 

proteína. Além de participar da síntese de proteínas, ela também regula a diferenciação celular 

e a transformação maligna e confere tolerância a condições de estresse, como privação de 

nutrientes, hipóxia e danos ao DNA, em células tumorais (Zhu et al. 2015). De forma 

interessante, altos níveis de eEF2K foram associados a pior sobrevida em meduloblastomas e 

GBMs, e a expressão de eEF2K foi maior em GBMs do que em tecido cerebral normal 

(Leprivier et al. 2013). Além de tumores do SNC, o aumento da expressão eEF2K foi reportado 

em outros tumores sólidos, como de pâncreas, mama e pulmão (Karakas e Ozpolat 2020). Além 

disso, a presença de mutações em dois sítios de fosforilação regulados por mTORC1, Ser366 e 

Ser396, levou a um aumento na ativação de eEF2K em células HEK293 mutantes quando 

comparadas às células selvagens. Os autores sugerem que a ativação causada pelas mutações 

pode sobrepor os estímulos dependentes de mTORC1/S6K. Em tumores, mutações no sítio 

Ser366 foram descritas em carcinoma urinário e de esôfago (Wang et al. 2014). Embora 

inibidores de eEF2K ainda não tenham sido avaliados em ensaios clínicos, estudos pré-clínicos 

em células de câncer de mama (Tekedereli et al. 2012), pâncreas (Ashour et al. 2014) e GBM 

(Zhang et al. 2011) reportaram aumento da apoptose após inibição de eEF2K, por diferentes 

mecanismos. Em duas linhagens celulares de GBM, a inibição de eEF2K com RNA de 

interferência ou com o inibidor farmacológico NH125 aumentou a apoptose induzida pelo 

tratamento com TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Zhang et al. 2011). 

Considerando o importante papel desempenhado por eEF2K em tumores, ela surge como um 

potencial alvo terapêutico. Além disso, essa quinase possui um único alvo descrito até o 

momento e sua inibição não compromete a viabilidade de células não tumorais, o que 

possivelmente proporcionaria o desenvolvimento de inibidores com menos efeitos colaterais 

(Liu e Proud 2016).  

 Com o objetivo de analisar a fosforilação de eIF4B e rpS6 em outro modelo, utilizamos 

cinco linhagens celulares selvagens de GBM (LN-18, LN-229, U87-MG, A172 e U118-MG) 

que, inclusive, expressam diferentes níveis de RSK1 (Figura 11). Em três linhagens celulares 

(LN-229, U87-MG e U118-MG) observou-se inibição quase completa da fosforilação de rpS6 

após tratamento com Torin1. Curiosamente, isso não foi observado nas células LN-18 e A172, 

que mantiveram um nível de fosforilação considerável de rpS6 após tratamento com Torin1. A 

fosforilação de rpS6 observada na linhagem LN-18 pode ser explicada pela elevada expressão 

de EGFR nessas células, como descrito no trabalho de Berezowska et al. (2010). Foi reportado 
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que, quando as células LN-18 foram estimuladas apenas com EGF, observou-se um grande 

aumento na fosforilação de ERK1/2 em relação às células não-estimuladas. O SFB utilizado 

em nosso experimento estimula receptores como o EGFR, devido aos fatores de crescimento 

presentes, o que resultaria na ativação de ERK. Como discutido anteriormente, a fosforilação 

de ERK ativa seus substratos, sendo um deles RSK. Por sua vez, RSK é capaz de fosforilar 

rpS6. Inclusive, a linhagem celular LN-18 possui maior nível de RSK1, que poderia contribuir, 

juntamente com a maior ativação da via, para a fosforilação de rpS6. No caso da linhagem 

celular A172, é possível que os efeitos da ativação anormal da vias de sinalização não sejam 

completamente revertidos pelo tratamento com Torin1. Liu et al. (2017) também encontraram 

níveis maiores de fosforilação de rpS6 nas células A172 do que na linhagem celular LN-229. 

Outra observação em nossos resultados foi a de que o nível de fosforilação de rpS6 foi maior 

nas células controle do que quando as células A172 foram estimuladas com 10% SFB. 

Possivelmente, alterações genéticas levam à ativação das vias de sinalização 

independentemente de estímulos. 

 Nas linhagens celulares de GBM, também foi observada a manutenção da fosforilação 

de eIF4B após inibição de mTORC1. Além da participação na síntese de proteínas, eIF4B 

controla a sobrevivência e proliferação celular (Shahbazian et al. 2010). Portanto, a fosforilação 

pode favorecer a resistência ao uso de inibidores de mTORC1, sendo provável que a 

fosforilação ocorra porque a proteína RSK, que também fosforila eIF4B, permanece ativa. 

Entretanto, mesmo nas células que não possuem nenhuma das isoformas de RSK (DKO), 

quando tratadas com Torin1, foi observada fosforilação de eIF4B. Este resultado também 

sustenta o envolvimento de outra quinase, seguramente da família AGC, quando mTORC1 e 

RSK não estão ativas.  

 Nossos resultados ajudam a entender o comportamento de diferentes células de GBM 

quando tratadas com o inibidor de mTORC1, Torin1. Considerando que inibidores de mTORC1 

são potenciais terapias para pacientes portadores de GBMs, é de grande importância 

compreender quais são os possíveis mecanismos moleculares associados à resistência a esses 

inibidores. Isto também permite avaliar os potenciais benefícios clínicos para os pacientes e 

evitar que eles sejam submetidos a tratamentos que não serão efetivos. 

 Além de avaliar componentes das vias de sinalização Ras/ERK/RSK e 

PI3K/Akt/mTORC1 relacionados à síntese de proteínas, também buscamos avaliar a tradução 

das células LN-229CRISPR por meio do perfil polissomal. Neste caso, optamos por usar o 

gradiente de sacarose 5-50%, em que é possível analisar a tradução de forma mais detalhada 

através de um perfil polissomal onde se visualizam picos referentes às subunidades ribossomais, 
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monossomos e polissomos. Entretanto, tivemos dificuldade em obter os picos referentes aos 

polissomos. Uma possível explicação para isso seria a necessidade de obter maior quantidade 

de amostra para o perfil polissomal. Por isso, também fizemos um experimento partindo de uma 

maior quantidade de células, mas, ainda assim, o resultado foi igual aos anteriores. No trabalho 

de Bell et al. (2018), o perfil polissomal para as células LN-229 apresenta picos discretos 

referentes aos polissomos. Nossos resultados indicam que as taxas de tradução desta linhagem 

celular são baixas, mesmo nas células que não foram tratadas com Torin1. Para avaliar a 

tradução sob outra perspectiva, decidimos analisar a distribuição dos mRNAs nas frações 

obtidas do perfil polissomal (Figura 33). Embora nossos resultados sejam preliminares, eles 

sugeriram que as células RSK1KO apresentam menor tradução geral. Neste contexto, as 

alterações moleculares nas células LN-229 podem explicar as menores taxas de tradução, como 

a menor ativação de Akt/mTORC1 (Roffé et al. 2015) e a mutação em NF1, o que torna essas 

células mais dependentes da ativação de Ras/ERK. Para comparação, as células A172 e U118-

MG têm perda de PTEN (Ishii et al. 1999), o que resulta na hiperativação de 

PI3K/Akt/mTORC1 e, para elas, foi possível avaliar as taxas de tradução através do perfil 

polissomal e o efeito do tratamento com Torin1 na tradução foi evidente (Figura 34). 

 Neste trabalho, também investigamos o controle da tradução de 5’TOP mRNAs pelas 

RSKs. Na dissertação da aluna Danielle Pereira Nascimento, resultados interessantes foram 

obtidos com as células LN-18CRISPR em experimentos de translatômica, com o objetivo de 

determinar o papel das RSKs na tradução (Nascimento 2019). Também foi utilizado o inibidor 

Torin1, para eliminar os efeitos da ativação de mTORC1, e foi observado que as isoformas 

RSK1 e RSK2 controlam a tradução de famílias específicas de mRNAs quando mTORC1 está 

inativado. As células RSK1 nocaute apresentaram um maior número de mRNAs regulados 

negativamente, entre eles, 5’TOP mRNAs.  

 Além da participação de mTORC1 na regulação da tradução dos 5’TOP mRNAs, como 

demonstrado em estudos em que a inibição de mTORC1 resultou na inibição da tradução de 

5’TOP mRNAs (Thoreen et al. 2012; Hsieh et al. 2012), por muito tempo buscou-se identificar 

quais seriam as outras proteínas relacionadas à regulação da tradução dessa família de mRNAs. 

Atualmente, sabe-se que LARP1 regula a estabilidade dos 5’TOP mRNAs e também inibe sua 

tradução, ao interagir com a estrutura 5’cap e impedir a ligação de eIF4E. Consequentemente, 

a etapa de iniciação da tradução é inibida (Fonseca et al. 2015; Lahr et al. 2017). Também é 

importante ressaltar que LARP1 foi identificada recentemente como um alvo de mTORC1 e 

que a interação entre essas proteínas contribui, ao menos em parte, para a regulação dos 5’TOP 

mRNAs (Fonseca et al. 2015). Entretanto, os resultados anteriores da translatômica apontaram 
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que RSK1 também desempenha um papel na regulação da tradução dos 5’TOP mRNAs, quando 

mTORC1 está inativado, sugerindo a importância de outros mecanismos de regulação. 

O estudo dos 5’TOP mRNAs é relevante na área de oncologia, pois a sequência 5’TOP 

é um dos elementos regulatórios cis presente na 5’UTR que, junto com proteínas de ligação ao 

RNA e fatores trans-acting, modulam a tradução de mRNAs específicos e, portanto, o 

proteoma. Essa sequência foi associada à regulação da tradução de mRNAs envolvidos com 

síntese de proteínas, proliferação e metástase (Schuster e Hsieh 2019). Assim, diversos 5’ TOP 

mRNAs possuem potencial oncogênico. Por exemplo, o aumento da expressão de PABPC1 foi 

relacionado à progressão tumoral e ocorrência de metástases em diferentes tipos de tumor, como 

câncer gástrico (Zhu J et al. 2015), de tireoide (Erinjeri et al. 2018) e de esôfago (Takashima et 

al. 2006). Wang et al. (2020) reportaram, a partir de dados do TCGA, que gliomas de alto grau 

apresentaram menor expressão de PABPC1, entretanto, esses dados são referentes aos níveis de 

transcritos (mRNA total), o que pode ser uma limitação, como discutido adiante. Além disso, a 

maior expressão de PABPC1 foi associada a melhor prognóstico. Por outro lado, o aumento da 

expressão de RPS11 (um dos 5’TOP mRNAs analisados em nosso estudo) e/ou de RPS20, tanto 

a nível de mRNA quanto de proteína, foi associado a pior prognóstico. A análise de 578 GBMs 

utilizando dados do TCGA confirmaram essas conclusões (Yong et al. 2015). 

Interessantemente, Awah et al. (2020) mostraram que a proteína RPS11 contribui para a 

sensibilidade ao tratamento com os quimioterápicos etoposídeo e doxorrubicina, em linhagens 

celulares primárias de GBM, com a observação de que em células nocaute para RPS11 houve 

redução na resposta ao tratamento devido a alterações no processo de apoptose. Em relação a 

outras proteínas ribossomais, a expressão de RPS27 é maior tanto em gliomas de baixo grau 

(até 8,8 vezes) quanto em GBMs (até 4,6 vezes) quando comparado ao tecido normal. Também 

foi observado aumento na expressão de RPS27 em células-tronco de gliomas. Embora ela não 

tenha impactado a sobrevida, esses resultados sugerem que essa proteína pode desempenhar 

importante funções no processo de gliomagênese. De fato, o papel oncogênico de RPS27 já foi 

observado em outros tipos de tumores (Feldheim et al. 2020). De forma similar, a expressão de 

rpS6 foi maior em áreas de tecidos de GBM onde havia predominância de células-tronco 

tumorais. Além disso, rpS6 induziu características de células-tronco em linhagens celulares de 

GBM (Shirakawa et al. 2020). Esses resultados ressaltam a importância de compreender os 

mecanismos que regulam a tradução de 5’TOP mRNAs em tumores. O papel desses mRNAs é 

particularmente importante no caso de GBMs, já que sua regulação envolve mTORC1 e a via 

de sinalização PI3K/Akt/mTORC1 está hiperativada na maioria dos GBMs. 
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A transcriptômica envolve a análise de todos os mRNAs transcritos na célula, que 

podem estar envolvidos com a síntese de proteínas ou não, pois eles podem ser, por exemplo, 

armazenados ou degradados. Por outro lado, a translatômica corresponde à análise dos mRNAs 

que são ativamente traduzidos (Piccirillo et al. 2014) e, portanto, ela fornece informações 

melhor correlacionadas com o proteoma (Larsson et al. 2007). Além disso, devido aos 

mecanismos de controle traducional, a expressão gênica é, em grande parte, regulada a nível da 

tradução e não a nível da transcrição. Um dos mecanismos de controle traducional envolve 

eIF4E, que faz parte do complexo eIF4F, cuja formação é um dos pontos limitantes da etapa de 

iniciação da tradução. Sua hiperativação está relacionada à tumorigênese (Siddiqui e Soneberg 

2015). Ao se avaliar os efeitos da superexpressão de eIF4E na expressão gênica através do 

translatoma e do transcriptoma, uma diferença quase dez vezes maior foi observada entre genes 

regulados a nível da tradução (1518) do que a nível da transcrição (141). Muitos desses genes 

estavam associados à regulação de processos oncogênicos, como proliferação e motilidade 

(Larsson et al. 2007). Diversos estudos também compararam a aplicação de análises de 

transcriptômica e translatômica para avaliação da expressão gênica. Tebaldi et al. (2012) 

investigaram os efeitos do tratamento com EGF, que reprograma a expressão gênica, no 

transcriptoma e no translatoma de células HeLa. Dentre os genes diferencialmente expressos, 

90% foram identificados pela análise do translatoma e menos de 5% deles apresentaram 

alterações tanto no transcriptoma quanto no translatoma. Além disso, a comparação entre 

processos biológicos afetados pelas alterações identificadas no transcriptoma ou no translatoma 

predisseram fenótipos diferentes. Em outro trabalho, foi investigado o efeito da ativação de 

mTOR sobre o nível de mRNAs regulados a nível transcricional ou pós-transcricional em 

hepatócitos. Ausência de correlação foi observada entre as alterações identificadas na análise 

do RNA total e do mRNA associado aos polissomos, indicando que a regulação em cada um 

desses níveis abrange diferentes mRNAs. Além disso, os resultados sugeriram que a atividade 

de mTOR tem como principal alvo os transcritos modificados em nível pós-transcricional 

(Parent et al. 2007). Em GBMs, os efeitos da radiação ionizante sobre o transcriptoma e o 

translatoma foram comparados, com uma variação dez vezes maior nos mRNAs traduzidos, 

sendo essa alteração similar às mudanças identificadas a nível de proteínas. Assim, o controle 

traducional da expressão gênica pode proporcionar um melhor entendimento dos mecanismos 

da resposta celular à radiação ionizante (Lü et al. 2006). Em um trabalho anterior do nosso 

grupo, análises de transcriptômica foram comparadas à translatômica para o estudo da 

expressão gênica em oito fragmentos obtidos de um caso de GBM. Dentre 326 genes 

diferencialmente expressos 162 deles não teriam sido identificados caso a translatômica não 
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tivesse sido incluída (Lupinacci et al. 2019). Todos esses achados evidenciam a relevância da 

aplicação da translatômica em estudos de expressão gênica. 

Assim, neste trabalho, buscamos validar o papel da isoforma RSK1 na regulação da 

tradução de 5’TOP mRNAs por meio da análise dos mRNA associados aos polissomos. 

Também comparamos esses resultados com a avaliação do mRNA total. Para isso, foram 

utilizadas as células LN-18CRISPR e linhagens celulares de GBM selvagens, que possuem 

diferentes níveis de RSK1 (LN-18, A172 e U118-MG), tratadas com o inibidor de mTORC1, 

Torin1. Para realização do perfil polissomal, foi optado pelo uso de um protocolo otimizado, 

em que os polissomos são isolados através de um menor número de frações, o que reduz perdas 

durante o processo de extração do RNA (Liang et al. 2017). Isso foi particularmente importante 

para o nosso estudo, porque a extração de RNA nesses experimentos foi feita através de um kit 

normalmente utilizado para pequenos volumes de amostra, enquanto o volume das frações 

combinado com etanol e reagente Tri era bem maior. Além disso, o uso do protocolo otimizado 

permitiu que as frações fossem separadas igualmente em três grupos distintos, nos quais foram 

analisados os níveis dos mRNAs de interesse. 

Para extrair o RNA das frações do perfil polissomal e realizar a RT-qPCR, 

estabelecemos uma metodologia própria, ao combinar as frações em três grupos. Inicialmente, 

a expressão dos 5’TOP mRNAs foi analisada levando-se em consideração o pool de mRNAs 

referente a uma determinada célula (LN-18, A172 e U118-MG) e condição (controle ou 

tratamento com Torin1). Embora esta análise tenha gerado resultados satisfatórios para o 

experimento feito com as três linhagens celulares de GBM, a comparação entre mRNAs 

derivados de frações contendo diferentes quantidades de sacarose (5%, 34% e 55%) pode 

representar uma limitação, relacionada ao fato de que o processo de extração e/ou a 

retrotranscrição não tenham sido quantitativos. Nesse caso, as análises por RT-qPCR não 

refletiriam os reais níveis de mRNAs nas frações. Como segunda opção para normalização dos 

resultados, decidimos utilizar um RNA exógeno. Assim, o mRNA controle de luciferase foi 

adicionado às frações do perfil polissomal imediatamente antes da extração de RNA, como 

descrito em outros trabalhos (Thoreen et al. 2012; Baird et al. 2014). A adição do RNA de 

luciferase permite controlar as perdas de material e outros artefatos durante o processo de 

extração (Magalhães et al. 2019), porque a mesma quantidade é adicionada às amostras e por 

ser amplificado com a mesma eficiência dos genes de interesse (Johnston et al. 2012). A adição 

de um mRNA exógeno é relatada em diversos estudos como uma ferramenta para normalização 

dos resultados de expressão gênica (Magalhães et al. 2019; Johnston et al. 2012). Inclusive, 
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essa abordagem pode ser utilizada para avaliar a estabilidade de genes de referência (Johnston 

et al. 2012). 

A análise da expressão de dois 5’TOP mRNAs, PABPC4 e RPS11, nas células LN-

18CRISPR foi feita com o mRNA controle de luciferase, que parece ser a metodologia mais 

adequada para nossos experimentos. A partir disso, foi observada diferença na expressão de 

PABPC4 e RPS11 nas células RSK1KO quando comparadas às outras células. No grupo Poli, 

houve maior diferença entre células RSK1KO controle e tratadas com Torin1 quando 

comparadas a essas mesmas condições nas demais células. Esses resultados confirmam que a 

ausência de RSK1 impede que a tradução dos 5’TOP mRNAs seja mantida quando mTORC1 

está inativado (Figura 41). 

 

 
Figura 41 - Regulação da tradução dos mRNAs com sequência 5’TOP pela proteína RSK1. 

 

 Além disso, os resultados anteriores da translatômica mostraram que não ocorreu 

redução na tradução de 5’TOP mRNAs nas células DKO (Figura 17), mesmo com a ausência 

de todas as isoformas de RSK, o que também foi observado na análise da expressão de PABPC4 

e RPS11 nestas células. Seria esperado que o comportamento das células DKO fosse similar ao 

das células RSK1KO, considerando a regulação da tradução dos 5’TOP mRNAs por essa 

isoforma, mas é possível que ocorra algum mecanismo de compensação nas células DKO. De 

fato, resultados diferentes entre as células RSK1KO e DKO também foram observados ao se 

avaliar a fosforilação de eIF4B e de rpS6 nas células LN-229CRISPR, como discutido 

anteriormente. Isso reforça a hipótese de que algum mecanismo compensatório, ainda 

desconhecido, ocorra na célula após a perda de todas as isoformas de RSK. 
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 Os resultados obtidos com as linhagens celulares LN-18, A172 e U118-MG também 

indicaram um papel da isoforma RSK1 na regulação da tradução do 5’TOP mRNAs, através da 

análise do mRNA associado a polissomos. Entretanto, tanto neste experimento quanto no 

experimento com as células LN-18CRISPR, não observamos nenhuma diferença nos níveis de 

mRNA total de PABPC4 e de RPS11 em células com diferentes níveis de RSK1, ressaltando as 

limitações de avaliar apenas o mRNA total como uma medida de expressão gênica.  

 A partir de resultados anteriores, que foram validados por este estudo, foi proposto um 

modelo para explicar a participação de RSK1 na tradução dos 5’TOP mRNAs. Essa isoforma 

atuaria promovendo a inibição de um inibidor da tradução dos 5’TOP mRNAs. Nas células 

DKO, esse inibidor seria perdido e, em consequência, a tradução desses mRNAs ocorreria de 

maneira independente de RSK1. A proteína LARP1 é uma possível candidata para atuar como 

um inibidor regulado por RSK, pois possui vários sítios suscetíveis à fosforilação e em vários 

deles é encontrada uma sequência consenso que poderia ser um substrato das RSKs. 

 Além disso, seu papel na regulação negativa da tradução de 5’TOP mRNAs já foi 

descrito (Fonseca et al. 2018). 

 A regulação da tradução de 5’TOP mRNAs por RSK1, validada neste estudo, pode 

representar um mecanismo de resistência aos inibidores de mTORC1, o que possui grande 

relevância clínica. Como a via PI3K/Akt/mTOR encontra-se frequentemente alterada em 

diversos tipos de tumor, o desenvolvimento de inibidores para diferentes componentes desta 

via é promissor. A proteína mTOR é o principal alvo dos inibidores desenvolvidos (Formisano 

et al. 2020). A rapamicina foi o primeiro inibidor de mTOR descrito, porém atua apenas sobre 

mTORC1. Sua aplicação clínica apresentou algumas limitações devido a propriedades do 

composto, como a reduzida solubilidade em água, o que afeta a biodisponibilidade da droga. 

Com o objetivo de contornar essas limitações, análogos de rapamicina (chamados rapalogs) 

foram desenvolvidos. Entre eles, o Temsirolimus foi o primeiro aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) para tratamento do câncer (Kwitkowski et al. 2010; Zheng e Jiang 2015). 

No entanto, mecanismos de resistência limitaram o uso dos rapalogs, incluindo mutação em 

FKBP12 ou em mTOR; aumento da atividade de mTORC2 devido à inibição de mTORC1, com 

consequente ativação de Akt; aumento da sinalização de ERK; redução da expressão de 4E-

BP1 ou aumento da expressão de eIF4E; modulação de reguladores da apoptose, como aumento 

de Bcl-2, entre outros. Em geral, eles são eficazes no tratamento de apenas alguns tipos de 

câncer, como o carcinoma de células renais e o linfoma de células do manto (Carew et al. 2011). 

Como existem diversos processos celulares relacionados à sobrevivência celular que dependem 

da ativação de PI3K/AKT/mTOR, mecanismos de resistência são rapidamente desenvolvidos 
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pelas células (Formisano et al. 2020). Além disso, a ativação de mTORC1/S6K resulta em 

feedbacks negativos que atenuam a ativação de componentes de vias de sinalização relacionadas 

a receptores tirosina quinase. Assim, com a inativação de mTORC1, esses componentes deixam 

de ser inibidos, o que acaba compensando os efeitos antiproliferativos dos inibidores de 

mTORC1 e gerando resistência. Por isso, a identificação de mecanismos de resistência possui 

grande relevância para a terapia.  

Os inibidores do sítio ativo de mTOR ainda não são empregados na prática clínica, mas 

apresentaram maior eficácia do que os rapalogs em diferentes modelos e já foram incluídos em 

ensaios clínicos. Mecanismos de resistência também foram descritos pra essa classe de 

inibidores, como a supressão de mecanismos de feedback negativo que regulam a ativação de 

PI3K/Akt (Formisano et al. 2020). Foi demonstrado que a inibição concomitante de mTORC1 

e mTORC2 induz a ativação de PI3K dependente do receptor do fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF) (Yoon 2017) e também a ativação da via MEK/ERK por 

mecanismos independentes de PI3K (Soares et al. 2013), ao contrário do observado 

anteriormente após o uso de rapamicina (Carracedo et al. 2008; Hong et al. 2012). Outros 

mecanismos de resistência relacionados ao uso dos inibidores do sítio ativo de mTOR são a 

ocorrência de mutações no domínio quinase de mTOR, que aumentam sua ativação (Rodrik-

Outmezguine et al. 2016) e aumento da razão eIF4E/4E-BPs, o que leva à tradução de mRNAs 

sensíveis a eIF4E (Yanagiya et al. 2012). Entretanto, os mecanismos de feedback e 

compensação relacionados à resistência podem se desenvolver em contextos específicos e, 

consequentemente, os efeitos observados variam e não podem ser extrapolados de uma 

linhagem celular para outra (Rodrik-Outmezguine et al. 2011). 

 A redundância entre diferentes vias de sinalização também contribui para a resistência 

a drogas. As vias PI3K/Akt/mTORC1 e Ras/ERK/RSK possuem alvos em comum e, portanto, 

mecanismos de resistência podem ser minimizados pelo uso concomitante de inibidores de 

ambas as vias. Estudos pré-clínicos utilizando inibidores para as duas vias apresentaram bons 

resultados ao reduzir o crescimento das células tumorais (Talbert et al. 2017; Wu et al. 2017; 

Goulielmaki et al. 2019). A terapia combinada se mostrou mais eficiente do que o uso de apenas 

um inibidor também em um modelo animal de GBM (Mcneill et al. 2017). Entretanto, em 

grande parte dos ensaios clínicos muitos efeitos colaterais foram observados, limitando a 

aplicação terapêutica (Cao et al. 2019). Por exemplo, inibidores de MEK estão associados a 

numerosas reações adversas (Welsh e Corrie 2015), o que pode ser explicado pelo papel 

importante de seu substrato, ERK, na ativação de diversas proteínas relacionadas a importantes 

processos celulares. Dessa forma, em contextos onde se torna necessário inibir alvos 
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downstream a ERK (como RSK), é interessante o desenvolvimento de inibidores específicos 

para estes alvos, o que deve originar menos efeitos colaterais. Levando esse ponto em 

consideração e nossos resultados que sugerem um papel importante para RSK1 em GBMs, uma 

alternativa interessante é o desenvolvimento de inibidores específicos para esta isoforma. É 

preciso lembrar, entretanto, que mecanismos não esperados ou desconhecidos podem surgir, 

como foi observado após o tratamento das células DKO com Torin1, reforçando a importância 

dos mecanismos de resistência. 

 Nossos resultados apontam para um possível mecanismo de resistência aos inibidores 

de mTORC1 em GBMs, através da regulação da tradução de 5’TOP mRNAs pela isoforma 

RSK1, quando mTORC1 está inativado. Considerando que os inibidores de sítio ativo de 

mTOR vêm sendo testados com a intenção de serem aplicados na clínica e que RSK1 pode ter 

alta expressão ou não em GBMs, esse achado poderia ser útil na identificação de pacientes que 

se beneficiarão da terapia com inibidores de mTOR, otimizando seu uso e melhorando os 

resultados clínicos.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 Neste trabalho, foi possível estabelecer algumas funções da isoforma RSK1 em GBMs. 

Para experimentos que tiveram o objetivo de avaliar componentes de vias de sinalização, foram 

geradas células LN-229 nocaute para as isoformas RSK1 e RSK2, tornando disponível outro 

modelo para o estudo da função das RSKs em GBMs. Nesses experimentos, foi demonstrado 

que a fosforilação de eIF4B e de rpS6 possui diferentes mecanismos de regulação. A 

fosforilação de eIF4B no sítio Ser422 é mais dependente da via Ras/ERK/RSK, enquanto a 

fosforilação de rpS6 nos sítios Ser235/236 é mais dependente de PI3K/Akt/mTORC1, em 

células de GBM. Além disso, a isoforma RSK1 é mais importante do que RSK2 em manter a 

fosforilação de eIF4B. Também validamos em nossos experimentos achados prévios acerca da 

regulação da tradução de mRNAs 5’TOP por RSK1 quando mTORC1 está inibido. Assim, este 

estudo identificou mecanismos moleculares relevantes ao desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas que busquem contornar a ocorrência de mecanismos de resistência. 
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