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 RESUMO 

 

Gomes RG. Análise do perfil dos prostanoides e do seu papel no controle da migração 

celular em gioblastoma. [Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. São Paulo: 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Glioblastoma (GBM; astrocitoma OMS grau IV) é o tumor cerebral mais comum e 

agressivo em adultos. Apesar dos tratamentos intensivos envolvendo ressecção 

cirúrgica, quimio e radioterapia, a maioria dos pacientes diagnosticados com GBM tem 

uma sobrevida média de apenas 1 ano. As dificuldades relacionadas ao sucesso dos 

tratamentos, em grande parte estão relacionadas à elevada capacidade de migração e 

invasão das células tumorais de GBM para o tecido cerebral adjacente. Os prostanoides 

(PGE2, PGD2, PGF2α, PGI2 e TXA2) fazem parte de uma família de compostos lipídicos 

biologicamente ativos derivados do ácido araquidônico (AA) que estão envolvidos em 

várias funções fisiológicas e patológicas. A produção aumentada desses prostanoides, 

especialmente de PGE2, está envolvida com vários processos do desenvolvimento e 

progressão do câncer, tais como a proliferação, apoptose e angiogênese. PGE2 através 

de diferentes vias de sinalização é conhecida por influenciar no processo de migração 

celular de vários tumores. No entanto, em GBM o papel destes prostanoides é pouco 

compreendido. O objetivo deste estudo foi analisar in vitro o perfil de diferentes 

prostanoides nas linhagens de GBM (T98G, A-172, U-138MG, U-251MG e U-87MG), 

além de verificar o papel dos prostanoides e dos seus receptores na migração celular das 

linhagens U-251MG e U-87MG. Os resultados demostraram um perfil de produção dos 

prostanoides da série 2 bem diferente entre as linhagens, além da não detecção dos 

prostanoides da séries 1 e 3. A expressão de COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES2, 

cPGES, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD foi observada pelas técnicas de PCR em tempo real 

e imunofluorescência. Nos ensaios de migração, observamos um aumento da migração 

celular nas linhagens U-251MG e U-87MG após a adição dos prostanoides exógenos. 

Nos tratamentos com os antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) 

foi observado em ambas as linhagens a diminuição da capacidade de migração das 

células em relação aos seus respectivos controles. Em conjunto esses resultados, 

demonstram um papel importante dos prostanoides, especialmente PGE2, no processo 

de migração das células de GBM. Sendo este efeito mediado, pelo menos em parte, por 

uma alteração na resposta celular, seguida da ativação dos receptores EP2 e EP4. 
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ABSTRACT 

Gomes RG. Analysis of the profile of prostanoids and their role in the control of cell 

migration in glioblastoma. [Ph.D Thesis (Cell and Tissue Biology)]. São Paulo: Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

Glioblastoma (GBM; astrocytoma grade IV WHO) is the most common and aggressive 

brain tumour in adults. Despite intensive treatments involving surgical resection, 

radiotherapy and chemotherapy, most patients diagnosed with GBM have a median 

survival of only 1 year. The difficulties involved in the success of treatments are largely 

due to the migratory and invasive capacity of the GBM tumour cells to invade 

surrounding brain tissue. The prostanoids (PGE2, PGD2, PGF2α, PGI2 e TXA2) are part 

of a family of biologically active lipids derived from arachidonic acid (AA) that are 

involved in various physiological and pathological functions. The increased production 

of these prostanoids, especially PGE2, is involved in many developmental processes and 

cancer progression, such as proliferation, apoptosis and angiogenesis. PGE2, through 

different signaling pathways is known to influence the process of cell migration of 

various tumours. However, in GBM the role of these prostanoids is poorly understood. 

The aim of this study was to analyse the in vitro profile of different prostanoids in the 

cell lines of GBM (T98G, A-172, U-138MG, U-251MG and U-87MG), as well as 

analysing the role of prostanoids and their receptors in the migration of the U-251MG 

and U-87MG cell lines. The results showed a varied production of series 2 prostanoids 

among the different cell lines, and a lack of detection of series 1 and 3 prostanoids. The 

expression of COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT and 15-

HPGD was observed by real-time PCR and by immunofluorescence. In migration 

assays treatment with exogenous prostanoids increased the migration of U-251MG and 

U-87MG cell lines. Treatment with the EP2 receptor antagonist (AH6809) and EP4 

receptor antagonist (L161.982) caused a decrease in the migration of both cell lines in 

comparison with their respective controls. Together these results demonstrate the 

important role of prostanoids, especially PGE2, in the migration process of GBM cells. 

This effect is mediated, at least in part, by a change in cellular response, following the 

activation of the EP2 and EP4 receptors. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Tumores do SNC 

 

 O tumor de cérebro é um termo geral que inclui vários tipos de tumores 

benignos e malignos, classificados com base na histopatologia em: tumores do tecido 

neuroepitelial (glioma); tumores das meninges incluindo meningioma e 

hemangioblastoma; tumores de células germinativas e tumores da região selar, 

incluindo tumores da pituitária e craniofaringioma (Fisher et al., 2007). Os tumores 

cerebrais são um grupo bastante heterogêneo, possuindo grandes variações quanto a sua 

origem, características morfológicas, alterações genéticas, crescimento, capacidade de 

invasão, diferentes respostas ao tratamento e tendência a reincidência (Louis et al., 

2007; Ostrom et al., 2014).  

Embora a incidência desses tumores seja relativamente baixa, cerca de 2% de 

todas as neoplasias malignas, nas últimas décadas têm se tornado importante no cenário 

epidemiológico mundial devido ao aumento da sua incidência e mortalidade (Huttner, 

2012).  

No Brasil, a estimativa de incidência de tumores do SNC foi de 5,07 casos novos 

a cada 100 mil homens e 4,05 a cada 100 mil mulheres (Instituto Nacional do Câncer - 

INCA, 2014). Dentre todos os tumores cerebrais os mais frequentes são os tumores 

originários das células da glia, genericamente conhecidos com glioma. 

 

1.2 Gliomas 

 

Glioma é um dos tipos de tumores primários mais comum do Sistema Nervoso 

Central (SNC), derivados das células gliais. Estes tumores são responsáveis por 

aproximadamente 30% de todas as neoplasias do SNC (Adamson et al., 2011).  

Os gliomas são classificados de acordo com as características histológicas em três 

grupos principais: astrocitomas, (derivados de astrócitos ou dos seus precursores), 

oligodendrogliomas (derivados de oligodendrócitos ou dos seus precursores) e 

ependimomas (derivado das células ependimais ou dos seus precursores) (Gladson e al., 

2010; Louis et al., 2007) (esquema 1). Dentre as neoplasias classificadas como gliomas, 

o grupo dos tumores derivados dos astrócitos, os astrocitomas, constituem o principal 
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tipo histológico entre os tumores primários do SNC, perfazendo aproximadamente 70% 

casos. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) os astrocitomas são 

classificados em quatro graus de malignidade, que se baseiam na presença de 

indicadores como hiperproliferação endotelial, mitoses, necrose, atípia nuclear e 

presença de células atípicas.  

Os tumores grau I, conhecidos como astrocitomas pilocíticos, possuem lesões 

com baixo potencial proliferativo e com grandes chances de cura após o tratamento. Os 

astrocitomas difusos são classificados como grau II, por crescerem de forma lenta, 

podendo ou não invadir o tecido cerebral normal adjacente.  

Os tumores grau III são os astrocitomas anaplásicos, possuem alta taxa de 

proliferação e invasividade ao tecido normal, além de alta taxa de recorrência. Por fim, 

o tumor grau IV denominado glioblastoma, corresponde à neoplasia com maior taxa de 

atividade mitótica, com tendência para a necrose e/ou proliferação microvascular, 

podendo haver infiltração dos tecidos circundantes e disseminação crânio-espinhal 

(Crocetti et al., 2012; Loius et al., 2016; Persano et al., 2013). 

 

 

Esquema 1 - Classificação da OMS de tumores cerebrais gliais. Baseado em Louis et al., 2016. 

 

 



21 

 

1.3 Glioblastoma (GBM) 

 

Glioblastoma é o tumor cerebral primário mais frequente em adultos e crianças, 

representando aproximadamente de 15-20% de todas as neoplasias intracranianas e 50% 

entre os astrocitomas. Sua frequência é de 5 casos por 100 000 pessoas (Crocetti et al., 

2012; Dolecek et al., 2012;  McCarthy, Kruchko, 2005). 

O termo glioblastoma multiforme foi usado pela primeira vez em 1925 por 

Globus e Straus como um substituto para a categoria conhecida como multiforme 

spongioblastoma (Shabason, 2011). 

Histologicamente, esse tipo de tumor é caracterizado por alta celularidade, 

atipia nuclear, polimorfismo celular, intensa atividade mitótica, presença de necrose 

com células em paliçadas e proliferação microvascular, sinais típicos de um câncer 

agressivo (Loius et al., 2016). Anatomicamente, o GBM ocorre preferencialmente na 

substância branca subcortical dos hemisférios cerebrais. As regiões mais comumente 

acometidas são: lobo temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%) 

podendo se expandir para o tecido cortical adjacente e para o tronco cerebral (Ewelt et 

al., 2011; Koul et al., 2012; Larjavaara et al 2007).  

O potencial metastático do GBM é extremamente reduzido, porém quando 

presentes podem ser encontrados no baço, pleura, pulmões, nódulos linfáticos, fígado, 

ossos, pâncreas e intestino delgado. Acredita-se que o baixo potencial metastático do 

GBM é em grande parte resultado da barreira criada pelo cérebro e meninges (Mujic et 

al., 2006, Robert, Wastie, 2008;  Urbańska et al., 2014). 

Baseado em sua origem e características clínicas, os GBMs podem ainda ser 

subdivididos em primário e secundário (figura 1). Os glioblastomas primários (ou de 

novo) possuem um crescimento acelerado com curta história clínica (inferior a 3 meses) 

sem evidência de uma lesão pré-existente. Correspondem à maioria dos casos de GBM 

(cerca de 90% dos casos) e acometem, principalmente, pacientes mais idosos, com 

idade aproximada de 60 anos. Além disso, molecularmente, eles apresentam mutações 

em receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR), perda de heterozigosidade 

(LOH) da região 10q, deleções nos gene p16 ou p14, mutações no gene PTEN e no 

TP53 (Ohgaki, Kleihues, 2007, 2013).   

Em contrapartida, os glioblastomas secundários desenvolvem-se através da 

progressão de um glioma de menor grau, como o astrocitoma difuso (grau II) ou 

astrocitoma anaplásico (grau III), sendo mais comum em pacientes mais jovens 
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(aproximadamente 45 anos). Eles se caracterizam principalmente com maior frequência 

de mutações no TP53, LOH do cromossomo 17p e alta expressão do fator de 

crescimento derivado de plaquetas tipo A (PDGFA) e o receptor de fator de crescimento 

derivado de plaquetas tipo A (PDGFRα) (figura 1) (Ohgaki, Kleihues, 2007, 2013).   

 

 

Figura 1 - Vias moleculares envolvidas na formação do glioblastoma. Adaptado de Ohgaki e 

Kleihues (2007). 

 

Por causa da natureza complexa e altamente heterogênea destes tumores, 

recentemente inúmeros estudos utilizando os dados do TCGA (Atlas Genômico do 

Câncer) identificaram alterações genômicas que permitiu a subdivisão dos GBM em 

quatro subtipos distintos (Robertson et al., 2011; Verhaak et al., 2010). Neste sentido, 

de acordo com a expressão gênica de um conjunto de mutações relacionadas ao 

desenvolvimento deste tumor, o GBM foi caracterizado como proneural, neural, 

clássico e mesenquimal (Bleeker et al., 2012; Phillips et al., 2006). 

Atualmente o protocolo mais indicado para o tratamento do GBM é a ressecção 

cirúrgica, seguida de quimioterapia e radioterapia (Lanzetta, Minniti, 2010). Entretanto, 

a grande capacidade de migrar e invadir das células neoplásicas de GBM, junto com a 

falta de delimitação anatômica torna difícil o sucesso da ressecção cirúrgica. Além do 
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mais, a presença da barreira hematoencefálica em conjunto com a heterogeneidade 

celular e genética restringem a distribuição das drogas ao cérebro e limitam também a 

eficácia dos quimioterápicos. Por isso, a sobrevida média para um paciente com GBM a 

partir do diagnóstico é de aproximadamente 14,6 meses (Alifieris, Trafalis, 2015; 

Chang et al., 2007; Simpson et al., 1993). 

Desta forma, o tratamento de GBM continua sendo um grande desafio devido à 

baixa eficácia da terapêutica disponível. Assim, é necessária uma busca mais efetiva de 

marcadores de prognóstico e de novos alvos terapêuticos que possam melhorar a 

sobrevida de pacientes portadores de GBM. 

 

1.4 Prostanoides 

 

Prostanoides é o termo usado para denominar uma de família de compostos 

lipídicos ativos contendo 20 carbonos, que incluem as prostaglandinas, prostaciclina e 

tromboxano. Estes compostos lipídios são sintetizados a partir dos ácidos graxos 

poliinsaturados: ácido dihomo-gama-linolênico (DGLA; precursor dos prostanoides da 

série 1), ácido araquidonico (AA; precursor dos prostanoides da série 2) e ácido 

5,8,11,14,17- eicosapentaenóico (EPA; precursor dos prostanoides da série 3). Entre 

estes precursores, o AA é o mais importante e predominante nos seres humanos (Bos et 

al., 2004; von Dorp et al., 1964) (esquema 2).  

As prostaglandinas (PGs) foram observadas pela primeira vez por Kurzrok e 

Lieb, em 1930, no fluido seminal humano. Esta observação foi confirmada e 

desenvolvida por von Euler (1935) e vinte anos depois Bergstrõm e Sjõvall (1957), 

purificaram com sucesso as primeiras PGs, denominadas PGE1 e PGF1α. Na década de 

70, ficou claro que as prostaglandinas tinham capacidade de desencadear uma 

diversidade de ações, porém os mecanismos e os locais de atuação das mesmas não 

eram conhecidos. Nos anos seguintes com a identificação dos receptores ficou mais 

fácil o entendimento de ação das prostaglandinas, tornando essa área atrativa e 

importante (Gryglewski, 2008; Samuelsson, 1976). 
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Esquema 2 – Metabolismo dos ácidos graxos essenciais.  

 

Os prostanoides são formados pela maioria das células no corpo e atuam como 

mediadores lipídicos autócrinos e parácrinos. Eles não são armazenados nas células, 

mas são sintetizados em resposta a algum estímulo fisiológico, patológico ou 

farmacológico. A quantidade e o tipo de prostaglandina produzida dependem da 

maquinaria enzimática expressa no tipo de célular (Narumiya et al., 1999; Tootle, 

2013). 

A produção dos prostanoides ocorre mediante de uma complexa cascata 

enzimática que tem início com ativação da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que por 

hidrolise libera o AA da membrana celular (Figura 2). 

Uma vez que o AA é liberado, ele é modificado pela ação das enzimas 

ciclooxigenases (COX-1 e COX-2). As COXs são enzimas bifuncionais que possuem 

duas atividades enzimáticas que ocorrem em dois sítios catalíticos distintos.   

a) Atividade de ciclooxigenase: catalisa a oxidação e ciclização do AA até 

hidroperóxido prostaglandina G2 (PGG2).  

b) Atividade de peroxidase: catalisa a peroxidação do hidroperóxido 

prostaglandina G2 (PGG2) até hidroxiperóxido prostaglandina H2 (PGH2) 

(Simmons et al., 2004) 

Sintases específicas catalisam a conversão da instável PGH2 às distintas PGs. 

Para conversão da prostaglandina E2 são conhecidas três sintases, duas isoformas 
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microssomais (mPGES1 e mPGES2) e uma citosólica (cPGES). Todas as sintases de 

PGE2 estão associadas a ambas as COXs, entretanto apresentam maior afinidade por 

COX-2 (Murakami, Kudo, 2004).  

Atualmente foram identificadas duas sintases de PGD2 distintas: enzima L-

PGDS (lipocaina) e H-PGDS (hematopoética). Ambas possuem a capacidade de 

converter PGH2 em PGD2 (Arima, Fukuda, 2011).  

PGD2 pode ainda sofrer reacções de desidratação/isomerização para formar o 

ciclopentanona prostaglandina 15-desoxi-12,14-Δ PGJ2 (15d-PGJ2). Esta ciclopentanona 

difere das outras prostaglandinas por não possuir uma prostaglandina sintase específica 

nem um receptor. Em vez disso, 15d-PGJ2 atua através dos receptores de PGD2 (DP1 e 

DP2) e através da interação com o receptor ativado por proliferador de peroxissomo γ 

(PPARγ) (Scher, Pillinger, 2005). 

A sintase PGF (PGFS) converte PGH2 em PGF2α. Porém, outras PGs podem 

servir de substrato para a síntese de PGF2α. Por exemplo, a PGD2 pode ser convertida 

pela AKR1B1 ao metabólito 9α,11βPGF2 e a PGE2 ser transformada pela enzima 9-

ceto-PGE2 redutase (9K-PGR) em PGF2α (Smith et al., 2000, 2011).   

 No caso da PGI2 e TXA2 as sintases responsáveis pela conversão são: 

prostaciclina sintase (PGIS), e TXA sintase (TXS), respectivamente (Smith et al., 

2000). 

Após serem sintetizados, os prostanoides podem atravessar a membrana por 

difusão simples ou podem ser transportados para o meio extracelular através de uma 

família de proteínas de resistência a múltiplas drogas (MDR) (Reid et al., 2003). No 

meio extracelular, os prostanoides vão se ligar aos seus receptores específicos para 

ativar uma multiplicidade de vias celulares importantes (Kochel, Fulton, 2015). Existem 

nove diferentes tipos de receptores para os prostanoides, denominados: DP1 e DP2 

receptores de PGD2, EP1, EP2, EP3 e EP4 receptores de PGE2, FP receptor de PGF2α, 

IP receptor de e PGI2, e TP receptor de TXA2 (Narumiya et al., 1999; Narumiya, 

FitzGerald,  2001; Tsuboi et al., 2002). 

De maneira bastante simples, os receptores dos prostanoides podem ser 

agrupados em três grupos, baseado no tipo de proteína G à qual são acoplados, e 

consequentemente em função das respostas celulares evocadas. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21437156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukuda%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21437156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scher%20JU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15639643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scher%20JU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15639643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10508233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11435452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11435452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FitzGerald%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11435452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsuboi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12432942
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Na primeira categoria estão os receptores relacionados com atividade relaxante, 

IP, EP2, EP4 e DP, os quais geralmente estão acoplados a proteína Gs (estimulatória) e 

sua ativação estimula a produção de AMPc pela adenilato ciclase (AC). 

A segunda categoria é representada pelos receptores com atividade constritora 

como o EP1, FP e TP, os quais estão acoplados a proteína Gq, mediando o aumento dos 

níveis intracelulares de Ca
+2

. 

O último grupo é representado unicamente pelo receptor EP3, que está acoplado 

a proteína Gi (inibitória), sua ativação inibe a AC, reduzindo os níveis de AMPc. É 

importante ressaltar que apesar da especificidade da maioria dos receptores derivados da 

via da COX, o receptor TP (do TXA2) também pode ser estimulado pelos prostanoides 

PGE2, PGI2 e PGF2α (Bos et al., 2004; Coleman et al.,1994). 

 Embora a maioria das ligações dos prostanoides ocorra com os receptores da 

superfície celular, em alguns casos, no entanto, certas prostaglandinas podem se ligar a 

receptores nucleares. Entre eles, destacam-se os receptores nucleares pertencentes a uma 

família de receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPARs), que regulam 

o metabolismo lipídico, a diferenciação e proliferação celular (Wang et al., 2007).  

Os níveis intracelulares dos prostanoides, não são controlados apenas pela sua 

síntese, mas também pelo seu processo de degradação enzimática. A degradação tem 

início com o transporte dos prostanoides do meio extracelular para o meio intracelular 

pela proteína transportadora de prostaglandina (PGT), em seguida há inativação dos 

prostanoides, pela ação da 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH) 

(Schuster, 2002; Tai, Tong, 2007).  
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Tabela 1 – Mecanismos de sinalização dos prostanoides. 

Baseado Ricciotti e FitzGerald, 2011. 

Prostanoide Receptores Mecanismos e sinalização 

 

PGE2 

EP1 

Acoplado a Gq 

Aumento de IP3 

Aumento de Ca2+ 

EP2 
Acoplado a Gs 

Aumento de cAMP 

EP3 

Acoplado a Gi 

Diminui AMPc 

Aumento de Ca2+ 

EP4 
Acoplado a Gs 

Aumento de cAMP 

 

 

PGD2 

DP1 
Acoplado Gs 

Aumento de cAMP 

DP2 (CRTH2) 

Acoplado a Gi 

Diminui AMPc 

Aumento de Ca2+ 

 

PGF2α 

FPA 

Acoplado a Gq 

Ativa PLC 

Aumenta AMPc 

FPB 

Acoplado a Gq 

Ativa PLC 

Aumenta AMPc 

 

PGI2 

IP 
Acoplado a Gs 

Aumenta AMPc 

PPARβ/γ Modulam indução de genes 

 

TXA2 

TPα 

Acoplado a Gq 

Ativa PLC 

Diminui AMPc 

Aumento de Ca2+ 

 

TPβ 

Acoplado a Gq 

Ativa PLC 

Diminui AMPc 

Aumento de Ca2+ 

 

 

Este processo dá origem aos metabólitos com atividades biológicas muito 

reduzidas, que são 13, 14-dihidro-15 ceto PGF2α, para PGF2α e 13, 14-dihidro-15 ceto 

PGE2, no caso de PGE2. PGD2 será metabolizada em PGs da série J (PGJ2, Delta 12 

PGJ2, 15-deoxi-delta12,14PGJ2) ou F (9α11βPGF2; isômero de PGF2α). O TXA2 e a 

PGI2 são instáveis e são degradadas em seus metabólitos inativos TXB2 e 6-ceto-PGF1, 

respectivamente. (Holla et al., 2008; Korbecki et al., 2014; Wang, DuBois, 2007).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DuBois%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17374999
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    Figura 2 - Biossíntese dos prostanoides. 

 

1.5 Prostaglandina E2 (PGE2) e o câncer 

 

Entre os prostanoides, PGE2 é a prostaglandina mais abundante do organismo, 

sendo produzida por várias células, como os fibroblastos, leucócitos e células renais. 

Este mediador lipídico é o principal membro da família das prostaglandinas, pois 

desempenha um importante papel em diversos sistemas fisiológicos, como o sistema 

gastrointestinal, renal, cardiovascular e reprodutor, além de ser o principal mediador da 

inflamação (Greenhough et al., 2009; Wang, Dubois, 2010).  

Por outro lado, PGE2 também está envolvido em ações patológicas, como no 

câncer, promovendo o crescimento e sobrevivência celular do tumor através de vários 

mecanismos, incluindo aumento da proliferação, inibição da apoptose, aumento da 

migração e invasão, angiogênese e inflamação crónica (Figura 3).(Wang, DuBois, 

2006).  
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  Figura 3 - Influência de PGE2 no câncer. 

 

Níveis elevados de PGE2 são encontrados em várias neoplasias humanas, 

incluindo cólon, pulmão, mama e câncer de cabeça e pescoço, e por muitas vezes 

associadas a um mau prognóstico (Wang, DuBois, 2010). 

PGE2 estimula a proliferação celular, aumenta a sobrevivência celular, e inibe a 

apoptose através da ativação de vias pró-sobrevivência, tais como a PI3K, Erk, EGFR, 

Bcl-2 e NF-κB (Wang, Dubois, 2010). 

Em relação à migração e invasão, PGE2 estimula a regulação positiva do receptor 

CCR7, ativação de Rap, e de EGFR (Buchanan et al., 2006; Pan et al., 2008; Sheng et 

al., 2001; Wu et al., 2011). PGE2 também aumenta a adesão através da expressão 

elevada da integrina α3β1, além de aumentar a produção da MMP2 (Ito et al., 2004; 

Mitchell et al., 2010). Quanto à angiogênese, PGE2 induz a expressão de Fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) (Chang et al., 2004; Sonoshita et al., 2001). 

Além disso, PGE2 é um mediador chave no crosstalk entre as células tumorais e as 

células estromais no microambiente tumoral. PGE2 também contribui para a criação de 

um tumor promovendo a inflamação do microambiente e suprimindo a ativação do 

sistema imunitário (Wang, Dubois, 2010). 

A relevância biológica do aumento da produção de PGE2 nos tumores ainda não 

foi totalmente estabelecida. Em relação aos tumores cerebrais poucos trabalhos foram 

publicados sobre o papel de PGE2. De acordo com Anagnostopoulos-Schleep et al.,  
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(1988) PGE2 é sintetizado e liberado em vários tumores cerebrais, incluindo GBM. Em 

outro estudo, também foi observado que os tumores cerebrais malignos continham uma 

alta concentração de PGE2 e que a remoção cirúrgica reduziu a produção de PGE2 (Loh 

et al., 2002). 

Recentemente no trabalho Brocard et al., (2015) foi demonstrado que a adição de 

PGE2 exógena em culturas primárias de GBM, aumentou a sobrevivência e proliferação 

das células analisadas.  

Chiu et al., (2010) observou que a ativação de PKC por PGE2 na linhagem U-

87MG aumentou a invasão/migração em GBM. Em outro estudo a adição exógena de 

PGE2 na linhagem de glioma humano T98G causou significante aumento na 

proliferação e na migração celular, além de uma diminuição na apoptose (Gomes, 

Colquhoun, 2012).  

Tomados em conjunto, podemos sugerir que PGE2 desempenha um papel 

importante no desenvolvimento de GBM. 

 

1.5.1 Ciclooxigenases (COX) 

 

A COX, também conhecida como prostaglandina-endoperóxido sintase (PGHS), 

é uma enzima chave na conversão de AA em PGs e outros  eicosanoides. Atualmente, 

são conhecidas três isoformas da COX, denominadas como ciclooxigenase-1 (COX-1), 

ciclooxigenase -2 (COX-2) e ciclooxigenase -3 (COX-3), sendo as duas primeiras as 

mais estudadas, enquanto que a terceira foi recentemente descoberta (Rouzer, Marnett, 

2009; Smith et al., 1996; Zidar et al., 2009). 

  A COX-1, isolada por Hemler e Lands (1976), é expressa constitutivamente na 

maioria dos tecidos normais, sendo necessária nas funções fisiológicas de preservação 

do fluxo sanguíneo renal, agregação plaquetária, hemostasia, e citoproteção da mucosa 

gastrointestinal (Appleby et al., 1994). 

No SNC, a COX-1 está presente de forma constitutiva em neurónios, astrócitos, 

células da micróglia e participa da síntese dos prostanoides envolvidos com a 

homeostase (Yagami et al., 2015). 

Ao contrário da COX-1, a COX-2 pode ser expressa constitutivamente ou ser 

induzida em vários tipos celulares desempenhando um importante papel fisiológico e 

fisiopatológico. A expressão constitutiva dessa isoforma é restrita aos rins, sistema 

gástrico, áreas do sistema nervoso central bem como tecidos envolvidos na reprodução. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brocard%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25749386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colquhoun%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23231886
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=667&q=eicosanoides&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwitn5iM59LNAhUHEZAKHbrHC9oQvwUIGSgA
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Na maioria dos tecidos normais a expressão da COX-2 é induzida de forma transitória 

por estímulos pró-inflamatória, fatores de crescimento, citocinas e promotores tumorais 

(Applebyet al., 1994).  

Apesar de serem proteínas semelhantes com aproximadamente 60% de 

homologia e peso molecular de cerca de 70 kD, a COX-1 e a COX-2 são codificadas 

por genes distintos localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. (Smith et al., 

1996). Ambas as enzimas estão localizadas na superfície interna do retículo 

endoplasmático e nas faces interna e externa da membrana nuclear; COX-2, no entanto, 

está relativamente mais concentrada no envoltório nuclear (Merlie, 1988; Needleman, 

Isakson, 1997; Vane et al., 1998). 

 

Tabela 2 – Diferenças entre COX-1 e COX-2. Fonte: Baseado em Simmons et al., (2004). 

 

Recentemente foi sugerida a existência de outra isoforma, que recebeu a 

designação de COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002). Muitos autores acreditam que a 

COX-3 é uma variante da COX-1 (pois é derivada do mesmo gene), por isso 

consideram que a denominação mais apropriada seria COX-1b (Dinchuk et al., 2003).  

Em humanos, ratos e camundongos a expressão desta enzima encontra-se distribuída 

principalmente no córtex cerebral, medula espinhal e coração (Chandrasekharan et al., 

2002). Um papel funcional para COX-3 na fisiologia humana e fisiopatologia ainda não 

foi estabelecida (Shaftel et al., 2003). 

Apesar do papel de destaque dado à COX-2, cada vez mais estudos demostraram 

que COX-1 também participa no desenvolvimento dos tumores. A expressão aumentada 

de COX-1 foi demostrada em câncer de colo do útero, mama, ovário e da vesícula biliar 

(Allaj et al., 2013; Fürstenberger et al., 2006; Gupta et al, 2003). 

Características COX-1 COX-2 

Peso Molecular 71 71 

Número de 

aminoácidos 
576 587 

Localização Membrana plasmática 

Membrana plasmática 

Membrana do reticulo 

endoplasmático 

Membrana nuclear 

Substrato 

 

Ácido araquidônico 

Dihomo-γ-linoleato 

 

Ácido araquidônico 

Dihomo-γ-linoleato 

Ácido eicosapentanóico 

Ácido linolênico 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Appleby%20SB%5Bauth%5D
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Ferrández et al., (2012) usando modelos de animais e amostras de adenomas 

colorretais humanos constataram que a expressão da COX-2 só estava presente em 

pólipos com mais de 1 mm, enquanto que a expressão da COX-1 foi observada em 

pólipos de todos os tamanhos. Esses resultados sugerem que a COX-1 pode 

desempenhar um papel importante nos estados mais iniciais do câncer, enquanto a 

COX-2 parece ser essencial no desenvolvimento mais tardio do mesmo. 

Os dados publicados a partir de um estudo realizado por Daikoku et al., (2005) 

em cultura primária de câncer de ovário, mostraram que o uso do inibidor seletivo da 

COX-1 (SC-560) reduziu a proliferação celular e aumentou a apoptose. Em contraste, o 

uso do inibidor seletivo da COX-2 (celecoxib), teve pouco efeito sobre o crescimento 

do tumor. Estudos similares de Li et al., (2009) com o inibidor SC-560, também reduziu 

a proliferação celular em 21% na linhagem SKOV3 (carcinoma de ovário).  

Lee et al., (1995) observaram que os níveis séricos da COX-1 diminuiu em 50% 

dos pacientes após a cirurgia para remoção do câncer de ovário. Além disso, foi visto 

que a deficiência de COX-1 em modelo de rato para de câncer pele reduziu em 75% a 

tumorigênese dos animais. Em animais nocautes para COX-1 a redução da 

tumorigênese intestinal também foi observada quando comparados com os animais 

controles (Chulada et al., 2000; Tiano et al., 2002). 

Recentemente Wilson et al., (2015) mostraram uma expressão mais elevada da 

COX-1 em relação a COX-2 em câncer do ovário seroso de alto grau (HGSOC) e outros 

10 tipos de tumores. 

A expressão elevada das COXs, principalmente COX-2, é frequentemente 

observada em diferentes tipos de câncer, como pulmão, gástrico, mama, próstata, 

ovário, esôfago, pâncreas e cabeça e pescoço (Allaj et al., 2013; Cao, Prescott, 2002; 

Davis et al., 2005; de Groot et al., 2007; Dong et al., 2010; Vaish, Sanyal, 2012). A 

desregulação da expressão de COX-2 conduz a um aumento na biossíntese PGE2 e a 

indução da inibição da apoptose (Yamanaka et al., 2006), aumento do potencial 

metastático (Kang et al., 2011; Singh et al., 2007), promoção de angiogénese (Gately, 

Li, 2004), evasão imune e resistência à imunoterapia do câncer (Liu et al., 2015). 

No trabalho realizado por Bing et al., (2015) o uso do inibidor seletivo da COX-

2 (Celecoxib) reduziu significativamente o tamanho e o número de adenomas em 

polipose adenomatosa familiar (FAP). 

No estudo realizado por Glover et al., (2011) foi visto por munohistoquímica 

que a expressão da COX-2, estava aumentada em aproximadamente 42% dos cânceres 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25972361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamanaka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16786154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21813027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17213821
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de mama analisados. No tumor de NSCLC (carcinoma de pulmão de células não 

pequenas) a taxa de expressão da proteína COX-2 foi 90% mais elevada do que no 

tecido normal (Li et al., 2011). 

No cérebro, a situação da COX-2 parece ser particularmente complexa uma vez 

que é constitutivamente expressa sob condições normais e significativamente elevado 

durante doenças neurodegenerativas e tumorigênese (Castellone et al., 2005; Gupta, 

DuBois, 2001; Shono et al., 2001; Williams et al, 2000). 

Em tumores cerebrais, a correlação entre a expressão aumentada da COX-2 

versus o grau de malignidade do tumor tem sido observada (Shono et al, 2001; Hara, 

Okayasu, 2004). Em um estudo realizado com 60 amostras de GBM, foi visto uma 

expressão aumentada e homogênea da COX-2 em todas as amostras analisadas (Lalier 

et al., 2007). 

Recentemente no estudo realizado por Oksuz et al., (2016) com a inoculação da 

linhagem C6 em ratos Wistar demonstraram a presença do mRNA das COX-1, COX-2 

e COX-3 no tecido tumoral e nos tecidos normais do cérebro. No tecido tumoral a 

expressão da COX-3 foi significantemente mais elevada em relação ao tecido cerebral 

normal, enquanto que a COX-1 e COX-2 não mostraram diferenças entre os dois 

tecidos.  

Devido a estas evidências, tem-se sugerido que a inibição da expressão das 

COXs provoque um efeito anticancerígeno, suprimindo o desenvolvimento e invasão 

das neoplasias (Jia-Jun et al., 2012). 

 

 

1.5.2 Sintases (mPGES1, mPGES2 e cPGES) 

 

Nos últimos anos, um esforço significativo tem sido dirigido para o 

desenvolvimento de outros alvos enzimáticos dentro da via do AA, incluindo as 

prostaglandinas sintases.  

A síntese de PGE2 ocorre através de três sintases distintas que incluem duas 

isoformas microssomais, a prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES1) e a 

prostaglandina E sintase-2 microssomal (mPGES2), e uma isoforma citosólica, 

prostaglandina E sintase citosólica (cPGES) (Jakobsson et al., 1999). 

A mPGES1 é uma forma induzível que está acoplada principalmente a COX-2. 

Tipicamente a expressão de mPGES1 é mantida em níveis baixos na maioria dos tecidos 
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normais. Porém, num número limitado de órgãos, tais como pulmão, rim e órgãos 

reprodutores a expressão da mPGES1 é abundante e constitutiva (Jakobsson et al., 

1999; Murakami, Kudo, 2006). 

A mPGES2 é uma proteína de membrana associada ao Golgi, expressa 

constitutivamente em vários tecidos humanos. Ao contrário da mPGES1, a mPGES2 

não é induzida por sinais pró- inflamatórios e liga-se a COX-1 e COX-2 para produzir 

PGE2 (Murakami et al., 2003).  

Já a cPGES é uma proteína citosólica expressa constitutivamente no citosol em 

vários tecidos e células. Esta sintase participa da produção de PGE2 ligando-se 

especificamente com a COX-1 (Tanioka et al., 2000). 

Como no caso das COXs, quantidades elevadas das PGES, principalmente da 

mPGES1, tem sido encontradas em tumores de diferentes tipos, sendo relacionadas com 

vários processos importantes na tumorigênese (Rådmark, Samuelsson, 2010). 

Em GBM a expressão elevada das três sintases foi encontrada em 94 amostras de 

pacientes, enquanto que na linhagem U87-MG a expressão constitutiva da mPGES1 

está associada com o aumento da produção de PGE2 e com o estímulo de crescimento da 

linhagem, em comparação com astrócitos primários humanos (Mattila et al., 2009; 

Payner et al., 2006). A inibição da expressão e da atividade de mPGES1 na mesma 

linhagem, bloqueou a produção de PGE2 e diminuiu a sua proliferação. Em outro 

estudo, a sensibilidade de culturas primárias de GBM a apoptose foi aumentada pela 

expressão aumentada de mPGES1, ao passo que o nocaute da sua expressão (por 

shRNA), diminuiu a sensibilidade apoptótica in vitro além de estimular o crescimento 

do tumor in vivo (Lalier et al., 2007). 

 

1.5.3 Receptores de PGE2 

 

PGE2 pode interagir com qualquer um dos seus quatro subtipos de receptores 

especificados como EP1, EP2, EP3 e EP4 para ativar várias vias de sinalização 

intracelulares diferentes (figura 4) (Sugimoto, Narumiya, 2007). A interação entre PGE2 

e seus receptores têm sido estudada extensivamente, devido à sua associação com o 

desenvolvimento do câncer. 

O tratamento de células de melanoma (A375 e Hs294T) com agonista específico 

de EP2 ou de EP4 estimulou a capacidade de migração dessas células (Vaid et al., 

2015). Por outro lado, em um estudo realizado com linhagens de tumores mamários 
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murinos e MCF-7, o silenciamento do receptor EP2 por siRNA e a inibição pelo 

antagonista (AH6809), diminuíram significativamente a proliferação celular e o número 

de metástases, concomitante com a redução da expressão de MMP-2 e MMP-9 em 

câncer de mama (Cheuk et al., 2015; Max et al., 2006). 

Em carcinoma de pulmão, estudos usando camundongos nocaute para EP3 (EP3
-

/-
), mostraram que a sinalização de EP3 é necessária para metástase e invasão do tumor 

(Amano et al., 2009). 

Em outro estudo feito em câncer de cólon, com ratos nocautes para os receptores 

EP1 e EP4 revelaram uma diminuição no número e o tamanho dos pólipos (Mutoh et 

al., 2002; Wang, Dubois, 2006).  

Além disso, a alta expressão de EP4 também foi correlacionada com pior 

sobrevida dos pacientes com gliomas de graus III e IV e nas linhagens U-87MG e 

LN198 (Ochs et al., 2015). 

É importante realçar que apesar dos diversos estudos que apontam para o papel 

dos receptores EPs no câncer, ainda não se conhece detalhadamente como isso ocorre. 

 

 

Figura 4 - Mecanismos de transdução de sinal dos receptores EPs de PGE2.  
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1.5.4 PGT e 15-PGDH  

 

Os níveis de PGE2 no organismo não são controlados apenas pela taxa de sua 

produção, mas também pela sua velocidade de degradação. A degradação dessa 

prostaglandina ocorre em um processo dividido em dois passos (figura 5) (Nomura et 

al., 2004). 

O primeiro passo é mediado pela PGT, que transporta PGE2 do meio extracelular 

para o meio intracelular. Este transportador pertence ao grupo de transportadores de 

ânions orgânicos (OATP), classificadas dentro da superfamília dos carreadores 

orgânicos solúveis (SLC), membro 2A1 (SLCO2A1). O grupo OATP, em humanos, 

consiste de 11 membros, incluindo 10 OATPs e a PGT, classificada como OATP2A1. O 

décimo primeiro domínio transmembranar é, possivelmente, a região da PGT que 

confere especificidade no transporte somente de prostaglandinas (Bao et al., 2002; 

Schuster, 2002). 

O segundo passo para a inativação de PGE2 ocorre no citoplasma, onde a enzima 

15-PGDH catalisa a formação de 15-ceto-PG. A 15-ceto-PGE2 posuue atividade 

biológica reduzida  (Ensor, Tai, 1995). 

 

Figura 5 - Via de degradação de PGE2. 
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Estudos mostraram que a diminuição nos níveis de expressão de PGT ou 15-

PGDH é uma forma muito eficaz para o aumento nos níveis endógenos de PGE2 

(Kochel, Fulton, 2015). Em tumores, a diminuição nos níveis de expressão de PGT e 

15-PGDH também estão relacionadas com o aumento de PGE2 no microambiente 

extracelular, o que contribui para o desenvolvimento do tumor (Smartt et al., 2012). 

Estudos demostraram que a expressão de PGT está desregulada em câncer de 

estômago, ovário, renal e de pulmão. Na linhagem celular de câncer colorretal humano 

HCA-7, a expressão aumentada de PGT reduziu os níveis de PGE2 no meio extracelular 

e aumentou os níveis intracelulares de 15-ceto-PGE2 (Backlund et al., 2005). No 

entanto, pouco se sabe sobre o papel de PGT no câncer, acredita-se que PGT possa 

colaborar funcionalmente com 15-PGDH para inativar PGE2 (Kochel, Fulton, 2015). 

A 15-PGDH, atualmente, vem sendo considerada como um possível supressor 

de tumor antagonizando com a ação de COX-2, uma vez que a diminuição da expressão 

da 15-PGDH está associada com o aumento da tumorigênese no câncer de mama, cólon, 

pulmão (Ding et al., 2005) 

Em GBM, a 15-PGDH está sendo relacionada com o processo de crescimento 

celular. Em um estudo realizado com a linhagem celular T98G, foi visto que, quando a 

enzima COX-2 foi inibida, ocorreu uma expressão aumentada de 15-PGDH e 

consequentemente uma redução no crescimento celular. Em contrapartida, quando a 15-

PGDH foi inibida, o crescimento celular da T98G foi restaurado (Wakimoto et al., 

2008). 

Em geral, os genes envolvidos na síntese de PGE2 são vistos como sendo crucial 

em muitos eventos associados com o desenvolvimento do câncer. Entender e 

caracterizar as consequências patológicas de cada um desses genes poderia ser de 

importância vital para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas futuras. 

 

1.6 Migração Celular  

 

A migração celular é um processo em que as células se movem em resposta a 

estímulos no ambiente celular. Este processo desempenha um papel fundamental em 

muitos processos fisiológicos diferentes, tais como a embriogênese, formação e 

manutenção de novos tecidos, tráfico das células do sistema imune, cicatrização de 

feridas e inflamação (Lauffenburger, Horwitz, 1996). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ding%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15358636
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O processo de migração celular é altamente coordenado entre proteínas do 

citoesqueleto, moléculas de adesão celular e da matriz extracelular, a fim de mover a 

célula a partir de uma posição para outra. Este processo pode ser dividido nas seguintes 

etapas: formação de lamelipódios na parte dianteira do corpo celular, formação de novas 

adesões focais aos componentes da MEC, degradação local da MEC por meio das 

MMPs e finalmente o deslocamento do corpo celular e retração da parte traseira da 

célula (Friedl, Wolf, 2003). 

Cada uma destas etapas envolvem interações complexas e coordenadas entre 

proteínas do citoesqueleto, moléculas de adesão celular, matriz extracelular e vias de 

sinalização externas e internas extremamente coordenadas (Le Clainche, Carlier, 2008). 

Qualquer alteração na regulação de um desses mecanismos pode resultar em patologias, 

tais como defeitos de nascença, doenças autoimunes, inflamação crónica e câncer 

(Friedl, Wolf, 2010).   

A migração das células tumorais tem um papel fundamental na invasão e na 

progressão do tumor, uma vez que está intimamente ligada à capacidade do tumor 

metastizar. Estudos têm mostrado que 90% das mortes relacionadas com o câncer é 

devido a metástases (Bacac, Stamenkovic, 2008; Guan, 2015).  

 

 

Figura 6 - Representação esquemática de uma célula de GBM migrando. a: membrana basal, b: 

endotélio, c: hemácias, d: célula de GBM e e: direção da migração.  

 

A biologia tumoral do glioma é bem diferente dos tumores não cerebrais, pois o 

tumor glial encontra-se confinado num espaço delimitado pela caixa craniana onde 

cresce somente nos espaços ventriculares preenchidos por fluido cefalorraquidiano ou 

destruindo e se infiltrando no parênquima cerebral sadio. Sua disseminação deve-se, 

portanto, à sua capacidade de migração celular ativa através do tecido cerebral (Claes et 

al., 2007). 

a 

b 

c 

e 

 

d 
a 
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Este comportamento migratório junto com a sua capacidade de invadir o tecido 

normal é um dos aspectos importante no desenvolvimento e na evolução dos gliomas, 

além de estar relacionado com fenótipo maligno. O comportamento migratório do 

glioma foi caracterizado no início da década de 40, quando foi mostrado que as células 

neoplásicas de glioma tinham uma grande capacidade de migrar para o parênquima 

cerebral e também o hemisfério contralateral (Scherer, 1940). 

Células individuais de GBM são capazes de se infiltrar em direção ao tecido 

normal de 4 a 7 cm a partir da massa tumoral (Silbergeld, Chicoine, 1997). O caminho 

de migração das células de GBM não é aleatório, muitas vezes as células invadem o 

tecido sadio através da membrana basal dos vasos sanguíneos, o espaço subpendimal 

(glia limitante externa) e através da substância branca (figura 6) (Bellail et al., 2004). 

Esta natureza invasiva e migratória tem sido uma das principais limitações para 

uma ressecção cirúrgica bem sucedida, além de ser a principal causa de reincidência do 

tumor. Dos pacientes que passam por ressecção cirúrgica, 90% dos casos 

desenvolveram novas lesões cerca de 2-3 cm do local original ou em locais distantes no 

cérebro. Além disso, as células que migram podem apresentar uma alteração nos genes 

pró apoptóticos e de proliferação, diminuindo assim a sua susceptibilidade a agentes 

citotóxicos (Cuddapah et al., 2014; Demuth, Berens, 2004; Joy et al, 2003; Mariani et 

al., 2001).  

Portanto, compreender os mecanismos de migração/invasão dos tumores 

cerebrais e suas interações com o tecido circundante é um tema de grande importância. 

Devido ao fato de que os mecanismos moleculares da migração celular GBM e 

invasão são altamente complexos, posterior identificação de novas moléculas candidatas 

que participam nestes processos é crucial para o desenvolvimento de terapia-alvo para 

GBM. 
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O principal objetivo desse estudo foi analisar in vitro o papel e os mecanismos 

de PGE2 e seus receptores EP2 e EP4 na migração celular das linhagens de gliomas 

humano U-251MG e U-87MG. 

 

Objetivos específicos 

Este estudo teve como objetivos: 

A. Avaliar a expressão gênica das proteínas envolvidas na biossíntese de PGE2 

(COX-1,      COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD) nas 

linhagens de GBM U-251MG e U-87MG 

B. Avaliar a expressão proteica de COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, 

EP2, EP4, PGT e 15-HPGD nas linhagens de GBM U-251MG e U-87MG. 

C. Monitorar o perfil de produção de 20 produtos da via das ciclooxigenases: 

6kPGF1, TXB3, TXB2, PGE3, PGF1, PGF2, PGD3, PGE2, PGE1, 13,14dhPGF2, 

PGD1, PGD2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 13,14dh15kPGF1α, 13,14dh15kPGE2, 

13,14dh15kPGE1, PGJ2, delta12PGJ2, 15dPGJ2 nas linhagens U-251MG, U-87MG, 

T98G, A-172 e U-138MG. 

D. Determinar os efeitos da adição exógena de PGE1, PGE2, PGD1, PGD2, PGF1α e 

PGF2α na migração celular das linhagens U-251MG e U-87MG. 

E. Determinar os efeitos da adição exógena dos antagonistas dos receptores EP2 

(AH6809) e EP4 (L-161982) na migração celular das linhagens U-251MG e U-

87MG. 

F. Determinar os efeitos da adição exógena de PGE2 e dos antagonistas dos 

receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L-161982) na migração celular das linhagens U-

251MG e U-87MG. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura celular 

 

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo 

laboratório da Profa. Dra Eugenia Costanzi-Strauss (U-251MG), originalmente da 

ATCC, Prof. Dr Carlos Frederico Martins Menck (U-87MG e U-138MG) do ICB e 

da Profa. Dra Silvya Stuchi Maria-Engler (T98G e A-172) da FCF, USP.  

 U-251MG: Linhagem celular com propriedede de crescimento aderente, 

morfologia pleomorfica.  

 U-138MG: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente, 

morfologia poligonal. 

 T98G: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente, 

morfologia semelhante a fibroblasto, com potencial altamente invasivo 

quando cultivado em matrigel. 

 A-172: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente apresenta 

comportamento não invasivo. 

 U-87MG: Linhagem celular com propriedede de crescimento aderente, 

morfologia epitelial e potencial invasivo.  

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de cultura celular 

contendo meio Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico (penicilina 50 U/ml e estreptomicina 

50 μg/ml).  

As células foram mantidas em estufa à 37 ºC com 5% de CO2 e 95% de 

umidade, sendo o meio de cultura trocado a cada dois dias ou sempre que necessário.  

Após atingirem 80% de sua confluência, as células foram enzimaticamente 

desagregadas dos frascos com solução de tripsina/EDTA (0,1% de tripsina e 1 mM 

de EDTA) centrifugadas e ressuspendidas em DMEM com 10% SFB. A suspensão 

celular foi subsequentemente dividida em novos frascos de cultura para garantir a 

manutenção das células e o preparo dos experimentos. 

Os estoques celulares foram congelados em alíquotas contendo 10% de SFB e 

10% de DMSO (dimetilsulfóxido) e mantidas em nitrogênio líquido. 
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3.2 Análise da expressão gênica através do qRT-PCR 

 

3.2.1 Extração do RNA  

 

A extração do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante do 

reagente de TRIzol (Invitrogen). Inicialmente, as linhagens celulares 

(aproximadamente 50 - 100 mg) foram homogeneizadas com o auxílio de um 

aparelho Politron PT com 1 mL de Trizol. Após 5 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, foi adicionado clorofórmio (200 µl), a mistura foi 

homogeneizada lentamente e incubada novamente à temperatura ambiente, por 15 

minutos e centrifugado (10600 rpm a 4 °C) para a separação de fases.   

A fase aquosa (superior, transparente), onde o RNA está presente, foi 

coletada e transferida para um novo tubo. A precipitação do RNA foi feita com 

adição de isopropanol (500 µL), seguida de centrifugação a 12000g por 10 minutos, 

a 4 °C. O sobrenadante foi então descartado, e o precipitado contendo o RNA lavado 

em álcool 75%, para ser novamente centrifugado (10600 rpm, 10 minutos a 4 ºC). 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em água 

tratada com dimetil pirocarbonato inativa (DEPC) (30 - 50 µL).  

As amostras foram quantificadas através da leitura em espectrofotômetro no 

equipamento Epoch, nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi 

avaliada pela razão A260/280, na qual os valores maiores que 1,8 foram 

consideradas de pureza satisfatória. A integridade do RNA extraído foi verificada 

através de eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etídio sendo o 

produto visualizado no equipamento de imagens quimioluminescente G-Box. O 

RNA purificado foi armazenado no -80 °C até a sua utilização. 

 

3.2.2 Síntese do DNA complementar (cDNA) 

 

A síntese de cDNA (DNA complementar) foi realizado utilizando-se a 

enzima M-MLV Reverse Transcriptase, de acordo com as recomendações do 

fabricante. Para cada amostra utilizou-se 1 μg (linhagens celulares), 2 μl de Random 

Primer, 2 μl de desoxirribonucleotídeos (dNTPs) e 12 μl de água milli-Q 

autoclavada. As amostras foram incubadas no termociclador a 65 °C por 2 minutos e 

imediatamente transferidas para o gelo por 2 minutos. Após esta etapa, foi 

adicionado as amostras 4 μl de RT buffer 5 x, 2 μl de DTT e 1 μl de RNAse OUT e 

incubadas no termociclador a 37 °C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionada as 
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amostras 1 μl de M-MLV e incubadas no termociclador a 25 °C por 10 minutos, 37 

°C por 50 minutos e 70 °C por 10 minutos. 

A integridade do cDNA foi observada através de eletroforese em gel de 

agarose (1%) contendo brometo de etídio sendo o produto visualizado no 

equipamento de imagens quimioluminescente G-Box (figura 7 A).  

 

3.2.3 Desenho dos primers 

 

As sequências dos primers utilizados para as amplificações dos genes nos 

experimentos de qPCT-PCR foram desenhados com o auxílio do software 

PerlPrimer (Marshall, 2004). Para garantir a eficiência e especificidade dos primers 

alguns critérios foram adotados como: quantidade de CG entre 30 e 80%, 

amplificação de fragmentos com tamanho entre 50-150pb, temperatura de 

anelamento entre 58 °C e 60 °C e incapacidade de formação de dímeros ou 

estruturas secundárias. Além disso, a fim de evitar o risco de possíveis amplificações 

de produtos do DNA genômico, os pares de primers foram desenhados em éxons 

diferentes para cada um dos transcritos analisados. Todos estes critérios tiveram com 

objetivo garantir a eficiência e especificidade das reações e ser o mais rigoroso 

possível em relação aos mesmos. O programa Primer Express 3.0 foi utilizado para 

verificar a temperatura de anelamento, presença de estruturas secundárias e 

proporção CG. 

Os primers desenhados foram checados quanto a sua especificidade 

pelo programa pelo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Foi utilizado como 

normalizador o gene TBP (TATA box binding protein). (Aithal, Rajeswari et al., 

2015; Valente et al., 2009). Os primers utilizados foram sintetizados pela Invitrogen 

(Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Tabela 3 - Sequências dos primers utilizados em reações de RT-PCR 

 
3.2.4 Determinação de temperatura dos primers 

 

Para a determinação da melhor temperatura de anelamento, foi feito uma 

reação de PCR convencional para cada par de primers, em que se testaram cinco 

temperaturas diferentes. Os primers foram diluídos para obter a concentração de 100 

µM.  

A reação de PCR foi realizada utilizando 0,5 µl de dNTP, 0,75 µl MgCl2, 2,5 

µl PCR buffer, 0,25 µl Platinum Taq DNA, 1 µl de sense, 1 µl de anti sense, 1 µl de 

cDNA e o restante de H20 milli-Q autoclavada para um volume final da reação de 12 

µl.  Como controle positivo da reação de PCR, foi utilizado um par de primers para a 

detecção do gene codificador da subunidade 18S ribossomal e como controle 

negativo da reação, foi feita a substituição da mesma quantidade que seria colocada 

de cDNA por água Milli-Q autoclavada.  

Todos os primers COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, 

PGT, 15-HPGD, 18S, TBP e HPRT1, foram analisados em oito temperaturas 

diferentes (56,5 ºC, 59,1 ºC, 61,8 ºC, 64,5 ºC, 67 ºC, 69,1 ºC, 70,6 ºC e 71,5 ºC).  

Gene Sense Antisense 

COX-1 GAAACCCTACACCTCCTTCC CCACTGGCATCGTGATGGA 

COX-2 TCAGCCATACAGCAAATCCT CTTGAAGTCGGTAAGTATGTAGTG 

cPGES GTGATGAGGATGTAGATTTACCAG GCCTTTAGAGCTATCAACTCAGGA 

mPGES1 CTTGAAGTCGGTAAGTATGTAGTG CACATCTCAGGTCACGGGTC 

mPGES2 CTGTCCCATGGCTACATCCT CGCCACAAACCTTTCCTTTA 

EP2 ACCTACTTCGCTTTCGCCAT CGTACTGCCCATAGTCCAGC 

EP4 GACCTGTTGGGCACTTTGTT TGGACGCATAGACTGCAAAG 

PGT CCACAGCAGATGAAGCAAGG GTTCACAGCACCAATGAGG 

15-HPGD CTTTAGCAGGACTCATGCCC CAATTGATTCAAGGATGGCTGTG 

TBP CCACTCCACTGTATCCCTCC GACTGTTCTTCACTCTTGGCT 
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O PCR foi realizado em três etapas: 94 ºC por 1 minuto, temperatura 

específica 56,5 ºC, 59,1 ºC, 61,8 ºC, 64,5 ºC, 67 ºC, 69,1 ºC, 70,6 ºC e 71,5 ºC) por 

1minuto e 72 ºC por 1minuto por 40 ciclos (Tabela 4). 

Assim, foi possível verificar, quais das temperaturas obtiverem o melhor 

anelamento para ser usado nas reações. Os produtos da reação foram visualizados 

após eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio.  

 

                                         Tabela 4 - Temperaturas utilizadas para qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

                                

 

 

 

 

3.2.5 Determinação da concentração dos primers 

 

A fim de padronizar a melhor concentração de primers para a reação de PCR 

em tempo real, foram testadas para cada primer as concentrações finais de 200 nM, 

400 nM e 800 nM (figura 7 C). 

As reações de qRT-PCR foram realizadas utilizando o kit SYBR® Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). O volume total das reações 

de qRT-PCR foi de 12 µl, sendo 6 µl de SYBR® Green, 3 µl (10 mM) da mistura de 

primers (sense e antisense) e 3 µl de cDNA das amostras. As amplificações foram 

realizadas através do equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o seguinte programa: 50 °C por 2 

minutos (incubação), 95 °C por 10 minutos (ativação), 40 ciclos de 95 °C por 15 

segundos (desnaturação do cDNA) e temperatura específica de cada oligonucleotídeos 

por 1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das reações foram 

feitos substituindo o cDNA por água Milli-Q autoclavada (NTC - No Template 

Control). 

Desta forma, determinou-se a menor concentração final de primers necessária 

para a amplificação do produto de interesse, sem que ocorra variação no valor do Ct 

Gene Temp Gene Temp 

COX-1 56,5 EP4 56,5 

COX-2 56,5 PGT 56,5 

cPGES 59,1 15-HPGD 56,5 

mPGES1 56,5 18S 56,5 

mPGES2 56,5 TBP 56,5 

EP2 56,5 HPRT-1 56,5 

https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=699&q=oligonucleot%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwim4Jv4kbjNAhVCEJAKHftCDPMQvwUIGSgA
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(Cycle Threshold) e no perfil da curva de amplificação genica, além da mínima ou 

inexistente formação de dímeros. As razões de concentração de primers (em nM) 

utilizadas para cada gene estão descritas na Tabela 5. 

 
                  Tabela 5 - Concentrações utilizadas nas reações de qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.6 Determinação da eficiência dos primers 

 

As eficiências dos primers foram obtidas a partir de diluições seriadas de 

cDNA (1:2) partindo de 25 ng de material até 1,56 ng. Para cada concentração de 

cDNA foi preparada uma reação com 6 µl de SYBR® Green, 3 µl da mistura de 

primers (sense e antisense) (na concentração determinada anteriormente) e 3 µl de 

cDNA das amostras. As amplificações foram realizadas através do equipamento 

7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o 

seguinte programa: 50 °C por 2 minutos (incubação), 95 °C por 10 minutos 

(ativação), 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturação do cDNA) e 60 °C por 

1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das reações foram feitos 

substituindo o cDNA por água Milli-Q autoclavada (NTC - No Template Control). 

Os valores obtidos dessas reações serviram para construir uma curva padrão 

para cada par de primer testado. A inclinação da reta foi calculada a partir de 

regressão linear simples e posteriormente foi calculado o coeficiente de correlação 

de Pearson.  O valor de inclinação da reta foi empregado na formula E = 10 
(-1/slope)

 

(Rasmussen, 2001), onde o slope corresponde à inclinação da reta obtida da 

regressão entre os valores de Ct (Cycle Threshold) dos transcritos e os valores do 

logaritmo das diferentes diluições de cDNA (curva padrão de eficiência), sendo 

Gene [ ]nM Gene [ ]nM 

COX-1 400 EP4 200 

COX-2 400 PGT 200 

cPGES 400 15-HPGD 200 

mPGES1 200 TBP 200 

mPGES2 200 - - 

EP2 400 - - 
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considerados aceitáveis valores de eficiência entre 1,8 e 2,2, o que corresponde a 

uma eficiência da reação entre 90-110% (figura 7 D). 

 

3.2.7 Reação de qRT-PCR  

 

As reações de qRT-PCR foram realizadas utilizando do kit SYBR® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). O volume total das reações de 

qRT-PCR foi de 12 µl, sendo 6 µl de SYBR® Green, 3 µl da mistura de primers 

(sense e antsense), na concentração final previamente determinada, e 3 µl de cDNA 

das amostras.  As amostras foram aplicadas em placas de 96 poços e posteriormente 

seladas. As amplificações foram realizadas através do equipamento 7300 Real Time 

PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o seguinte programa: 

50 °C por 2 minutos (incubação), 95 °C por 10 minutos (ativação), 40 ciclos de 95 °C 

por 15 segundos (desnaturação do cDNA) e temperatura específica de cada 

oligonucleotídeos por 1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das 

reações foram feitos substituindo o cDNA por água Milli-Q autoclavada (NTC - No 

Template Control) (figura 7 E e F). 

Para cada experimento foram feitas triplicata biológica com duplicatas 

experimentais. 

 

3.2.8 Análise de dados do qRT-PCR 

 

Após o término das reações, os dados foram coletados e analisados segundo o 

modelo de Pfaffl, que utiliza os valores das eficiências dos primers para o cálculo 

das quantificações relativas. A expressão relativa do gene alvo é calculado 

baseando-se na eficiência de amplificação e no ciclo do PCR onde foi detectado o 

aumento da fluorescência acima do sinal basal (Ct) (Pfaffl, 2001).  

O método utiliza a seguinte fórmula: 

Expressão Relativa (R) = (Ealvo) Δ
CT

alvo / (Eref) Δ
CT

ref 

Onde: 

Ealvo = Eficiência da reação de PCR dos genes alvos  

Eref = Eficiência da reação de PCR do gene controle endógeno  

ΔCT = Ct controle – Ct amostra 

A relação apresentada acima foi facilitada com o desenvolvimento do 

programa REST® (relative expression software tool), onde os dados são submetidos 

https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=699&q=oligonucleot%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwim4Jv4kbjNAhVCEJAKHftCDPMQvwUIGSgA
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a análises estatísticas, considerando-se significativos os valores de probabilidade de 

p<0,05. 

O software leva em consideração os valores de eficiência dos primers de cada 

gene nas análises estatísticas. (Pfafll et al., 2001). 

 

3.3  Imunofluorescência 

 

As células foram cultivadas em lamínulas de vidro circulares com diâmetro 

compatível com as placas de 24 poços contendo meio de cultura. Após o período de 

crescimento o meio de cultura foi retirado e as células lavadas delicadamente com 

PBS e fixadas com 4% de formaldeído em fosfato tampão (0,1 M – pH 7,2 a 7,4) por 

30 minutos e depois lavadas 3 veze em PBS.  

A seguir, para bloquear os sítios inespecíficos, as células foram incubadas 

com solução de bloqueio (1% de albumina de soro bovino + 5% de soro de burro + 

0,01% Triton X-100 em PBS [PBST]) durante 1 hora em temperatura ambiente. 

Após o período de bloqueio, as células foram incubadas “overnight” com os 

respectivos anticorpos primários diluídos em PBST à temperatura ambiente. As 

descrições dos anticorpos utilizados e suas respectivas concentrações estão na 

Tabela 6. Os controles negativos experimentais receberam apenas PBST. 

No dia seguinte, as células foram lavadas 3 vezes com PBST e incubadas por 

90 minutos com o anticorpo secundário conjugado com Alexia 488 (1:1000) à 

temperatura ambiente e protegido da luz. Em alguns casos foi usado faloidina-

rodamina para marcação de filamentos de actina. Para coloração dos núcleos as 

células também foram incubadas por 5 minutos com DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole-Sigma). Finalmente as lamínulas contendo as células foram lavadas 2 

vezes com PBST e 1 vez com PBS. 

Ao final das lavagens, as lamínulas foram montadas em lâminas de vidro 

utilizando Vectashield. As imagens foram obtidas por microscopia de 

epifluorescência, utilizando Zeiss Axiovision Z1. 
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Tabela 6 - Anticorpos usados em imunofluorescência. 

 
3.4  LC/ESI-MS/MS  

 

Para definir o perfil de produção das prostaglandinas nas linhagens T98G, U-

138MG, A-172, U-251MG e U-87MG, usamos cromatografia líquida acoplada com 

espectrometria de massa de spray eletrônico de ionização em tandem (LC/ESI-

MS/MS). 

As amostras foram ajustadas para 15% (v / v) em metanol gelado e mantida a 

4 °C. Quarenta nanogramas do padrão interno recentemente preparado (PGB2-d4) 

foram adicionados a cada amostra.   

Após 15 minutos, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm durante 5 

minutos) e as proteínas precipitadas foram removidas e o sobrenadante acidificada 

até pH 3,0 com ácido clorídrico 0,1 M e imediatamente colocadas em colunas C18 

SPE pré-condicionada com 20 mL de metanol e 20 mL de água. Em seguida a 

coluna foi lavada com 20 ml de metanol 15%, em seguida foi lavada com 20 ml de 

H2O e 10 ml de Hexano. 

Finalmente, os eicosanoides foram eluídos em 15 mL de formato de metilo. O 

solvente foi evaporado com nitrogênio, no escuro e o resíduo foi dissolvido em 200 

µL de etanol 70% (v / v) para ser injectado no LC-MS / MS. 

Gene Origem 
Fabricante 

1º 

Fabricante 

2º 
Diluições 

COX-1 Camundongo abcam abcam 1:200 

COX-2 Cabra abcam abcam 1:200 

cPGES Coelho cayman abcam 1:50 

mPGES1 Coelho cayman abcam 1:200 

mPGES2 Coelho cayman abcam 1:200 

EP2 Coelho abcam abcam 1:100 

EP4 Coelho abcam abcam 1:100 

PGT Coelho abcam abcam 1:200 

15-HPGD Coelho abcam abcam 1:200 
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O aparelho Thermo Accela TSQ Quantum Max LC-MS / MS foi operado no 

modo de ionização por electrospray negativo. Linhas de calibração foram 

executados para os 21 prostanoides contendo de 1 pg / mL a 200 pg / mL.  

As condições óptimas para cada prostanoide individual foi determinado por 

infusão direta de uma solução padrão de 10 ng / mL. 

A columa de cromatogrfia C18, Luna 2.0 x 150 mm, da Phenomenex foi 

utilizada, e o volume da amostra foi de 5 μL a uma taxa de fluxo de 350μL / min 

com amostras mantida a 8 °C. 

As amostras foram corridas utilizando um solvente A - H2O (0,2% de ácido 

acético); solvente C - acetonitrilo (0,2% ácido acético). 

Com um gradiente da seguinte maneira: - 0-10 min, 60% de A: 40% C; 

10.01-13 min, 60% -10% de A: 40% -90% C; 13.01-15 min, 10% de A: 90% C; 15-

15.01 min, 10% -60% de A: 90% -40% C; 15.01-19 min, 60% de A: 40% C; 19.01 

min-end, 100% A. Os resultados foram analisados usando o software Thermo 

XCalibur. 

 

3.5 Migração Celular 

 

3.5.1 Padronizações das concentrações dos prostanoides e dos antagonistas EP2 e 

EP4 

 

Para testar a influência dos eicosanoides sobre a linhagem celular U-251MG 

e U-87MG foi realizado um primeiro ensaio de migração para determinar as 

concentrações de PGE1, PGE2, PGD1, PGD2, PGF1α e PGF2α exógena e dos 

antagonistas dos receptores EP2 e EP4 que seriam utilizadas.  

Foram plaqueadas 3 x 10
4
 células por transwell, em placas de 24 poços e 

tratadas por 12 horas com as seguintes concentrações de PGE1, PGE2, PGD1, PGD2, 

PGF1α ou PGF2α: 1 µM, 5 µM e 10 µM. Para os antagonistas AH6809 e L-161982 as 

concentrações testadas foram de 0,1 µM, 1 µM e 10 µM. 

A migração celular foi avaliada utilizando insertos de cultura celular do tipo 

Transwell com membrana de policarbonato de poros de 8 µM em placas de 24 poços 

(Corning Incorporated, Corning, NY, USA). 

As células U-251MG e U-87MG (3 x 10
4 

células por poço) foram semeadas 

na parte superior do inserto com 200 µl de meio de cultura com SFB. Na parte 

inferior do inserto, foi também adicionado 200 µl meio de cultura acrescido de SFB. 
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Após o período de aderência das células, os meios de cultura da parte superior e 

inferior dos insertos foram trocados por novos meios de cultura acrescido dos seus 

tratamentos específicos.  

 

3.5.2 Ensaio de migração 

 

Após a determinação das concentrações dos prostanoides PGE1, PGE2, PGD1, 

PGD2, PGF1α e PGF2α (5 µM), e dos antagonistas AH6809 e L-161982 (1 µM), 

novos ensaios foram realizados. 

As células U-251MG e U-87MG (3 x 10
4 

células por poço) foram semeadas 

na parte superior do inserto com 200 µl meio de cultura específico para cada 

linhagem (DMEM ou DMEM/F12) com SFB. Na parte inferior do inserto, foi 

adicionado 200 µl meio de cultura (DMEM ou DMEM/F12) e SFB. As células 

foram incubadas em estufa à 37 ºC com 5% de CO2 e 95% de umidade por um 

período de aproximadamente 12 horas (aderência das células). Após o período de 

aderência das células, os meios de cultura da parte superior e inferior dos insertos 

foram trocados por novos meios de cultura acrescido dos seguintes tratamentos.  

 

-Tratamento 1: Prostanoides por 12 horas nas linhagens U-251MG e U-87MG na 

concentração de 5 µM. 

 

 

-Tratamento 2: Antagonista de EP2 (AH6809) e Antagonista de EP4 (L-161982) por 

12 horas nas linhagens U-251MG e U-87MG na concentração de 1 µM. 
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-Tratamento 3: Antagonistas de EP2(AH6809) e EP4 (L-161982) por 1 hora. 

Passado esse período, foi adicionado PGE2 por mais 11 horas nas linhagens U-

251MG e U-87MG na concentração de 1 µM. 

 

 

No final dos tratamentos, as células que não migraram (parte superior da 

membrana) foram removidas com cotonetes. As células que migraram (parte inferior 

da membrana) foram fixadas com etanol (70%) e coradas com cristal de violeta 

(0,05%) por 30 minutos. Em seguida para retirar o excesso de cristal de violeta os 

insertos foram lavados com PBS e deixados para secar a temperatura ambiente por 

algumas horas. Após a secagem, as membranas foram delicadamente removidas dos 

insertos com o auxílio de um bisturi e pinça e montadas em uma lâmina e recoberta 

com uma lamínula. Dez campos randomizados por membrana foram capturados em 

aumento final de x 200 no microscópio Nikon Optiphot-II equipado com uma 

câmera Cool Snap Pro. Foram realizados três experimentos independentes.  

 

3.6 Análises estatísticas 

 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão. As análises estatísticas 

foram feitas utilizando o programa Graph Pad instat, utilizando o teste t de Student 

para dois grupos. Para comparações múltiplas foi utilizado ANOVA com pos-teste 

Tukey. As diferenças foram consideradas significantes com p<0,05. 

Todos os procedimentos estatísticos foram realizados com o auxílio do Setor 

de Estatística do Instituto de Ciências Biomédias da USP, sob a supervisão da Sra 

Rosana Duarte Prisco. Utilizou-se o software estatístico Statgraphics Centurion XVI 

versão 16.2.04, Statpoint Technologies, Inc. Warrenton, Virginia.   
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Otimização das reações de qRTPCR 

 

Os níveis de expressão de mRNA dos genes (COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, 

mPGES2, EP2, EP4, PGT, 15-HPGD e TBP), foram quantificados através da técnica de 

qRTPCR. As reações foram otimizadas inicialmente para cada gene com relação as 

concentrações mínimas de primer para todos os genes (alvos e referências). Todos os 

primers foram analisados quanto à sua eficiência de amplificação com diluições seriadas 

de cDNA. 

O gene TBP foi escolhido com base na literatura e nos dados já estabelecidos 

pelo nosso laboratório anteriormente. O TBP é um dos genes mais usados como 

controle interno em vários estudos de expressão gênica envolvendo amostras de 

pacientes e linhagens de GBM. 
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Figura 7 - Padronizações qRT-PCR. (A) Gel de agarose (1,5%) do cDNA das linhagem U-

251MG e U-87MG. (B) Gel de agarose (1,5%) do teste de temperatura de mPGES2 em gel de 

agarose a 1,5%. (C) Curvas de concentrações (200 nM, 400 nM e 800 nM) do primer cPGES. 

(D) Curva padrão do gene COX-1. (E) Curva de dissociação do gene EP4 nas linhagens U-

251MG e U-87MG. (F) Gel de agarose (1,5%) da expressão de EP4 nas linhagens U-251MG e 

U-87MG. 

 

 

 

 

 

GBM7c 
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4.2 Análise da expressão gênica nas linhagens U-251MG e U-87MG 

 

Após a otimização dos primers, as expressões dos genes foram avaliados por 

qRT-PCR nas linhagens U-251MG e U-87MG. Os resultados demonstram que em 

ambas as linhagens ocorreu a expressão de todos os genes analisados (COX-1, COX-2, 

mPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD) (figura 8).  

Na linhagem U-251MG, observamos uma maior expressão da mPGES1, 

mPGES2 e do receptor EP4 em relação aos mesmos genes na linhagem U-87MG. 

No caso da linhagem U-87MG as maiores expressões em relação a linhagem U-

251MG, foram dos genes COX-2 e EP2. 

Apesar das diferenças encontradas, foi possivel observar algumas semelhanças 

entre as linhagens. Um exemplo, foi a sintase cPGES, que além de apresentar uma 

semelhança de expressão entre as linhagens, apresentou também uma maior expressão 

quando comparada aos outro genes da via. Outro exemplo, foi em relação aos genes 

envolvidos na via de degradação, PGT e 15-HPGD, que apresentaram semelhanças de 

expressão entre as linhagens, além de menor expressão entre os demais genes. 

 

 

 

 

 

 



56 

 

C
O

X
-1

C
O

X
-2

cP
G

E
S

m
PG

E
S1

m
PG

E
S2

E
P2

E
P4

PG
T

15
-H

PG
D

0.0

0.1

0.2

0.3
0.5

1.0

1.5
U-251MG

U-87MG
e
x

p
re

ss
ã
o

 r
e
la

ti
v
a

 

Figura 8 - Análise da expressão gênica por qRT-PCR nas linhagens U-251MG e U-87MG. 

Expressão relativa dos genes COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT e 

15-HPGD. Todas as amostras representam N=3 feitos em duplicatas. 

 

4.3 Imunofluorescência nas linhagens U-251MG e U-87MG 

 

 Os ensaios de imunofluorescência foram realizado nas linhagens U-251MG e 

U-87MG, para analisar a expressão e localização das proteínas COX-1, COX-2, cPGES, 

mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD, além de complementar os dados 

obtidos qRTPCR. 

Os resultados mostraram na linhagem U-251MG uma marcação forte das 

proteínas COX-1, mPGES2, EP2, EP4 e 15-HPGD. Para as proteínas COX-2 e 

mPGES1 a marcação foi fraca. Em relação à cPGES e PGT nenhuma marcação foi 

constatada na linhagem U-251MG (figura 9). 

 Na linhagem U-87MG as proteínas COX-1, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, 

PGT e 15-HPGD tiveram uma forte marcação. Enquanto que nas proteínas COX-2 e 

cPGES observamos uma fraca marcação (figura 10). 
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Figura 9 - Imunofluorescência da célula U-251MG. Imagens da expressão das proteínas COX-

1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD (verde) em U-251MG. 

DAPI (azul) para marcação do núcleo e Rodamina-Faloidina (vermelho) para marcação da 

actina. Barra de escala = 50 µM.  
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Figura 10 - Imunofluorescência da célula U-87MG. Imagens da expressão das proteínas COX-

1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD (verde) em U-87MG. 

DAPI (azul) para marcação do núcleo e Rodamina-Faloidina (vermelho) para marcação da 

actina. Barra de escala = 50 µM.  
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4.4 LC/ESI-MS/MS nas linhagens de GBM 

 

Foram monitorados 20 produtos da via das ciclooxigenases (prostanoides da 

série 1, série 2 e série 3) incluindo: 6kPGF1, TXB3, TXB2, PGE3, PGF1, PGF2, 

PGD3, PGE2, PGE1, 13,14dhPGF2, PGD1, PGD2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 

13,14dh15kPGF1α, 13,14dh15kPGE2, 13,14dh15kPGE1, PGJ2, delta12PGJ2, 15dPGJ2, 

mais o controle interno PGB2- d4, no aparelho Thermo Accela TSQ Quantum Max LC-

MS/MS (figura 11) (Tabela 7). 
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Figura 11 - Cromatograma completa dos 21 prostanoides monitorados (A) e reações ms2 dos 

prostanoides individuais (B) 6kF1α, (C) TXB3, (D) TXB2, (E) PGE3, (F)PGF1α, (G) PGF2α, (H) 

PGD3, (I) PGE2,(J) PGE1, (L) 13.14dhPGF2α, (M) PGD1, (N) PGD2, (O) 15kPGE2, (P) 

dkPGF2α, (Q) 13.14dh15PGF1α, (R) dkPGE2, (S) 13.14dh15PGE1, (T) PGJ2, (U) PGdelta12-J2, 

(V) PGB2-d4, (X) 15dPGJ2. 
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Tabela 7 - Lista de m/z e transições monitoradas para cada prostanoide analisado. 

m/z 

Transitions 

CE 

(v) 

Scan 

Time(s) 

Scan Window 

(min) 

Tube 

Lens (V) 
Analytes 

369 163 29 0.1 0.93 2.43 86 6kF1α 

369 207 24 0.1 0.93 2.43 86 6kF1α 

369 245 28 0.1 0.93 2.43 86 6kF1α 

367 125 27 0.05 1.19 2.69 65 TXB3 

367 169 15 0.05 1.19 2.69 65 TXB3 

367 195 14 0.05 1.19 2.69 65 TXB3 

369 169 27 0.1 1.75 3.25 73 TXB2 

369 195 27 0.1 1.75 3.25 73 TXB2 

369 289 30 0.1 1.75 3.25 73 TXB2 

349 175 16 0.05 2.06 3.56 65 PGE3 

349 189 18 0.05 2.06 3.56 65 PGE3 

349 269 14 0.05 2.06 3.56 65 PGE3 

355 211 19 0.05 2.19 3.69 89 PGF1α 

355 293 20 0.05 2.19 3.69 89 PGF1α 

355 311 16 0.05 2.19 3.69 89 PGF1α 

353 193 28 0.1 2.3 3.8 82 PGF2 

353 291 23 0.1 2.3 3.8 82 PGF2 

353 309 21 0.1 2.3 3.8 82 PGF2 

349 269 13 0.05 2.54 4.04 68 PGD3 

349 287 25 0.05 2.54 4.04 68 PGD3 

349 289 17 0.05 2.54 4.04 68 PGD3 

351 189 21 0.1 3.09 4.59 65 PGE2 

351 271 19 0.1 3.09 4.59 65 PGE2 

351 315 15 0.1 3.09 4.59 65 PGE2 

353 235 17 0.1 3.24 4.74 70 PGE1 

353 273 22 0.1 3.24 4.74 70 PGE1 

353 317 16 0.1 3.24 4.74 70 PGE1 

355 275 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF2α 

355 311 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF2α 

355 319 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF2α 

353 235 13 0.1 3.62 5.12 66 PGD1 

353 273 20 0.1 3.62 5.12 66 PGD1 

353 317 15 0.1 3.62 5.12 66 PGD1 

351 189 22 0.1 3.85 5.35 63 PGD2 

351 271 19 0.1 3.85 5.35 63 PGD2 

351 315 14 0.1 3.85 5.35 63 PGD2 
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349 113 20 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE2 

349 161 20 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE2 

349 223 16 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE2 

353 183 26 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF2α 

353 195 25 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF2α 

353 291 22 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF2α 

355 193 24 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGF1α 

355 221 26 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGF1α 

355 337 20 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGF1α 

351 235 25 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE2 

351 315 20 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE2 

351 333 15 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE2 

353 209 22 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE1 

353 221 20 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE1 

353 335 13 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE1 

333 189 17 0.05 9.26 10.76 63 PGJ2 

333 203 24 0.05 9.26 10.76 63 PGJ2 

333 271 14 0.05 9.26 10.76 63 PGJ2 

333 189 16 0.1 9.76 11.26 60 PGdelta12-J2 

333 203 21 0.1 9.76 11.26 60 PGdelta12-J2 

333 271 16 0.1 9.76 11.26 60 PGdelta12-J2 

337 179 17 0.1 9.83 11.33 83 PGB2-d4 

337 239 18 0.1 9.83 11.33 83 PGB2-d4 

337 319 15 0.1 9.83 11.33 83 PGB2-d4 

315 203 23 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ2 

315 217 22 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ2 

315 271 29 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ2 

 

As análises mostram a produção dos prostanoides da série 2: TXB2, PGF2, 

PGE2, 13,14dhPGF2, PGD2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 13,14dh15kPGE2 e 15dPGJ2 

nas cincos linhagens celulares (figura 12). Os metabólitos PGJ2 e delta12PGJ2 não 

foram detectados em nenhuma das linhagens. 

Os gráficos da figura 12 mostram que as cinco linhagens possuem um perfil de 

produção dos prostanoides com características diferentes, porém em alguns casos 

podemos observamos algumas características similares.  

Em relação às diferenças podemos citar, por exemplo, a linhagem U-138MG que 

foi a única que produziu 15kPGE2 (metabólito de PGE2). Outro exemplo ocorreu com a 
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linhagem U-251MG que não produziu PGF2 e a A172 que também não produziu PGE2. 

No caso das linhagens U-138MG, A-172 e U-251MG foi detectado 13,14dhPGF2 

(metabólito de PGF2). 

Nas linhagens T98G e A172 o produto 13,14dh15kPGF2 (metabólito de PGF2) 

foi detectado. Esses dados demostram que entres as linhagens analisadas temos um 

perfis de produção dos prostanoides bem diferentes. 

Outra constatação do ensaio, foi a ausência dos prostanoides da série 1 e série 3 

(6kPGF1, TXB3, PGE3, PGF1, PGD3, PGE1, PGD1, 13,14dh15kPGF1α e 

13,14dh15kPGE1) em quqlquer das linhagens. 

Em comum observamos a produção do TXB2, PGD2 e 15dPGJ2 nas cinco 

linhagens. Apesar da produção do TXB2 e da 15dPGJ2 terem sido encontradas em 

concentrações bem diferentes entre si, entre as linhagens a produção de cada uma deles 

foi bem semelhante. 

Estes dados demonstram que a produção dos prostanoides da série 2 em relação 

aos outros prostanoides analisados (série 1 e série 3) são importantes no metabolismo do 

GBM. 
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Figura 12 - Análises dos dados de LC\ESI-MS/MS dos produtos 6kPGF1, TXB3, TXB2, PGE3, 

PGF1, PGF2, PGD3, PGE2, PGE1, 13,14dhPGF2, PGD1, PGD2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 

13,14dh15kPGF1α, 13,14dh15kPGE2, 13,14dh15kPGE1, PGJ2, delta12PGJ2, 15dPGJ2 nas 

linhagens. (A) T98G. (B) U-138MG. (C) A172. (D) U-251MG. (E) U-87MG. N=3 com injeção 

em triplicata. 
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4.5 Migração celular das linhagens U-251MG e U-87MG 

 

4.5.1 Padronizações das concentrações dos prostanoides e dos antagonistas EP2 e 

EP4 

 

Para determinar quais as concentrações de PGF1α, PGE2α, PGD1, PGD2, PGE1, 

PGE2, AH6809 e L161.982 que seriam usadas nos ensaios de migrações, foram 

realizados ensaios de padronizações nas concentrações de 1 µM, 5 µM e 10 µM para os 

prostanoides e de 0,1 µM, 1 µM e 10 µM para os antagonistas.  

Através das análises dos dados, foi possível observar que a ação dos tratamentos 

realizados com os prostanoides sobre a migração celular foi significativo nas 

concentrações de 5 µM e 10 µM em ambas as linhagens. Com esses resultados, 

escolhemos para os experimentos seguintes a concentração de 5 µM. Assim teríamos o 

efeito desejado com a menor concentração (figura 13A e B). 

No caso dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) as 

concentrações significativas foram as de 1 µM e 10 µM. Para os experimentos seguintes 

a concentração escolhida foi de 1 µM (figura 14A e B).   
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Figura 13 - Curva de concentração dos prostanoides nas linhagens U-251MG e U-87MG. (A) 

Capacidade de migração celular da linhagem U-251MG frente aos tratamentos com os 

prostanoides nas concentrações de 1 µM, 5 µM e 10 µM por 12 horas. (B) Capacidade de 

migração celular da linhagem U-87MG frente aos tratamentos com os prostanoides nas 

concentrações de 1 µM, 5 µM e 10 µM por 12 horas. Os resultados experimentais são 

apresentados como a média ± erro padrão. Valores significativos para *p<0,05 versus controle. 

Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. 
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Figura 14 - Curva de concentração dos antagonistas nas linhagens U-251MG e U-87MG. (A) 

Capacidade de migração celular da linhagem U-251MG frente aos tratamentos com os 

antagonistas AH6809 e L61982 nas concentrações de 0,1 µM, 1 µM e 10 µM por 12 horas. (B) 

Capacidade de migração celular da linhagem U-87MG frente aos tratamentos com os 

antagonistas AH6809 e L61982 nas concentrações de 0,1 µM, 1 µM e 10 µM por 12 horas. Os 

resultados experimentais são apresentados como a média ± erro padrão. Valores significativos 

para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3 

feitos em triplicatas. 
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4.5.2 Migração celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com 

prostanoides  

 

Após a determinação da concentração dos prostanoides (PGF1α, PGE2α, PGD1, 

PGD2, PGE1, PGE2), que seriam utilizados, novos ensaios de migrações foram 

realizados. Os experimentos foram feitos com a adição de 5 µM dos prostanoides 

exógenos por um período de 12 horas nas linhagens de GBM humano U-251 MG e U-

87 MG. 

Os resultados demonstram na linhagem U-251MG um aumento da capacidade 

de migração em relação ao controle para os tratamentos realizados com PGE2α, PGD1, 

PGD2, PGE1 e PGE2 (figura 15). No caso da linhagem U-87MG os tratamentos 

realizados com PGD1, PGD2, PGE1 e PGE2 também aumentaram a capacidade de 

migração quando comparada ao seu controle (figura 16). Os dados estatísticos estão 

demostrados na Tabela 8. 

Para os tratamentos realizados com PGF1α não foi observada nenhuma diferença 

significativa em ambas as linhagens. Porém no tratamento com PGE2α o aumento da 

migração celular ocorreu apenas da linhagem U-251MG. 

Comparando as linhagens, podemos observar de um modo geral que os 

tratamentos afetaram mais a migração celular das linhagens U-87MG do que a linhagem 

U-251MG (Tabela 9). 

Em ambas as linhagens os dados demostraram uma influência maior de PGE1 e 

PGE2 quando comparadas aos outros tratamentos 
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Figura 15 - Efeito dos prostanoides (PGF1α, PGF2α PGD1, PGD2 e PGE1, PGE2) na migração da 

célula U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de 

violeta. (B) Gráfico com o número de células que migram na presença ou ausência de 5 µM 

PGF1α, PGF2α PGD1, PGD2 e PGE1, PGE2. Os resultados experimentais são apresentados como 

a média ± erro padrão. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus 

controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra de escala = 30 µM. 
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Figura 16 - Efeito dos prostanoides (PGF1α, PGF2α PGD1, PGD2 e PGE1, PGE2) na migração da 

célula U-87 MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de 

violeta. (B) Gráfico com o número de células que migram na ausência ou presença de 5 µM 5 

µM PGF1α, PGF2α PGD1, PGD2 e PGE1, PGE2. Os resultados experimentais são apresentados 

como a média ± erro padrão. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus 

controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra de escala =30 µM. 
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Tabela 8 - Relações estatísticas dos prostanoides na migração. 

Relações U-251MG U-87MG Relações U-251MG U-87MG 

Cont vs PGF1 ns ns PGF1 vs PGE2 *** *** 

Cont vs PGF2 * ns PGF2 vs PGD1 ns ns 

Cont vs PGD1 ** ** PGF2 vs PGD2 ns ns 

Cont vs PGD2 ** ** PGF2 vs PGE1 *** *** 

Contr vs PGE1 *** *** PGF2 vs PGE2 *** *** 

Contr vs PGE2 *** *** PGD1 vs PGD2 ns ns 

PGF1 vs PGF2 ns ns PGD1 vs PGE1 ** *** 

PGF1 vs PGD1 ns ns PGD1 vs PGE2 *** *** 

PGF1 vs PGD2 ns ns PGD2 vs PGE1 ** *** 

PGF1 vs PGE1 *** *** PGD2 vs PGE2 *** *** 

PGF1 vs PGE2 *** *** PGE1 vs PGE2 ns ns 

  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
 

 

 

Tabela 9 - Resultados dos tratamentos dos realizados com os prostanoides na migração. 

Prostanoide U-251MG U-87MG. 

PGF1α - - 

PGF2α 16% - 

PGD1 17% 18% 

PGD2 19% 21% 

PGE1 38% 49% 

PGE2 45% 62% 
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4.5.3 Migração celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com os 

antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) 

 

Com base nos resultados demonstrados acima, decidimos verificar se o processo 

de migração celular é dependente dos receptores EP2 e EP4, uma vez que PGE2 exerce 

suas funções biológicas através de seus receptores. Para isso, utilizamos a inibição 

farmacológica, com antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982). 

AH6809 é um antagonista dos receptores EP e DP, com igual afinidade para 

EP1, EP2, EP3-III e DP1. Já o L161.982 é um antagonista seletivo apenas do receptor 

EP4.  

Apesar do antagonista AH6809 reconhecer diferentes receptores, isso não foi um 

problema para os nossos estudos, pois foi visto no trabalho de Feitoza (2013), que as 

linhagens U-251 MG e U-87 MG não expressam os receptores EP1 e EP3. Em relação a 

DP1, no trabalho de Ferreira (2014), foi demonstrado que as linhagens U-251MG e U-

87MG também não expressam esse receptor. Sendo assim, utilizamos esse antagonista 

com segurança. 

Os resultados demostraram na linhagem U-251MG que tanto o tratamento 

realizado com o antagonista do receptor EP2 (AH6809), quanto o tratamento realizado 

com o antagonista do receptor EP4 (L161.982) diminuíram a capacidade de migração 

das células. No tratamento realizado com 1 µM de AH6809 a redução da migração foi 

de 18%, enquanto que a redução para o tratamento de 1 µM de L161.982 foi de 11% 

(figura 17).  

Para a linhagem U-87MG os efeitos obtidos na migração em ambos os 

tratamentos foram muito similar com os obtidos na linhagem U-251MG. No tratamento 

com 1 µM de AH6809 a redução da migração foi de 16%, enquanto que com o 

tratamento de 1 µM de L161.982 a redução foi de 12% (figura 18) (Tabela 9). 
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Figura 17 - Efeito dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4(L161982) na migração 

da célula U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal 

de violeta de cristal. (B) Gráfico com o número de células que migram na ausência ou presença 

de 1 µM dos antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) por 12 horas. Os resultados 

experimentais são apresentados como a média ± erro padrão. Valores significativos para 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em 

triplicatas. Barra de escala= 30 µM. 
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Figura 18 - Efeito dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4(L161982) na migração 

da célula U-87MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de  

violeta. (B) Gráfico com o número de células que migram na ausência ou presença de 1 µM dos 

antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) por 12 hora. Os resultados experimentais são 

apresentados como a média ± erro padrão. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da 

escala=30 µM. 
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4.5.4 Migração celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com os 

antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) e PGE2 exógena. 

 

Para elucidar a hipótese de que o efeito de PGE2 nas linhagens de GBM eram 

dependente dos receptores EP2 e EP4, realizamos ensaio de migração com a inibição 

dos receptores EP2 e/ou EP4 (1 µM), além da adição exógena de PGE2 (5 µM).  

A diferença desse experimento para o anterior está relacionada à quantidade de 

PGE2. Diferente do experimento anterior, aonde não houve a adição exógena de PGE2 e 

sim uma pequena quantidade de PGE2 encontrado no SFB do meio de cultura. Este 

experimento além da pequena quantidade de PGE2 encontrado no SFB, houve também a 

adição de PGE2 exógeno. 

Observou-se pelos resultados que os tratamentos realizado com o antagonista do 

receptor EP2 (AH6809) e PGE2 exógeno, não tiveram diferenças significativas em 

relação aos seus controles em ambas as linhagens. Para o tratamento realizado com o 

antagonista do receptor EP4 (L161.982) e PGE2 também não foram observadas 

diferenças em ambas as linhagens, quando comparadas com seus respectivos controles. 

Esses dados mostraram que a inibição simultânea dos receptores EP2 e EP4 é 

capaz de reverter à diminuição da migração induzida pelo tratamento com PGE2. Outro 

fato importante constatado foi de que a inibição de apenas um dos receptores (EP2 ou 

EP4) não foi suficiente para anular o papel de PGE2 na migração celular, indicando que 

ambos os receptores (EP2 ou EP4) são igualmente importante para este processo. 

No caso do tratamento realizado com os antagonistas dos receptores EP2 

(AH6809) e EP4 (L161.982) mais a adição de PGE2, observamos uma diminuição da 

migração celular de 23% na linhagem U-251MG (figura 19) e de 14% na linhagem U-

87MG (figura 20) (Tabela 11). 
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Figura 19 - Efeito dos antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) e PGE2 na migração das células 

U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de violeta. 

(B) Gráfico com o número de células que migram na ausência ou presença de 1 µM AH6809 + 

5 µM PGE2, 1 µM L161982 + 5 µM PGE2, e 1 µM EP2 + 1 µM EP2 + 5 µM PGE2 por 12 horas. 

Os resultados experimentais são apresentados como a média ± erro padrão. Valores 

significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras 

representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da escala= 30 µM. 

 

 

A 

U-251MG

C
on

tr
ol

e 2

A
H

68
09

+
PG

E 2

L16
1.
98

2+
PG

E 2

A
H

68
09

+
L16

1.
98

2+
PG

E

0

5

10

15

***

c
é
lu

la
s/

c
a
m

p
o

B 



77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 20 - Efeito dos antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) e PGE2 na migração das células 

U-87MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de violeta. 

(B) Gráfico com o número de células que migram na ausência ou presença de 1 µM AH6809 + 

5 µM PGE2, 1 µM L161982 + 5 µM PGE2, e 1 µM EP2 + 1 µM EP2 + 5 µM PGE2 por 12 horas. 

Os resultados experimentais são apresentados como a média ± erro padrão. Valores 

significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras 

representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da escala=30 µM. 
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Tabela 10 - Resultados dos tratamentos realizados com antagonistas na migração. 

Linhagem AH6809 L161.982 

U-251MG 18% 11% 

U-87MG 16% 12% 

 

 

Tabela 11 - Resultados dos tratamentos realizados com antagonistas e PGE2 na 

migração. 

Linhagem AH6809+PGE2 L161.982+PGE2 AH6809+L161.982+PGE2 

U-251MG - - 23% 

U-87MG - - 14% 
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Figura 21 - Efeito de PGE2 e os antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) na migração das 

células U-251MG e U-87MG. Os resultados experimentais são apresentados como a média ± 

erro padrão. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas 

as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. 

 

 



79 

 

5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise da expressão gênica e proteica 

 

A síntese dos prostanoides é importante na patogênese e progressão do câncer, 

pois os metabólitos do AA afetam vários comportamentos celulares importantes, tais 

como proliferação, adesão celular, invasão e apoptose. Além disso, em vários tipos de 

tumores os níveis de síntese desses prostanoides é muito superior quando comparado ao 

tecido normal.  

Os prostanoides são produzidos através de uma complexa cascata enzimática, da 

qual participam as ciclooxigenases, sintases e receptores. A via de síntese dos 

prostanoides dá origem a: PGD2, PGE2, PGI2, PGF2α e TXA2, que estão de alguma 

forma envolvida no desenvolvimento e progressão do tumor (Mutoh et al., 2006). PGE2 

é considerada como o prostanoide mais importante entre as prostaglandinas da série 2, 

sendo detectada em tumores de cólon, de estômago, fígado, próstata, mama, pulmão e 

pele (Buckman et al., 1998; Hwang et al., 1998; Koga et al., 1999; Uefuji et al., 1998; 

Wolff et al., 1998; Yoshimura et al., 2000). No cérebro, PGE2 é quantitativamente a 

prostaglandina mais sintetizada, participando de vários processos cerebrais importantes 

(Chen, Bazan, 2005).  

A elucidação dos componentes da via de sinalização dos prostanoides bem como 

suas funções em condições fisiológicas e patológicas, vem sendo alvo frequente de 

investigação nas ultima décadas.  

Buscando elucidar o perfil de expressão gênica e proteica de genes envolvidos 

na via de biossíntese de PGE2, avaliamos as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), 

sintases (mPGES1, mPGES2 e cPGES), receptores (EP2 e EP4) e a via de degradação 

(PGT e 15-HPGD) nas linhagens U-251MG e U-87MG.  

Nossos resultados mostraram que em ambas as linhagens foram encontradas a 

expressão de todos os genes e proteínas analisados. De um modo geral o perfil de 

expressão dos genes nas células U-251MG e U-87MG foram bem heterogêneos, com 

exceção da sintase cPGES que apresentou um perfil de expressão muito semelhante nas 

duas linhagens.  

Analisando separadamente a expressão de cada gene, vimos que na linhagem U-

251MG a expressão da COX-1 e COX-2 foram muito semelhantes entre si, enquanto 

que na linhagem U-87MG tivemos uma maior expressão da COX-2 em relação a COX-
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1. Em relação a imumofluorescência, vimos uma forte marcação para COX-1 e fraca 

marcação para COX-2 para ambas as linhagens. 

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) são enzimas que estão envolvidas na 

síntese dos prostanoides usando ácidos graxos da membrana como substrato. A 

expressão alterada das COXs, especialmente da COX-2, está associada com o aumento 

dos níveis de seu principal produto metabólico, a PGE2 (Greenhough et al., 2009). 

Em GBM, estudos anteriores demonstraram que COX-2 está correlacionada 

diretamente com o grau de glioma e com a menor sobrevida de pacientes com GBM 

(Shono et al., 2001). Além disso, evidências recentes indicam que a COX-2 é essencial 

para os processos de invasão e proliferação de GBM, o que sugere um papel crítico da 

COX-2 na iniciação e desenvolvimento de GBM (Sharma et al., 2011; Xu et al., 2014). 

Estudos realizados por Joki et al., (2002) avaliaram por imunohistoquímica a 

expressão de COX-2 em 50 amostras de glioma, sendo que 25 dessas amostras eram de 

pacientes com GBM. Os resultados mostraram que todas as 50 amostras avaliadas 

apresentaram a expressão de COX-2. Porém nas amostras de GBM a expressão da 

COX-2 foi mais elevada quanto comparada com gliomas de baixo grau analisados.  

De um modo semelhante Prayson et al., (2002), também avaliou a expressão de 

COX-2 em 47 amostras de GBM. Das 47 amostras de tumores analisadas, 75% 

apresentaram uma elevada expressão de COX-2. Neste trabalho a expressão aumentada 

de COX-2 foi associada às altas taxas de proliferação do GBM.  

No caso da COX-1, por muito tempo, a expressão dessa ciclooxigenase em 

tumores, foi secundária em comparação a COX-2. Muitos dos estudos que avaliaram a 

expressão de COX-2 nos tumores, não avaliaram a expressão da COX-1, devido ao 

pressuposto de que COX-1 é um gene constitutivo. Porém no trabalho de Osman, 

Youssef (2015) observou uma alta expressão de COX-1 em 62,5% dos tecidos de 

câncer renal (RCC). Sendo que a expressão da COX-1 foi progressivamente 

aumentando a partir do tecido renal normal na direção dos graus I-II-III e IV do 

carcinoma. Em outros trabalhos também foram vistos uma correlação estatística 

significativa entre a ativação de COX-1 e a progressão de tumores como carcinoma de 

nasofaringe, melanoma (Yoshimoto et al., 2005), câncer de mama (Hwang et al., 1998), 

ovário (Freedman et ai, 2007; Gupta et ai, 2003), pulmão (Bauer et al., 2000), cervical 

câncer e colo do útero (Sales et al., 2002). 

No trabalho desenvolvido por Wilson et al., (2015) foi visto em diferentes 

linhagens tumorais, incluindo GBM, uma expressão mais elevada do mRNA de COX-1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osman%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26339385
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em comparação a expressão de COX-2. Em outros trabalhos realizados no laboratório, 

Panagopoulos (2013), observou em amostras de GBM uma maior expressão da COX-1 

e COX-2 em relação à gliomas de baixo grau.  

Esses dados apresentados só reforçam os dados obtidos neste trabalho, que 

mostram que ambas as ciclooxigenases além de serem expressas em GBM, são 

importantes para o desenvolvimento do tumor. Porém sozinhas essas ciclooxigenases 

não são capazes de produzir PGE2. 

PGE sintases (PGES) agem de forma downstream as ciclooxigenases e catalisam 

a conversão de PGH2 para PGE2. Existem três isoformas distintas conhecidas das 

sintases denominadas como: PGES, mPGES1 e mPGES2 (Park et el., 2006). Destas 

sintases, cPGES e mPGES2 são constitutivamente expresso, enquanto que a mPGES1 é 

induzida (Samuel et al., 2007). 

Entre as três sintases a mPGES1 é a mais estudada e está diretamente associada 

com o aumento da produção de PGE2, em vários tipos de canceres incluindo os tumores 

cerebrais (Mattila et al., 2009). 

No trabalho de Murakami et al., (2000), foi demonstrado que a expressão 

aumentada de COX-2 e mPGES1 na linhagem HEK-293 (rim) aumentou o processo de 

proliferação celular da linhagem. Além disso, a expressão aumentada de COX-2 e 

mPGES1 na mesma linhagem foi responsável pela formação de tumores grandes e bem 

vascularizados, quando injetado nos flancos de ratos nudes. No mesmo trabalho, o 

tratamento de células HCA-7 com o inibidor de mPGES1 (CAY10526), diminuiu a 

produção de PGE2 e atenuou a proliferação das células, ao passo que a expressão 

aumentada de mPGES1 aumentou a produção de PGE2 e a proliferação celular (Kamei 

et al., 2003). 

Outros trabalhos mostraram nas linhagens tumorais, A549 (pulmão) e DU145 

(próstata), que o silenciamento da mPGES1 causou uma diminuição da capacidade 

clonogênico, além de diminuir a capacidade de crescimento dos tumores (Hanaka et al., 

2009). Da mesma forma, Kamei et al., (2009) mostrou que o silenciamento da mPGES1 

em carcinoma de pulmão de Lewis, diminui a proliferação celular, além de reduzir a 

invasão e aumentar adesão da matriz extracelular. 

Recentemente, Seo et al., (2009) relatou que a expressão de mPGES2 em câncer 

de colorretal, foi significativamente mais elevado nas amostras de tumor do que nas 

amostras do epitélio normal adjacente. Em biópsias de pacientes com carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço (CECP), foi mostrado uma expressão aumentada 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19347995
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de COX-2 e cPGES, cerca de 4 e 2,5 vezes respectivamente, em comparação ao tecido 

normal (Camacho et al., 2008).  

Em outros estudos a expressão de mPGES1, mPGES2, e cPGES foram avaliados 

por imunohistoquímica em 129 amostras de pacientes com câncer gástrico. A expressão 

das três sintases foram encontradas em 47% das amostras analisadas, enquanto que em 

tecidos normais apenas as sintases mPGES1 e mPGES2 foram encontradas (Gudis et 

al., 2007).  

Em tumores cerebrais a expressão de altos níveis de mPGES1, mPGES2 e 

cPGES foi observado por imunohistoquimica em amostras de neuroblastoma e gliomas. 

Em ambos os casos a expressão aumentada dessas sintases correspondeu a um 

prognóstico ruim dos pacientes (Larsson et al., 2015; Mattila et al.,2009).  

Nossos dados mostraram pela primeira vez uma maior expressão da sintase 

cPGES em relação a mPGES1 e mPGES2 em ambas as linhagens de GBM.  A literatura 

mostra que a cPGES de um modo geral liga-se preferencialmente à COX-1 para 

promover a produção de PGE2. Isso confirma mais uma vez a importância de COX-1 

para a produção de PGE2 em GBM, além de mostrar um possível papel de cPGES no 

processo tumoral.  

Outro dado observado foi a maior expressão de mPGES1 em comparação com 

mPGES2 na linhagem U-87MG. Esses dados são interessantes porque para promover a 

biossíntese de PGE2, a mPGES1 necessita estar ligada preferencialmente a COX-2 e 

como vimos anteriormente na U-87MG ocorreu uma maior expressão de COX-2 em 

relação a COX-1. No caso da U-251MG a expressão de ambas as sintases mPGES1 e 

mPGES2 foram muito semelhantes, assim como a expressão da COX-1 e COX-2. 

Na imunofluorescência observamos apenas uma forte marcação para a 

mPGES2em ambas as linhagens, enquanto que na mPGES1 tivemos uma fraca 

marcação para U-251MG e forte marcação para U-87MG.  

Em relação a cPGES observamos uma fraca marcação para a linhagem U-87MG 

e nenhuma marcação para U-251 MG. Esses dados da não detecção da proteína cPGES 

pode estar relacionados a qualidade do anticorpo utilizado, pois em trabalhos anteriores 

do laboratório não foi detectado a marcação de cPGES em amostras controle. 

Com esse trabalho, demostramos que de forma geral todas as sintases 

possivelmente estão envolvidas na produção de PGE2 nas linhagens U-87MG e U-

251MG. Além disso, podemos sugerir que coletivamente a expressão aumentada das 
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sintases em combinação com as ciclooxigenases podem contribuir com a progressão do 

câncer. 

Sob condições normais, PGE2 regula várias funções através da ligação com seus 

receptores EP, classificados como EP1, EP2, EP3, EP4, onde cada um dos seus 

receptores tem uma função bioquímica distinta (Sugimoto et al., 2007; Wang et al., 

2007;). Trabalhos envolvendo os receptores mostram que as expressões de certos EPs 

podem influenciar na capacidade de crescimento, invasão e angiogênese dos tumores de 

pulmão, cólon, próstata e pele (Amano et al., 2003; Fulton et al., 2006; Huang et al., 

2013).  

No trabalho de Payner et al., (2006) análises feitas por western blot na linhagem 

U87-MG mostraram uma maior expressão de EP2 e EP4 em comparação aos astrócitos 

de cultura primária.  Em outro trabalho realizado por Fiebich et al., (2001) apenas os 

mRNA dos receptores EP2 e EP4 foram encontrados na linhagem U-373MG (GBM) e 

em culturas primárias de astrócitos de rato.  

Utilizando cultura primária de amostras de GBM Brocard et al., (2015), mostrou 

que através do receptor EP2, PGE2 foi capaz de aumentar a sobrevivência e proliferação 

das células. Raza et al., (2004) também constatou uma expressão elevada de EP4 em 15 

amostras de tecidos de GBM em comparação a 5 astrocitoma anaplásico. Esses dados 

foram semelhantes aos encontrados neste trabalho, aonde obtivemos por qRT-PCR a 

expressão apenas de EP2 e EP4 nas linhagens U-251MG e U-87MG. Porém em ambas 

as linhagens a expressão do receptor EP2 foi mais elevada em comparação a expressão 

de EP4, sendo que na U-87MG isso fica mais evidente. 

Na imunofluorescência a marcação de ambos os receptores (EP2 e EP4) foram 

forte nas duas linhagens. Esses dados em conjunto sugerem que a ativação de EP2 e 

EP4 é um componente importante na progressão de GBM. 

Atualmente, os membros envolvidos na via de transporte e degradação de PGE2 

estão ganhando cada vez mais atenção, uma vez que os efeitos pró-carcinogêneos de 

PGE2 não são regulados apenas pela sua biossíntese, mas também pela sua degradação. 

A internalização e a inativação de PGE2 são realizadas por duas proteínas 

distintas. PGE2 é transportada para o interior das células através de PGT e 

subsequentemente oxidada a 15-ceto-PGE2 pela 15-PGDH. Ambas as etapas são 

necessárias para a inativação eficiente de PGE2 (Nomura et al., 2004). 

Estudos têm demonstrado que a expressão de PGT e 15-PGDH estão 

frequentemente reduzidas em várias neoplasias, insinuando que as alterações nos níveis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Payner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16891468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brocard%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25749386
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de PGE2 podem ter um papel importante no desenvolvimento do tumor (Holla et al, 

2008; Ichikawa et al, 1996;). 

Em câncer de mama a análise da expressão de 15-PGDH por qRT-PCR e 

western blot nas linhagens celulares MCF-7, T-47D, BT-474, ZR75-1, MDA-MB-231, 

MDA-MB-468, SK-BR-3 e BT-20 revelou uma baixa expressão em todas as linhagens 

(Wolf et al., 2006). Em neuroblastoma de alto grau foi identificado uma baixa expressão 

de 15-PGDH e consequentemente altos níveis de PGE2 quando comparado com 

neuroblastomas de baixos graus (Larsson et al., 2015). 

No entanto, os estudos envolvendo 15-PGDH em GBM são limitados. 

Wakimoto et al. (1998), mostrou pela primeira vez, a influência de 15-PGDH no 

crescimento celular da linhagem de glioma humano T98G, após o tratamento com 

AINEs (inibidor de COXs). A superexpressão de 15-PGDH em T98G levou a uma 

redução do crescimento celular, enquanto que a inibição da mesma resultou no aumento 

do crescimento celular.  

Da mesma forma que os estudos com GBM, a expressão diminuída de 15-PGDH 

tem sido observada em vários canceres, incluindo câncer gástrico (Thiel et al., 2009), 

pulmão (Ding et al., 2005), cólon (Yan et al., 2004), mama (Wolf et al., 2006) e 

pâncreas (Pham et al.,2010). A expressão diminuída de 15-HPGD em muitos casos está 

associada com a redução da tumorigênese. Enquanto que a perda de função leva ao 

acumulo de PGE2 que sustenta a carcinogênese e progressão do tumor. Assim, a 

diminuição na expressão de 15-PGDH em tecidos tumorais pode ser um dos principais 

mecanismos para o aumento de PGE2 em câncer. 

Estes resultados em conjunto apoiam a hipótese de que a degradação de PGE2 

como um resultado da expressão aumentada de 15-PGDH, pode suprimir as metástases, 

proliferação e invasão além de funcionar como um supressor do tumor de células 

cancerosas (Tai, 2011). 

Semelhante a 15-PGDH, estudos com PGT têm demonstrado também uma baixa 

expressão desse transportadore em vários canceres, sugerindo que alterações no 

metabolismo de PGE2 tem um papel importante no desenvolvimento do câncer. 

A visão atual sobre o papel biológico de PGT é de mediar a captação de 

prostaglandinas secretadas, permitindo a sua inativação pela 15-PGDH. Por isso, a 

relevância de PGT, nos poucos estudos em câncer tem sido exclusivamente ligada ao 

catabolismo das prostaglandinas.  
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PGT medeia o transporte das PGs, através da troca de um aníon lactato com a 

PGs, que é negativamente carregado a um pH fisiológico (Chan et al., 2002). Uma vez 

que a maioria das células tumorais tem alta concentração de lactato intracelular como 

um subproduto da glicólise, o efluxo de lactato facilita o influxo de PGE2 a partir do 

espaço pericelular. A importação de PGE2 a partir do espaço pericelular diminui a 

ligação e ativação dos receptores EP sobre a superfície celular. No entanto, a função de 

transporte em outras células no microambiente tumoral também pode ser importante no 

controle dos níveis extracelulares de PGE2 (Greenhough et al., 2009; Holla et al., 2008; 

Subbaramaiah et al., 2011). 

Os níveis de mRNA e de proteína de PGT foram determinadas por PCR em 

tempo real, Western blot e imunohistoquímica em tecidos de câncer colorretal e de 

tecido normal adjacente. Foi observado nos experimentos realizados, uma maior 

expressão do mRNA e da proteína PGT nas amostras de tecidos normais em relação as 

amostras de pacientes com câncer colorretal (Shang et al., 2015). 

De uma forma similar os nossos resultados demonstraram que a expressão de 

PGT e 15-PGDH apresentaram níveis baixos nas linhagens U-251MG e U-87MG.  

Na imunofluorescência observamos uma marcação forte para 15-HPGD na 

linhagem U-251MG e U-87MG e para PGT, observamos uma marcação forte para 

U87MG e nemhuma marcação para U-251MG. Esses resultados sugerem que os níveis 

reduzidos de PGT e 15-PGDH, podem contribuir para níveis elevados de PGE2 no 

microambiente tumoral contribuindo assim para o desenvolvimento do GBM. 

No entanto, os mecanismos exatos para a baixa expressão de PGT e 15-HPGD 

na carcinogênese não são conhecidos. Como foi relatada, a expressão baixa ou a 

inibição de PGT, além de 15-PGDH, constituiria um meio muito eficaz de aumentar os 

níveis locais de PGE2, podendo em GBM serem considerados como um alvo para 

manipulação terapêutica. 

 

5.2 LC/ESI-MS/MS nas linhagens de GBM  

 

Considerando que o aumento da produção de alguns prostanoides derivados de 

DHGLA (série 1), AA (série 2) e EPA (série 3) estão envolvidos em processos 

fisiopatológicos relacionados com o desenvolvimento e a disseminação de vários 

tumores (Klapan et al., 1992; Pan et al., 2015; Reader et al., 2011; Sasaki et al., 2015), 
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avaliamos o perfil de produção de alguns desses prostanoides e seus metabólitos em 

cinco linhagens de GBM diferentes (T98G, U-138MG, A172, U-251MG e U-87MG). 

Os resultados obtidos neste trabalho, demostraram que nas análises feitas com os 

prostanoides da série 2 todas as linhagens apresentaram um perfil muito semelhante em 

relação a produção do TXB2, PGD2, 15dPGJ2, PGJ2 e delta 12-PGJ2. Por outro lado os 

prostanoides PGF2, PGE2, PGD2, 13,14dhPGF2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 

13,14dh15kPGE2 apresentaram um perfil bem variado entre as linhagens. 

Analisando separadamente cada um desses prostanoides, podemos dizer que nas 

cinco linhagens de GBM, foi constatada uma maior produção do prostanoide TXB2 

(produto da hidrólise de TXA2) em relação aos outros prostanoide analisados.  

Os dados obtidos neste trabalho, foram muito semelhantes com os obtidos por 

Castelli et al., (1989) que observou em 33 amostras de gliomas e 6 amostras de 

metástases cerebrais (3 de pulmão, 1 de mama, 1 de melanoma e 1 gástrico), uma maior 

prevalência do TXB2 em relação a PGE2, PGD2 e PGF2α. Em comparação com o tecido 

cerebral normal, a produção de TXB2 também foi superior, 

Em outro trabalho, foi encontrada em um grande painel de linhagens celulares de 

glioma uma alta produção de TXB2, além da expressão elevada da TXAS e do receptor 

TP em comparação com os astrócitos normais. Estes dados foram relacionados com as 

altas taxas de migração destas células. A produção aumentada de TXB2 em linhagens de 

glioma está correlacionada com as taxas de migração destas células (Giese et al., 1999). 

No estudo realizado com as linhagens obtidas de amostras de pacientes com 

GBM, G112p (maior capacidade de migração) e G112ms (menor capacidade de 

migração), observou-se uma maior expressão da TXAS na linhagem G112p em relação 

a linhagem G112ms. Porém a alta capacidade de migração das células G112p foram 

comprometidas após os tratamentos com dazmegrel e furegrelate (antagonistas da 

TXAS) (McDonough et al., 1998).   

O uso de furegrelate em outros trabalhos, além de estar relacionado com a 

inibição do processo de migração, também esteve relacionado com a diminuição da 

adesão, aumentou da apoptose, crescimento do tumor in vivo e aumento da sensibilidade 

à radiação em células derivadas de glioma (Giese et al., 1999; Kürzel et al., 2002; 

Schauff et al., 2009; Yoshizato et al., 2002). 

Apesar de não conhecer detalhadamente os mecanismos de ação do tromboxano 

nas células tumorais, este prostanoide demostra ter um papel importante na 

tumorigênise de gliomas. Por isso o uso de inibidores para biossíntese do tromboxano 
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podem ser um dos caminhos para aumentar a susceptibilidade das células de glioma 

para quimioterapia e radioterapia convencional. 

Outras semelhanças encontradas entre as cinco linhagens foram em relação à 

produção de PGD2 e dos seus metabólitos. PGD2 é um importante metabólito da COX-2 

que possui atividades contraditórias (pró-inflamatória ou anti-inflamatória) em 

condições patofisiológicas.  

No entanto, a implicação da produção de PGD2 em tumores é praticamente 

inexplorada. Os poucos estudos envolvendo este prostanoide, consideram que PGD2, 

assim como PGI2, apresentam atividade antitumoral (Murata et al., 2008). 

Esta hipótese é sustentada pelos trabalhos que demostram que níveis elevados de 

PGD2 causaram menos focos metastáticos no pulmão de ratos, inibição do crescimento 

de células leucêmicas e de tumores de Ehrlich, além de diminuir o potencial metastático 

em melanomas (Fukushima et al., 1982; Narumiya et al., 1987; Stringfellow, 

Fitzpatrick, 1979). 

No trabalho de Park et al., (2007) que avaliou a possível influência de PGD2 no 

desenvolvimento de adenomas intestinais, foi mostrado no modelo de rato Apc
Min/+ 

nocaute para a enzima H-PGDS, um aumento de 50% dos adenomas intestinais, 

enquanto que no modelo de ratos Apc
Min/+ 

com alta expressão de H-PGDS ocorreu uma 

redução de aproximadamente 80% dos adenomas.  

Em gliomas, a diminuição dos níveis de proteína e mRNA da sintase L-PGDS 

(principal sintase produzida nos neurónios e nas células gliais) foram observados em 

diferentes amostras de GBM quando comparada ao tecido cerebral normal (Payne et al., 

2008). Além disto, a adição exógena de PGD2 nas linhagens A172 e C6 resultou na 

diminuição da capacidade proliferativa das células (Conde et al., 1991; Payne et al., 

2008).  

Em trabalhos anteriores do nosso laboratório, foi visto que a adição de PGD2 em 

condições fisiológicas nas linhagens A172, U-87MG e U-251MG, aumentou a 

proliferação das linhagens celulares em comparação aos seus controles (Ferreira, 2014).  

Além disso, vimos também que a adição exógena de PGD2 nas linhagens U-251MG e 

U-87MG aumentou significativamente a migração das células. 

Assim como outros prostanoides, PGD2 in vivo tem uma vida muito curta, sendo 

convertido rapidamente a diferentes metabólitos. Nos dados encontrados neste trabalho, 

observamos nas cinco linhagens uma baixa produção do metabólito 15dPGJ2 e a 

ausência dos metabólitos PGJ2 e delta 12-PGJ2. 
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 A adição exógena de 15d-PGJ2 na linhagem JC (adenocarcinoma mamário de 

rato), foi responsável pela diminuição da migração estimulando a desmontagem da 

adesão focal e reorganização da actina (Diers et al., 2010). 

No trabalho realizado por Trindade-da-Silva et al., (2016) o metabólito 15d-PGJ2 

em células TPC-1(câncer de tireoide) diminuiu as atividades proliferativas das células, 

além de aumentar a apoptose. Em outra linhagem conhecida como MCG-803 (câncer 

gástrico), 15d-PGJ2 inibiu o crescimento celular e induziu a apoptose através da 

diminuição da relação entre COX-2 e Bcl-2/Bax (Chen et al., 2003). Além disso, 15-

dPGJ2 induziu a apoptose independente de caspase em células de glioma humano A172 

por meio de formação de ROS e dano mitocondrial (Cho et al., 2006). 

A 15-dPGJ2 é um produto da desidratação de PGD2, que possui alta afinidade a  

PPARγ, conhecido por ser um mediador potencial de apoptose. Acredita-se que 

15dPGJ2 possa influenciar na tumorigênese de vários tumores através de PPARγ 

(Houseknecht et al., 2002; Surh et al., 2011).   

No caso de PGJ2 e delta 12-PGJ2, os trabalhos demonstram que estes metabólitos 

são conhecidos por reduzir a proliferação celular e aumentarem a apoptose nos tumores 

de melanoma (Paulitschke et al., 2012), câncer do ovário (de Jong et al., 2011), câncer 

de coloretal e leucemia (Shin et al., 2009). 

Sendo assim, não encontrarmos a produção desses metabólitos nas linhagens de 

GBM, não foi nenhuma surpresa. Uma vez, que esses metabólitos possuem um papel 

anti tumoral em diferentes tipos tumorais, incluindo GBM (Clay et al., 2002; Piva et al., 

2005; Zander et al., 2002). Porém são necessários mais estudos para tentar entender o 

papel duplo que PGD2 exerce em GBM. 

Em relação às diferenças encontradas nos perfis entre as cinco linhagens, 

tivemos uma produção variada do prostanoide PGF2 e seus principais metabólitos 

(13,14dhPGF2 e 13,14dh15kPGF2), além da produção variada de PGE2 e seus 

metabólitos 13,14dh15kPGE2 e 15kPGE2. 

No caso de PGF2α a única linhagem que não encontramos a produção desse 

prostanoide foi na U-251MG, porém na linhagem foi encontrada grande produção do 

metabólito 13,14dhPGF2α. Isso indica que este prostanoide foi produzido pela célula. 

 Na literatura PGF2α está relacionada à promoção da angiogênese e o crescimento 

tumoral em carcinoma endometrial (Sales et al., 2008). Em melanoma as quantidades de 

PGF2α foram maiores do que as encontradas em melanócitos normais, porém a 
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quantidade do receptor de FP no tumor foi bem reduzida (Scott et al., 2005). Fricke et 

al., (2010) sugeriram que PGF2α pode facilitar a progressão do melanoma através de 

células como fibroblastos e as células endoteliais, as quais expressam o receptor de FP. 

Em relação a PGE2, estudos realizados na década de 80, demostraram que as 

células tumorais de glioma, especialmente de GBM, produzem uma grande quantidade 

de PGE2 tanto no modelo in vitro quanto no modelo in vivo (Cooper et al., 1984; 

Castelli et al., 1989). Loh et al., (2002) elucidou por análise de HPLC altos níveis de 

PGE2 em GBM quando comparados com outros astrocitomas de baixo graus e 

metástases cerebrais. Em relação aos controles a produção de PGE2 nas amostras 

tumorais de GBMs foi seis vezes maior. No trabalho, realizado por Käkoğlu et al., 

(1998) o nível de PGE2 quantificado pela técnica de Elisa foi significativamente maior 

em gliomas e meningiomas quando comparado ao tecido controle. 

Sendo assim, com os dados obtidos por LC-MS/MS apresentados por este 

trabalho, podemos dizer que a produção dos prostanoides da série 2 e seu metabólitos, 

principalmente do TXB2 e PGE2, reforçam a ideia de que os prostanoides da série 2 

possuem um papel importante em GBM e possivelmente estão relacionados com maior 

proliferação e agressividade, conforme sugere a literatura em outros tipos de câncer. 

Além disso, esse trabalho também demostrou que novos estudos necessitam ser 

realizados para tentar elucidar o papel de PGD2 e PGF2α em GBM.  

Outro dado importante que chamou a atenção neste trabalho foi a ausência dos 

prostanoides da série 1 e da série 3 nas linhagens analisadas.  

Os trabalhos encontrados na literatura, mostraram que prostanoides da série 1 e 3 

possuem uma atividade antitumoral, podendo potencialmente antagonizar com os 

efeitos pró tumorais dos prostanoides da série 2. Porém os mecanismos subjacentes 

responsáveis por estas atividades não são totalmente elucidados (Cockbain et al., 2012; 

D’Eliseo et al., 2012; Serini et al.,2009).  

Estudos realizados por Yang et al., (2014) mostraram que a adição exógena de 

PGE3 inibiu a proliferação das células de câncer de pulmão, enquanto que a adição 

exógena de PGE2 estimulou o crescimento destas células.  

A suplementação de células tumorais com DGLA (responsável pela formação 

dos prostanoides da série 1) ou EPA (responsável pela formação dos prostanoides da 

série 3), diminuiu o crescimento de vários tipos de tumores, incluindo os do pulmão, do 

cólon, das mamas e da próstata (Dommels et al., 2003; Wang et al., 2012; Xu, Qian, 

2014). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24657656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22333072
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No estudo realizado pelo nosso laboratório, mostrou que o tratamento com GLA em 

células C6 inibiu 30% da migração celular (Ramos e Colquhoun, 2003). Em outro 

estudo a exposição de células W256 a GLA e EPA, afetou o processo de apoptose 

através da liberação de citocromo c pela mitocôndria, produção aumentada de espécies 

reativas de oxigênios e um aumento da peroxidação lipídica (Colqhoun e Schumacher, 

2001). 

 No trabalho realizado por Das, Madhavi (2011), a suplementação com EPA e 

DGLA em células de carcinoma cervical humano potencializou a ação citotóxica de 

vincristina. EPA e DGLA melhoram a absorção de vincristina e inibiram o seu efluxo, 

aumentando assim a concentração intracelular da droga. 

Uma das possíveis causas para não termos encontrado os prostanoides da série 1 

e serie 3 nas linhagens de GBM, é provavelmente pela pouca oferta de substrato in vitro 

para formação desses prostanoides.  

Naturalmente no cérebro encontramos uma composição de ácido graxos único, 

com níveis elevados de AA e baixos de EPA (Brenna, Diau, 2007; Crawford et al., 

1976). Além do mais, os ácidos graxos EPA e DHGLA possuem mais algumas 

desvantagens em relação ao AA em células tumorais. 

O DGLA em condições normais é naturalmente dessaturado para a produção do 

AA. No entanto, devido à atividade limitada de Δ5 dessaturase em seres humanos, 

apenas uma parte de DGLA é convertida em AA. Em células tumorais esse equilíbrio é 

perdido e acabamos tendo uma maior formação do AA (Wang, Lin, 2012). Mesmo em 

casos de suplementação de células com DGLA a quantidade encontrada de AA ainda é 

3 vezes maior que o DGLA, principalmente devido à eficaz dessaturação de DGLA a 

AA (Fujimoto et al., 2010). 

No caso de EPA, foi visto que proteínas como cPLA2, COXs e sintases que 

estão envolvidas na biossíntese dos prostanoides da série 3, tem maior preferência por 

AA do que ao EPA (Leslie, 2004). 

Apesar de tudo o que foi mostrado na literatura, vimos em trabalhos anteriores 

do laboratório e neste mesmo trabalho (discutiremos a seguir) que apesar dos 

prostanoides da série 1 e 3 não terem sidos produzidos pelas células U-251MG e U-

87MG, a adição exógenas de alguns desses prostanoides foram capaz de aumentar o 

processo de migração dessas células. Em outro trabalho realizado com a linhagem 

T98G, a adição exógena de PGE1 assim como de PGE2 foi responsável por afetarem 
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positivamente diversos processos celulares importantes, para a progressão tumoral, 

como migração, proliferação e apoptose. (Gomes, Colquhoun, 2012). 

Apesar de não termos detectado a produção dos prostanoides das séries 1 e 3 nas 

linhagens, isso não significa que em outras situação esses prostanoides não possam ter 

um função no desenvolvimento do tumor. 

 

5.3 Migração celular nas linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com 

prostanoides 

 

O GBM é caracterizado por seu comportamento agressivo e por sua elevada taxa 

de recorrência, principalmente pela sua grande capacidade de migração e de invasão ao 

tecido cerebral sadio.   

Em estudos anteriores realizados com a linhagem T98G, foi visto que após os 

tratamentos com PGE2 e PGE1 exógeno, tivemos um aumento significativo no processo 

de migração celular. Em contrapartida, o tratamento com Ibuprofeno (inibidor não 

seletivo de COX), diminuiu o processo de migração celular em T98G (Gomes, 

Colquhoun, 2012).  Em outros estudos realizados com câncer de pâncreas e de coloretal, 

a adição exógena de PGE2 também estimulou a migração desses tumores (Buchanan et 

al., 2003; Charo et al., 2013).  

No trabalho de Feitoza (2013), a adição de PGE2 nas linhagens U-251MG e U-

87MG aumentou a expressão de proteínas importantes da MEC envolvidas na migração 

e invasão tumoral. Em conjunto, esses dados demostram a influência que PGE2 tem no 

processo de migração tumoral.  

Embora a maior parte dos estudos envolvendo migração seja em torno de PGE2, 

é importante verificar a possível influência de outros prostanoides na migração de 

GBM. Uma vez que, estudos têm demonstrado que outros prostanoides, além de PGE2, 

também podem influenciar no desenvolvimento do tumor (Schneider, Pozzi, 2011).  

No trabalho realizado por Sales et al., (2008) utilizando a linhagem FPS (células 

de adenocarcinoma do endométrio que expressam de forma estável o receptor FP) foi 

visto que PGF2α através de seu receptor FP aumentou a capacidade migratória das 

células FPS. Assim como os estudos mostrados acima, nossos resultados mostram que 

todos os prostanoides da série 2 (PGE2, PGD2 e PGF2α) analisados, aumentaram a 

capacidade de migração da linhagem U-251MG, enquanto que na linhagem U-87MG os 

prostanoide E2 e D2 também aumentaram a migração das células.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22002716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22002716
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Em relação aos prostanoides da série 1, este trabalho mostrou que tanto PGE1 

como PGD1, também aumentaram significantemente a migração celular nas linhagens 

U-251MG e U87-MG. Apesar de não terem sido detectados por LC-MS/MS os 

prostanoides da série 1, assim como os prostanoides da série 2, aumentaram o processo 

de migração celular nas linhagens U-251MG e U87-MG.  

No trabalho de Gomes, Colquhoun (2012) a adição de PGE1 exógena nas 

linhagens de GBM T98G aumentou significativamente o processo de migração, 

enquanto que a adição do Ibuprofeno reverteu o aumento da migração.  

Uma das explicações para a influência de PGE1 e PGD1 exógeno na migração 

das células de GBM, seria a utilização dos mesmos mecanismos e receptores usados 

pelos prostanoides da série 2. Uma vez que em ambos os casos (série 1 e série 2) a 

metabolização ocorre de um modo semelhante com a participação de as mesmas 

enzimas, além de compartilharem o mesmo sistema receptor EP (Das, 2006). Portanto 

bastaria a produção de apenas uma das séries dos prostanoides para termos toda a 

maquinaria de ação a disposição de outras séries.  

Como vimos anteriormente por LC-MS/MS, as linhagens U-251MG e U87-MG 

já estão produzindo prostanoides da série 2, portanto possuem toda a maquinaria que 

pode ter facilitado a ação de PGE1 e PGD1 adicionados as células de forma exógeno. 

Outro fato que também deve ter contribuido para a influência dos prostanoides da série 

1 e 2, foi a baixa expressão das proteínas PGT e 15-HPGD observadas por qRTPCR. A 

baixa expressão desses genes colabora com uma degradação ineficiente dos 

prostanoides, facilitando assim uma maior oferta desses prostanoides para as células. 

Esses dados são importantes, pois além de reforçar a importância dos 

prostanoides da série 2, também demostram pela primeira vez a influência de PGE1 e 

principalmente de PGD1 no processo de migração de GBM. Contrariando assim os 

dados da literatura que até o momento só atribuíram os prostanoides da série 1 o papel 

de anti-tumorigênico. Este trabalho mostrou que estes prostanoides também podem ter 

um efeito pró-tumorigênico em relação à migração de GBM. 

Porém os mecanismos pelo quais os prostanoides agem não são conhecidos e 

novos estudos devem ser realizados para elucidar esses mecanismos. 

Assim como os estudos mostrados acima, a adição exógena dos prostanoides da 

série 1 (PGE1 e PGD1) e da série 2 (PGE2, PGD2 e PGF2α) aumentaram a migração 

celular nas linhagens U-251MG e U87-MG. Sendo PGE2 e PGE1 os prostanoides que 

mais se destacaram em ambas as linhagens. 
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5.4 Influências dos receptores EP2 e EP4 na migração celular das linhagens U-

251MG e U-87MG 

 

Segundo a literatura, para PGE2 exercer sua influência no processo de migração 

é necessário à ativação de um dos seus quatros receptores. No trabalho de Cheng et al., 

(2014) PGE2 promoveu o aumento da migração das células Huh-7 (hepatocarcinoma) 

através do seu receptor EP2. Na linhagem PC3 (câncer de próstata) os resultados 

indicaram que a migração induzida por PGE2 foi mediada, em parte, por EP4 (Huang et 

al., 2013). Já nas linhagens CCLP1 e HuCCT1 (câncer de fígado) o aumento da 

migração causado pela adição de PGE2 ocorreu através do receptor EP3 (Du et al., 

2015).  

Como vimos anteriormente, as linhagens U-251MG e U87-MG utilizadas neste 

estudo expressam apenas os receptores EP2 e EP4. Desse modo utilizamos os 

antagonistas específicos AH6809 e L161.982 para o bloqueio das funções de EP2 e EP4 

respectivamente. Assim poderíamos determinar se os receptores estavam de fato 

envolvidos no processo de migração junto com PGE2. 

Num primeiro momento, demostramos que a inibição dos receptores EP2 e EP4 

pelos seus respectivos antagonistas (AH6809 e L161.982) diminuíram a migração das 

células U-251MG e U-87MG de uma forma muito similar entre eles. Esses dados 

mostraram que os dois receptores de forma muitos parecidas estão envolvidos na 

migração das células de GBM. 

Nossos dados são muito similares com os estudos que associam os receptores 

EP2 e EP4 com o processo de migração das células tumorais. Nos trabalhos de Vaid et 

al., (2015) e Xu et al., (2014) o uso do antagonista AH6809 (EP2) nas linhagens de 

melanoma e (A375 e Hs294t) e do antagonista ONO-AE3-208 (EP4) nas linhagens de 

próstata (PC-3 em LNCaP) diminuíram significativamente a capacidade de migração 

dessas células.  

Em outro trabalho, foi visto que o aumento na migração em células tumorais de 

mama (410.4, 410, e 66.1) causado em resposta a adição exógena de PGE2, foi 

bloqueado pelo uso dos antagonistas AH6809 (EP2) ou AH23848 (EP4). No mesmo 

trabalho foi demonstrado que esses mesmos receptores também foram importantes para 

o crescimento dessas células (Ma et al., 2006).  

Em conjunto com os trabalhos apresentado na literatura, os nossos dados 

sugerem que a inibição de EP2 e EP4 por seus antagonistas específicos podem 

contribuir para a diminuição da migração celular de GBM. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaid%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26807314
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Uma das possíveis vias pelo qual esses receptores devem estar influenciando na 

migração das células U-251MG e U-87MG é através da ativação da via de sinalização 

do cAMP. Uma vez que ambos os receptores EP2 e EP4 estão acoplados à proteína Gs 

promovendo o aumento na concentração intracelular de cAMP (Sugimoto, Narumiya, 

2007). 

No trabalho realizado por Timoshenko et al., (2003) demostrou que o aumento 

da migração causado pela adição exógena de PGE2 nas linhagens C3L5, MCF-7 e 

MDA-MB-231, foi através do receptor EP4 com o aumento de cAMP. Em 

adenocarcinoma a estimulação do receptor de EP induziu a ativação da via adenilato-

ciclase / cAMP / PKA (Buchanan et al., 2003). Na linhagem U-87MG a adição exógena 

de PGE2 aumentou a fosforilação de cAMP (Bidwell et al., 2010).  

Num segundo momento fizemos uso dos inibidores de EP2 e/ou EP4 junto com 

a adição exógena de PGE2, assim poderíamos confirmar a hipótese de que os receptores 

EP2 e EP4, junto com PGE2 estavam envolvidos no processo de migração de GBM.  

Os resultados mostraram que a adição exógena de PGE2 nas células de GBM que 

tiveram um de seus receptores inibidos (EP2 ou EP4), foi capaz de aumentar à 

capacidade de migração dessas células em comparação as células que também tiveram 

um dos seus receptores inibidos, mas sem a adição exógena de PGE2. Porém o aumento 

da migração dessas células foi inferior às tratadas apenas com PGE2 sem a inibição dos 

receptores. 

Esses dados mostram que para que PGE2 possa influenciar de forma efetiva no 

processo de migração celular é necessária que as nas linhagens U-251MG e U-87MG 

tenham disponível pelo menos um de seus receptores EPs (EP2 ou EP4). 

Ao inibirmos simultaneamente os dois receptores esperávamos a principio, uma 

redução quase que total da migração em ambas as linhagens. Porém os dados mostraram 

apenas uma redução significativa da migração em ambas às linhagens, resultados esses 

que foram muito parecidos com os obtidos nas células que tiveram um dos receptores 

inibida e não a adição de PGE2.  

Esses dados demonstram que com a inibição dos receptores EP2 e EP4 nas 

linhagens U-87MG e U-251MG, PGE2 deve estar interagindo com outros receptores 

para influenciar no processo de migração. 

Como sabemos, na literatura é descrito que apesar da especificidade da maioria 

dos receptores derivados da via da COX, o receptor TP (do TXA2) também pode ser 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Timoshenko%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14499627
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estimulado pelos prostanoides PGE2, PGI2 e PGF2α (Bos et al., 2004; Coleman et al., 

1994).  

Como vimos nos dados de LC-MS/MS ambas as linhagens produzem TXB2, 

além de dados preliminares de imunocitoquímica mostrarem a expressão da TXS. Outro 

dado importante visto na literatura é a presença do receptor TP em GBM. 

Isso mostra que possivelmente PGE2 deve estar interagindo com o receptor TP 

(do TXA2), porém a interação com esses outros receptores não é tão eficiente quanto à 

dos receptores EP2 e EP4. 

Outra explicação para os dados obtidos com a inibição de ambos os receptores é 

que a migração de U-251MG e U-87MG não são influenciadas apenas por PGE2. Isso 

explicaria também o aumento da migração celular através de outros prostanoides como 

foi demonstrado nos experimentos anteriores com a adição exógenas de PGE2, PGE1, 

PGD2, PGD1 e PGF2α. 

Coletivamente com os estudos apresentados aqui, o presente trabalho 

demonstrou de forma inédita de que PGE2 tem um papel importante no processo de 

migração das células de GBM (figura 22). Papel este que é mediado, pelo menos em 

parte, por uma alteração na resposta celular através da ativação dos receptores EP2 e 

EP4, mas os mecanismos pelos quais isto ocorre não são conhecidos. Por isso, existe a 

necessidade em estudar os mecanismos pelos quais a PGE2 interfere na a migração das 

células, para determinar num futuro novos alvos e novas estratégias terapêuticas 

adjuvantes no tratamento de GBM. 
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Figura 22 - Representação da possível ação de PGE2 em GBM. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão nossos resultados mostraram que de uma forma geral os 

prostanoides possuem um papel importante no processo de migração das células U-

251MG e U-87MG.  

Entre esses prostanoides destacamos PGE2, que em partes influenciou a 

migração das células GBM através da ativação dos receptores EP2 e EP4. 

 

As principais conclusões desse estudo foram: 

A. Observamos por qRT-PCR a expressão das proteínas envolvidas na biossíntese 

de PGE2 (COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-

HPGD) nas linhagens de GBM U-251MG e U-87MG. 

 

B. Observamos por imunofluorescência a expressão proteica de COX-1, COX-2, 

mPGES1, mPGES2, EP2, EP4 e 15-HPGD na linhagem U-251MG e COX-1, COX-

2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD na linhagem U-87MG. 

 

C. Demostramos um perfil de produção diferente entre as linhagens U-251MG, U-

87MG, T98G, A-172 e U-138MG em relação aos produtos da via das 

ciclooxigenases: 6kPGF1, TXB3, TXB2, PGE3, PGF1, PGF2, PGD3, PGE2, PGE1, 

13,14dhPGF2, PGD1, PGD2, 15kPGE2, 13,14dh15kPGF2, 13,14dh15kPGF1α, 

13,14dh15kPGE2, 13,14dh15kPGE1, PGJ2, delta12PGJ2, 15dPGJ2. 

 

D. Nas linhagens U-251MG e U-87MG demostramos um aumento no processo de 

migração após o tratamento com PGE1, PGE2, PGD1, PGD2 e PGF2α exógeno. 

E. Observamos que os tratamentos realizados nas linhagens U-251MG e U-87MG 

com os antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) ou EP4 (L-161982) inibiram a 

migração celular. 

 

F. Observamos que o tratamento realizado com PGE2 exógeno e os antagonistas 

dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L-161982) em conjunto, não foram suficientes 

para inibir completamente a migração das linhagens U-251MG e U-87MG. 
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