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RESUMO 

 

 

GOES, L.M.S. Análise do papel das ciclo-oxigenases e prostaglandina E sintase-1 
microssomal na expressão de proteínas de matriz extracelular, integrinas e 
migração celular em glioblastoma. [Dissertação (Mestrado em Biologia Celular e 
Tecidual)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo; 2020. 
 

O glioblastoma (GBM) é a neoplasia maligna mais frequente e letal do sistema 
nervoso central (SNC). Este tumor é caracterizado por uma elevada taxa 
proliferativa e rápida infiltração difusa no tecido cerebral adjacente. A terapia 
indicada para GBM consiste na ressecção cirúrgica, seguida de radioterapia e 
quimioterapia. Apesar dos tratamentos disponíveis a sobrevida média dos pacientes 
é de aproximadamente 14 meses após o diagnóstico. Parte da dificuldade do 
tratamento deve-se à elevada taxa de migração e invasão das células de GBM. 
Componentes da matriz extracelular (MEC) e receptores do tipo integrina (ITG) 
desempenham papel crucial na disseminação de GBM. Os níveis das ciclo-
oxigenases (COXs) e seu principal produto a prostaglandina E2 (PGE2) estão 
diretamente relacionados à migração e invasão tumoral, assim como, maior grau de 
agressividade e pior prognóstico. A prostaglandina E sintase-1 microssomal 
(mPGES-1) é a principal sintase de PGE2. Este estudo teve por objetivo avaliar o 
papel das COX-1 e COX-2, mPGES-1 e PGE2 na migração celular e na expressão 
de ITGs e proteínas da MEC em linhagens de GBM humano (U87MG e T98G). Os 
resultados demonstraram que a inibição das COX-1 e 2, assim como, da mPGES-1 
reduziu o número de células e a migração de celular de GBM in vitro. PGE2 
aumentou o número de células viárias de ambas as linhagens e a migração das 
células T98G. Inibidores seletivos de COX-1, COX-2 e mPGES-1 promoveram 
alterações no citoesqueleto de actina e, consequentemente, redução da motilidade 
celular. A inibição de mPGES-1 diminuiu significativamente a expressão de 
proteínas da MEC nas duas linhagens estudadas. O tratamento com PGE2 ou 
inibidores de COX-1 e/ou COX-2 influenciaram de maneira diversa a expressão de 
proteínas da MEC e ITGs nas linhagens estudadas. Em conjunto, esses dados 
demonstram que as COXs e mPGES-1 desempenham um papel no crescimento 
celular, reorganização do citoesqueleto, expressão de proteínas da MEC e ITGs, 
assim como, migração celular em linhagens de GBM. 
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ABSTRACT 

 

 

GOES, L.M.S. Analysis of the role of cyclooxygenases and microsomal 
prostaglandin E synthase-1 in the expression of extracellular matrix proteins, 
integrins and cell migration in glioblastoma. [Masters thesis (Cell and Tissue 
Biology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo; 2020. 
 

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and lethal malignant neoplasm of the 

central nervous system (CNS). This tumor is characterized by a high proliferative 

rate and rapid diffuse infiltration in the adjacent brain tissue. The therapy indicated 

for GBM consists of surgical resection, followed by radiotherapy and chemotherapy. 

Despite the treatments available, the median survival of patients is approximately 14 

months after diagnosis. Part of the difficulty in treatment is due to the high rate of 

migration and invasion of GBM cells. Components of the extracellular matrix (MEC) 

and integrin-type receptors (ITG) play a crucial role in the spread of GBM. The levels 

of cyclooxygenases (COXs) and their main product, prostaglandin E2 (PGE2), are 

directly related to tumor migration and invasion, as well as a greater degree of 

aggressiveness and a worse prognosis. Microsomal prostaglandin E synthase-1 

(mPGES-1) is the main synthase of PGE2. This study aimed to evaluate the role of 

COX-1 and COX-2, mPGES-1 and PGE2 in cell migration and in the expression of 

ITGs and MEC proteins in human GBM cell lines (U87MG and T98G). The results 

showed that inhibition of COX-1 and 2, as well as mPGES-1, reduced the number of 

cells and migration of GBM cells in vitro. PGE2 increased the number of road cells of 

both strains and the migration of T98G cells. Selective COX-1, COX-2 and mPGES-

1 inhibitors promoted changes in the actin cytoskeleton and, consequently, reduced 

cellular motility. The inhibition of mPGES-1 significantly decreased the expression of 

MEC proteins in the two cell lines studied. The treatment with PGE2 or COX-1 and/or 

COX-2 inhibitors influenced in a different way the expression of MEC proteins and 

ITGs in the studied cells. Taken together, these data demonstrate that COXs and 

mPGES-1 play a role in cell growth, cytoskeletal reorganization, expression of MEC 

proteins and ITGs, as well as cell migration in GBM cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Gliomas: classificação e caracterização 

 

 Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) são tumores benignos ou 

malignos que ocorrem nas seguintes localizações: meninges, cérebro, medula 

espinhal, nervos cranianos e outras partes do SNC, hipófise, ducto craniofaríngeo e 

glândula pineal (McCarthy et al., 2005).  

As neoplasias malignas do SNC foram responsáveis por 4,2% das mortes por 

câncer no Brasil em 2017. Excluindo-se o câncer de pele não melanoma, os 

tumores do SNC representam um dos 10 tipos de câncer mais incidentes no país 

para ambos os sexos (Figura 1). Para o ano de 2018, foram estimados 5,62 novos 

casos a cada 100 mil homens e 5,17 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2019). 

 

Figura 1. Dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018 no Brasil, segundo o INCA 
(exceto tumores de pele não melanoma). 

 

 A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica os tumores de SNC de 

acordo com suas características histopatológicas, células de origem e grau de 

diferenciação em: tumores astrocíticos e oligodendroglias difusos; outros tumores 

astrocíticos; tumores ependimais; outros gliomas; tumores do plexo coroide; 

tumores neurais e neurogliais mistos; tumores da região pineal; tumores 

embrionários; tumores dos nervos craniais e paraespinhais; meningiomas; tumores 

mesenquimais não meningoteliais; tumores melanocíticos; linfomas; tumores 

histiocíticos; tumores de células germinativas; tumores da região selar e tumores 

metastáticos. Esses grupos de tumores podem ser subclassificados quanto ao grau 

de malignidade do grau I ao grau IV,  e quanto à suas características moleculares 

(Louis et. al, 2016; Louis et al., 2007).  



 
 

Os gliomas são os tumores do SNC mais comuns e representam cerca de 

30% dos casos, e 80% de todos os tumores cerebrais malignos (YI et al., 2016). 

Consistem em tumores originados das células da glia ou células precursoras menos 

diferenciadas, as quais são responsáveis pelo fornecimento de um microambiente 

adequado para a sobrevivência dos neurônios (Pencheva et al., 2017).  Os gliomas 

são classificados histologicamente de acordo com a célula de origem em 

astrocitomas (astrócitos), oligodendrogliomas (oligodendrócitos) e ependimomas 

(ependimócitos). Os astrocitomas são os mais frequentes e são classificados 

histopatologicamente quanto à malignidade do grau I ao IV, respectivamente em: 

astrocitomas pilocíticos, astrocitoma difuso, astrocitoma anaplásico e glioblastoma 

(GBM) (Wen, Huse, 2016). 

 

Figura 2. Classificação histopatológica dos gliomas. 

 

Os astrocitomas pilocíticos são tumores de baixo grau de malignidade (grau 

I), que apresentam crescimento lento e geralmente não são infiltrativos. São os 

tumores cerebrais pediátricos mais comuns, com pico de incidência na primeira 

década de vida. Embora apresente grandes chances de cura após sua ressecção 

total, a recorrência do tumor é observada em aproximadamente 19% dos casos. A 

progressão para graus de malignidade mais elevados é extremamente rara (Jones 

et al., 2008; Wen, Huse, 2016). Os astrocitomas pilocíticos são caracterizados 

molecularmente, segundo a OMS (2016), como tumores que não possuem 

alterações nos genes da família da isocitrato desidrogenase (IDH) e frequentemente 

possuem alterações do gene BRAF (Louis et. al, 2016).  



 
 

Astrocitomas difusos são tumores de grau II que apresentam crescimento 

lento, atipia celular e capacidade infiltrativa. Se desenvolvem mais frequentemente 

em jovens adultos e possuem a tendência a progredir para tumores de maior grau 

de malignidade como o astrocitoma anaplásico (grau III) ou glioblastoma (grau IV). 

Geralmente esses tumores não apresentam deleção dos braços dos cromossomos 

1p e 19q. Cerca de dois terços apresentam mutação de perda de função do gene 

TP53. A maioria dos casos de astrocitomas difusos possuem mutação em IDH o 

que caracteriza um melhor prognóstico (Watanabe et al., 2002; Wen, Huse, 2016).  

Os astrocitomas anaplásicos são tumores infiltrativos caracterizados por 

anaplasia celular e grande atividade mitótica. São tumores pouco frequentes cuja 

incidência é de cerca de 0,3 casos a cada 100 mil pessoas, sendo mais frequente 

em adultos acima dos 45 anos. Assim como os astrocitomas difusos (grau II), a 

maioria dos astrocitomas anaplásicos apresentam mutação em IDH e em TP53. 

Além disso, é comum a perda de heterozigose do cromossomo 19. O prognóstico é 

ruim uma vez que a ressecção total do tumor geralmente não é possível devido a 

sua infiltração difusa. Além disso, seu ressurgimento após o uso de todas as 

terapias disponíveis é frequente. Apenas 16% dos pacientes sobrevivem por até 

cinco anos (Louis et al., 2007; Stupp et al., 2007; Wen, Huse, 2016). 

O glioblastoma (GBM) é o mais incidente, agressivo e infiltrativo dos 

astrocitomas, com taxa de incidência de aproximadamente 3,6 – 4,2 casos entre 

100.000 pessoas, representando cerca de 81 % de todos os tumores malignos do 

SNC e 60% de todos os gliomas (Mehta et al., 2017; Song et al., 2017; Yi et al., 

2016). Suas principais características são: hipercelularidade, células pouco 

diferenciadas do tipo fusiforme ou pleomórfica, núcleos atípicos, grande atividade 

mitótica, focos de necrose, hiperplasia microvascular, altíssima invasibilidade nas 

estruturas cerebrais e uma baixa capacidade de realizar metástases fora do SNC 

(Roos et al., 2017; Wang et al., 2012). 

De acordo com sua origem, características clínicas e moleculares o GBM 

pode ser subclassificado em primário ou secundário. O GBM primário, ou de novo, 

geralmente se origina diretamente das células astrocíticas e na maioria das vezes é 

caracterizado molecularmente como sendo TP53 e IDH tipo selvagem, além de 

apresentar mutação no gene PTEN (homólogo de fosfatase e tensina), amplificação 

e aumento da expressão do gene de receptores de fator de crescimento epidermal 

(EGFR) e perda do braço curto e/ou longo do cromossomo 10 (deleção 10p e/ou 



 
 

10q). Trata-se do tipo mais agressivo e invasivo, apresentando um pior prognóstico 

e representa 90% dos casos de glioblastoma, ocorrendo principalmente em 

indivíduos com idade igual ou superior a 55 anos. O GBM secundário é originado 

dos astrocitomas de graus inferiores e possui maior incidência entre pacientes com 

idade aproximada de 45 anos, representando cerca de 5% dos casos de GBM. 

Geralmente, são molecularmente caracterizados por mutação em IDH e TP53, além 

de apresentarem perda de heterozigosidade em 19q e 22q (Delgado-López e 

Corrales-García, 2016; Louis et al., 2016; Ohgaki, Kleihues, 2013). 

 

Figura 3. Alterações moleculares na progressão de glioblastoma pela via de novo (primária) e via 
progressiva (secundária), Souza, 2017. 

 

Os principais tratamentos de glioblastoma consistem em retirada cirúrgica do 

tumor, seguida de radioterapia e quimioterapia. Embora a retirada completa do 

tumor através de intervenção cirúrgica seja o tratamento inicial mais indicado, a 

ampla infiltração de células tumorais no tecido cerebral saudável adjacente torna a 

ressecção total do tumor impossível, o que colabora para a recorrência tumoral 

poucos meses após a cirurgia. Além do mais, o glioblastoma é geralmente muito 

resistente à terapia convencional, muito provavelmente por apresentar elevado grau 

de heterogeneidade celular (Coniglio, Segall, 2013; Roos et al., 2017; Yi et al., 

2016). A realização de radioterapia localizada é dificultada pela ampla difusão de 

células neoplásicas no tecido nervoso normal, sendo comum a ocorrência de vários 

focos do tumor no cérebro.  



 
 

Os pacientes com glioblastoma tem uma sobrevida aproximada de 6 a 12 

meses após a cirurgia, apenas cerca de 28% dos pacientes apresentam sobrevida 

aproximada de 2 anos após o diagnóstico e 5% vivem por 5 anos. Provavelmente 

devido ao curto período de sobrevida, seja difícil a verificação de metástase por 

glioblastoma em sítios extracranianos, sendo este fenômeno observado em cerca 

de 0,5% dos casos de GBM e geralmente observado em pacientes jovens (38,2 ± 

16,1 anos) e do sexo masculino (Cunha, Maldaun, 2019). Apesar dos avanços 

terapêuticos e do desenvolvimento de novos fármacos, ainda não existe cura para 

esse tipo de glioma, sendo o tratamento utilizado apenas para o aumento do tempo 

de sobrevida dos pacientes (Roos et al., 2017; Taghipour et al., 2017; Wang et al., 

2012). 

 

 

1.2 Migração celular de gliomas 

 

 

1.2.1 Principais vias de migração de gliomas 

 

A migração celular desempenha um papel central em uma ampla variedade 

de processos biológicos como desenvolvimento embrionário, resposta imune 

inflamatória, reparo de feridas, desenvolvimento de tumores e formação de 

metástases. A migração celular é conduzida por uma organização bioquímica e 

biomecânica intracelular em resposta a sinais extracelulares (Horwitz, Parsons, 

1999).  

Após a exposição a um estímulo externo, o processo de migração celular se 

inicia com a reorganização do citoesqueleto de actina e desmontagem de adesões 

focais, o que leva a formação de protusões da membrana plasmática na porção 

frontal da célula, chamadas de lamelipódios. Posteriormente, ocorre a estabilização 

das protusões por meio da formação de complexos adesivos. Estes complexos 

adesivos são regiões da membrana plasmática onde receptores do tipo integrina, 

filamentos de actina e proteínas associadas se organizam formando adesões focais 

que servem de pontos de tração entre o corpo celular e a matriz extracelular (MEC). 

Ocorre então, a contração do corpo celular e liberação de adesões na porção 

traseira da célula promovendo o seu deslocamento (Horwitz, Parsons, 1999; Mak et 

al., 2016; Raftopoulou, Hall, 2004).  



 
 

Em câncer, a migração celular é um fenômeno crucial, visto que a 

capacidade das celulas de tumores malignos de migrar e invadir tecidos saudáveis 

em áreas próximas ou distantes do tumor consiste em uma das suas principais 

características (Hanahan, Weinberg, 2011). Diferente de diversos outros tipos de 

tumores sólidos, os gliomas dificilmente realizam metástases intravasculares ou 

linfáticas, em vez disso, as células de glioma migram ativamente através dos 

espaços extracelulares do cérebro, o que leva à formação de tumores satélites 

distantes (Cuddapah et al., 2014). Análise histológica de amostras de pacientes 

mostrou uma zona de infiltração difusa de 2 a 3 cm ao redor do tumor, embora 

outros estudos demonstraram que células de gliomas malignos podem se infiltrar no 

tecido cerebral sadio a uma distância superior a 4 cm da massa tumoral 

(Goldbrunner et al., 1998).  

A migração celular de gliomas pode ocorrer pelo parênquima cerebral 

(substância cinza e substância branca) ou por estruturas anatômicas distintas como 

feixes de fibras mielinizadas, espaço perivascular, espaço subaracnoide e glia 

limitante externa (Giese, Westphal, 1996; Cuddapah et al., 2014). O comportamento 

migratório e invasivo das células de gliomas é, em parte, uma consequência da 

reação destas células a componentes da MEC. Desse modo, dentre os fatores 

microambientais que influenciam a motilidade celular em tumores pode-se destacar 

as proteínas da MEC (Goldbrunner et al., 1988; Guillamo et al., 2001). 

 

Figura 4. Representação das principais vias de migração dos gliomas. Adaptado de Cuddapah et al., 
2014. 
 

Cada uma das principais vias de migração dos gliomas apresenta 

composição de MEC bastante distinta: a) o parênquima cerebral, principalmente a 



 
 

área de substância cinzenta, contém ácido hialurônico, proteoglicanos de sulfato de 

condroitina, agrecan, brevican, proteína de ligação ao hialuronato glial e tenascina 

R; b) a membrana basal dos vasos sanguíneos (espaço perivascular) contém 

laminina, fibronectina, colágeno tipos IV e V, vitronectina, entactina e heparan 

sulfato; c) a área ao redor dos feixes de fibras mielinizadas possui basicamente os 

mesmos componentes presentes na substância cinzenta e glicoproteínas 

associadas a mielina (MAG); d) a glia limitante externa possue colágenos tipo I, III e 

IV, fibronectina, laminina e heparan sulfato (Giese, Westphal, 1996; Guillamo et al., 

2001).  

Dentre as estruturas supracitadas, os feixes de fibras mielinizadas e as 

membranas basais vasculares são as vias de migração mais comumente utilizadas 

pelas células de tumores gliais. Devido ao GBM ser amplamente vascularizado e 

com grande capacidade angiogênica, o brotamento de capilares vasculares 

perpendiculares à superfície do tumor pode fornecer uma estrutura principal 

adicional para a disseminação tumoral (Giese, Westphal, 1996; Guillamo et al., 

2001). 

 

1.2.2 Matriz extracelular na migração de gliomas 

 

A MEC consiste em uma complexa rede de macromoléculas que atua como 

uma interface dinâmica entre as células e seu ambiente extracelular, e desempenha 

importante papel não apenas no preenchimento dos espaços entre as células, mas 

também na regulação do equilíbrio homeostático dos tecidos  e manutenção das 

condições adequadas para homeostase celular, controlando a morfologia e fisiologia 

das células. Além do mais, participa da regulação da motilidade, diferenciação, 

proliferação, sinalização e sobrevivência celular. A MEC é composta por diversas 

proteínas, carboidratos e glicoproteínas imersas em um gel constituído de 

glicosaminoglicanas (GAGs) e proteoglicanas (Huber, O’Day, 2017). 

Diferente da matriz de outros tecidos, a MEC do cérebro adulto é escassa e 

possue uma quantidade insignificante de proteínas fibrilares, como os colágenos. 

Entretanto, apresenta altas concentrações de GAGs, o que explica sua consistência 

gelatinosa. Além das GAGs a MEC do cérebro é rica em componentes não-fibrilares 

como proteoglicanos, glicoproteínas, pequenas proteínas ligantes e proteínas 

matricelulares (Cuddapah et al., 2014; Krishnaswamy et al., 2019). É composta 



 
 

majoritariamente por ácido hialurônico, com a presença de proteoglicanos, como os 

da família do sulfato de condroitina (agrecan, versican, neurocan e brevican), todos 

importantes durante a fase de desenvolvimento cerebral; e os da família de 

proteoglicanos ricos em leucina (decorin, biglican, fosfacan, testican, perlecan, 

distroglican, agrin, claustrin, glipican, etc) (De Luca, Papa, 2016; Jiang et al., 2017). 

A presença de proteínas fibrilares no SNC é restrita a áreas como espaço 

perivascular e glia limitante externa. A membrana basal ao redor dos vasos 

sanguíneos, em especial, é um excelente substrato para a migração e invasão de 

gliomas por apresentar pouca resistência e ser enriquecido com colágeno, e 

glicoproteínas adesivas como laminina, vitronectina e fibronectina (Cuddapah et al., 

2014). 

 Estudos mostram que a MEC ao redor do tumor é relevante para os 

processos de migração e invasão tumoral. É descrito na literatura que as células de 

glioblastoma in vivo e in vitro expressam e secretam proteínas da MEC no 

microambiente a sua volta, de modo a compensar a carência de substratos que 

favorecem o processo de migração das células tumorais no parênquima cerebral. 

Essa matriz é rica em proteínas que aumentam a motilidade celular como laminina, 

vitronectina, fibronectina e colágeno tipo IV (Vehlow, Cordes, 2013).  

 A laminina (LAM) é a glicoproteína adesiva mais abundante na membrana 

basal. As lamininas constituem uma grande família de proteínas que apresentam 

diferentes isoformas. Cada isoforma é composta de três longas cadeias 

polipeptídicas, as cadeias α, β e γ, que são unidas por pontes de dissulfeto e 

contorcidas entre si de modo a formar uma estrutura semelhante a uma cruz, como 

pode ser 

observado na 

Figura 5 (Yao, 

2016; Yap et al., 

2019).  

 

Figura 5. 

Representação 

esquemática da 

estrutura de laminina. 

 



 
 

Nos vertebrados foram identificadas cinco cadeias α, três cadeiras β e três 

cadeias γ produtos de diferentes genes, sendo que 16 isoformas de LAM já foram 

identificadas em mamíferos e outras 4 isoformas foram sugeridas baseado em 

estudos in vitro e in vivo,  conforme Tabela 1. As lamininas podem se ligar entre si e 

a diferentes proteínas da MEC como o colágeno tipo IV e o heparan, formando, 

assim, uma complexa rede proteica. Além de organizar a rede de proteínas presente 

nas membranas basais, a LAM pode se ligar a receptores celulares (integrinas, 

distroglicanos ou sindecanos), servindo de ponte entre as células e membrana basal 

vascular (Durbeej, 2009; Yao, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Isoformas de laminina e suas nomenclaturas, baseado em Yao, 2016. 

Nomenclatura antiga 
Nova nomenclatura 

Padrão Abreviada 



 
 

Laminina-1 

Laminina-2 

Laminina-3 

Laminina-4 

Laminina-5 

Laminina-5B 

Laminina-6 

Laminina-7 

Laminina-8 

Laminina-9 

Laminina-10 

Laminina-11 

Laminina-12 

Laminina-13 

Laminina-14 

Laminina-15 

Laminina-α1β1γ1 

Laminina-α2β1γ1 

Laminina-α1β2γ1 

Laminina-α2β2γ1 

Laminina-α3β3γ2 

Laminina-α3Bβ3γ2 

Laminina-α3β1γ1 

Laminina-α3β2γ1 

Laminina-α4β1γ1 

Laminina-α4β2γ1 

Laminina-α5β1γ1 

Laminina-α5β2γ1 

Laminina-α2β1γ3 

Laminina-α3β2γ3 

Laminina-α4β2γ3 

Laminina-α5β2γ3 

Laminina-α2β1γ2 

Laminina-α2β2γ2 

Laminina-α3β3γ3 

Laminina-α5β2γ2 

Laminina-111 

Laminina-211 

Laminina-121 

Laminina-221 

Laminina-332 

Laminina-3B32 

Laminina-311 

Laminina-321 

Laminina-411 

Laminina-421 

Laminina-511 

Laminina-521 

Laminina-213 

Laminina-323 

Laminina-423 

Laminina-523 

Laminina-212 

Laminina-222 

Laminina-333 

Laminina-522 

 

A LAM participa de vários processos biológicos, como a regulação do ciclo 

celular, proliferação, adesão celular, espraiamento, polarização, migração, 

manutenção do fenótipo, resistência a apoptose, metástase tumoral e secreção de 

proteases. Para desempenhar essas funções, as lamininas interagem com 

receptores celulares que ativam diversas cascatas de sinalização intracelular. O 

principal grupo de receptores ligantes de LAM são as integrinas, especialmente as 

integrinas α3β1, α6β1, α7β1e α6β4 (Maltseva, Rodin, 2018; Pereira et al., 2005). 

Embora as integrinas α1β1, α2β1, α9β1 e αvβ3 também possam se ligar a LAM 

(Durbeej, 2009). 

Diversos estudos têm demonstrado o envolvimento de diferentes isoformas 

de LAM no processo de transformação malígna de células tumorais. Em uma ampla 

variedade de cânceres os níveis e padrões de distribuição de lamininas são 

potenciais indicadores prognósticos. Em tumores, as lamininas promovem a adesão 

e migração celular, a descontinuidade da membrana basal facilitando o processo de 

invasão tumoral e formação de metástases intravasculares, a inibição do processo 



 
 

de apoptose estimulado pela perda de contato entre as células e a MEC (anoikis), 

entre outros processos que colaboram para a progressão tumoral (Qin et al., 2017). 

A LAM pode ser encontrada na MEC de GBM e sua ação sobre as células 

tumorais deve-se a preservação de características de células-tronco e aumento da 

motilidade celular, além de colaborar para o elevado grau de invasividade tumoral 

(Coniglio, Segall, 2013; Wu et al., 2016). Células de GBM produzem e secretam 

lamininas no parênquima tumoral de modo independente dos vasos sanguíneos 

(Tysnes et al., 1999). Kawataki e colaboradores (2007) identificou a produção das 

lamininas: LAM1, LAM2, LAM5, LAM8 e LAM10 por linhagens de GBM e 

demonstrou a relação entre o aumento da migração e invasividade associado a 

expressão de algumas dessas isoformas.  

O nível de expressão de lamininas está diretamente relacionado com o grau 

de malignidade tumoral em gliomas. Além disso, a isoforma de LAM presente no 

tumor também pode indicar o grau de agressividade, por exemplo, a LAM8 é mais 

expressa em gliomas de maior grau de malignidade enquanto a LAM9 é mais 

presente em gliomas menos agressivos (Ljubimova et al., 2001).  O aumento da 

expressão de LAM8 está relacionada a maior disseminação tumoral, menor tempo 

de ressurgimento do tumor após a cirurgia e, consequentemente, menor sobrevida 

dos pacientes (Ljubimova et al.,2006). Mahersparan e colaboradores (1997) 

observou que, entre as proteínas de MEC analisadas, a laminina foi o mais potente 

estimulador da migração em linhagens de glioma humano. 

Além da LAM, os gliomas produzem e secretam colágenos. Os colágenos 

compõem uma família heterogênea de proteínas composta por diversos tipos como: 

os colágenos fibrilares, os colágenos de ancoragem e os associados a fibrilas. No 

SNC, os colágenos são encontrados principalmente nas membranas basais, sendo 

o mais abundante o colágeno tipo IV (COL4). O COL4 é o segundo componente 

essencial da lâmina basal madura. 

 A molécula de COL4 consiste em três longas cadeias proteicas do tipo α 

sintetizadas individualmente que se unem formando uma estrutura semelhante a 

uma corda. Há seis isoformas de cadeias α de colágeno tipo IV, o que possibilitaria 

a formação de mais de 56 isoformas desta proteína. No entanto apenas 3 isoformas 

foram identificadas até o momento. As moléculas de colágeno interagem entre si 

através de seus domínios terminais formando uma rede que proporciona resistência 

à tração. 



 
 

 

              Figura 6. Formação das redes de colágeno tipo IV, Adaptado de Kalluri 2003. 

 

O COL4 participa de vários processos celulares como controle do ciclo 

celular, proliferação e morte celular (Eyden, Tzaphlidou, 2001; Jiang et al., 2017). A 

presença de colágenos na MEC de gliomas está intimamente relacionada com o 

grau do tumor e o nível de invasividade tumoral (Pencheva et al., 2017). COL4 foi 

identificado em MEC derivada de tecido descelularizado originado de biópsias de 

pacientes com GBM (Koh et al., 2018). Esferoides de linhagens de GBM humano 

produziram COL4 in vitro quando co-cultivadas com agregados de células cerebrais 

normais (Knott et al., 1998). Mahesparan e colaboradores (1999) mostraram que 

COL4 estimulou a migração de células de esferoides originados de 7 das 10 

biópsias analisadas de pacientes com GBM.  

Entre os substratos de MEC envolvidos no estímulo da migração celular em 

gliomas destaca-se a fibronectina (FN). A fibronectina é uma glicoproteína adesiva 

cuja estrutura consiste em um dímero composto por duas subunidades quase 

idênticas de 250 kDa cada. Essas subunidades são ligadas covalentemente por um 

par de ligações dissulfeto na região próxima a porção C-terminal. Cada monômero 

de FN consiste em três tipos de unidades repetitivas denominadas repetições FN, 

são elas as repetições do tipo I, II e III. Embora as moléculas de FN sejam produtos 

de um único gene, a proteína resultante pode existir em várias formas que surgem 

do splicing alternativo de um único pré-mRNA, de modo que pode haver até 20 

variantes no FN humano (Pankov, Yamada, 2002). 



 
 

 

Figura 7. Representação esquemática de fibronectina, adaptado de Xu e Mosher (2017) 

 

A FN possui diversos domínios de ligação em sua estrutura. Estes domínios 

são responsáveis pela interação da fibronectina com diferentes receptores da 

superfície celular, assim como, com outros elementos da MEC. A FN pode ser 

ligante de várias integrinas. Sua longa molécula possui diversos sítios de 

reconhecimento de integrinas, sendo o mais conhecido a região RGD, que consiste 

em sequências de aminoácidos arginina (R), glicina (G) e ácido aspártico (D), 

presente na repetição FN III. Além da região RGD, áreas presentes nas repetições 

FN I e FN II também podem servir de sítios de ligação de integrinas. A interação de 

integrinas com esses sítios desencadeiam sinais intracelulares distintos daqueles 

ativados quando ocorre a ligação de integrinas a região RGD (Pankov e Yamada, 

2002). 

FN pode se ligar aos colágenos tipo: I, II, III, IV e V. O domínio de ligação ao 

colágeno inclui as repetições FN I e FN II. A molécula de FN apresenta, também, 

dois sítios principais de ligação à fibrina (fibrina I e II) presentes na porção N-

terminal. Estes sítios são formados pelas repetições do tipo I. Acredita-se que a 

interação de FN com a fibrina seja importante para a adesão e migração celular 

(Pankov, Yamada, 2002). 

FN medeia uma variedade de interações celulares com a MEC e 

desempenha papel importante na adesão e migração celular, assim como, no 

crescimento e diferenciação de células (Pankov,Yamada, 2002). A FN é expressa 

no início do desenvolvimento cerebral em um padrão espacial e temporal muito 



 
 

específico. Desempenha importante papel na migração e crescimento neuronal 

durante o desenvolvimento e na regeneração nervosa após lesão (Venstrom, 

Reichardt, 1993). Apesar de altamente expressa no cérebro durante o 

desenvolvimento, a FN é pouco expressa no cérebro normal maduro estando 

presente apenas nas membranas basais e na glia limitante externa (Giese, 

Westphal, 1996; Guillamo et al., 2001).  

A expressão gênica de FN é maior em amostras de GBM do que no cérebro 

normal (Lal et al., 1999) e em astrocitomas pilocíticos não invasivos. O que indica 

que a expressão de FN possui relação direta com o perfil invasivo e grau de 

malignidade tumoral de astrocitomas (Colin et al., 2006). FN foi encontrada em MEC 

derivada de tecido descelularizado originado de biópsias de pacientes com GBM 

(Koh et al., 2018), e foi produzida in vitro por linhagens de GBM co-cultivadas com 

agregados de células cerebrais normais (Knott et al., 1998). Na MEC de GBM a 

presença de FN é crítica para a manutenção da morfologia, proliferação e 

diferenciação celular (Gong et al., 2017). Além do mais, FN aumenta a adesão e 

motilidade celular em gliomas. Sendo, portanto, um potente estimulador da 

migração celular em GBM tanto de linhagens estabelecidas quanto de culturas 

primárias (Mahesparan et al., 1997; Mahesparan et al., 1999).  

Vitronectina (VTN) é uma glicoproteína adesiva com peso molecular de 75 

kDa, predominantemente encontrada no plasma e na membrana basal vascular. A 

VTN possui uma sequência RGD através da qual medeia a ligação e a propagação 

de células na MEC através de receptores específicos de integrina. A maior parte da 

molécula de VTN acomoda seis repetições de hemopexina. Sua estrutura contém 

duas seqüências consenso para a ligação à heparina. Foi relatado que a VTN se 

liga ao colágeno por meio de grupos funcionais de duas regiões distintas, uma 

adjacente à sequência RGD e outra adjacente ao domínio de ligação à heparina. A 

extremidade C-terminal da VTN acomoda seu local de ligação ao plasminogênio 

(Schvartz et al., 1999). 

Essa glicoproteína desempenha papel importante na inflamação, adesão 

celular, necrose celular, coagulação sanguínea e regula a angiogênese induzida 

pelo fator de crescimento endotelial. No SNC, esta molécula é expressa durante o 

desenvolvimento neural e participa na diferenciação dos neurônios motores da 

medula espinhal. A VTN é um dos principais componentes organizadores da MEC e 



 
 

desempenha um importante papel na formação e crescimento tumoral (CHEN et al., 

2016).   

VTN foi detectada no parênquima tumoral de biópsias de GBM e astrocitoma 

anaplásico (grau III). Em contrapartida, VTN não foi detectada em biópsias de 

astrocitomas de baixo grau, cortes de substância branca e cortex cerebral sadio. 

Dessa forma, pode-se concluir que esta proteína é expressa apenas em 

astrocitomas mais agressivos e que sua expressão está diretamente relacionada 

com o grau de malignidade tumoral (Gladson, Cheresh, 1991). Pesquisas indicam 

que VTN desempenha papéis significativos na progressão de GBM servindo como 

um importante substrato adesivo (Gladson, Cheresh, 1991; Giese et al., 1994), 

estimulando a migração celular (Mahesparan et al., 1999) e exercendo efeito anti-

apoptótico de maneira dose-dependente (Uhm et al., 1999). 

 

1.2.3 Integrinas em gliomas 

 

Interações entre as células e a MEC são mediadas, principalmente, por uma 

família de 24 proteínas de adesão transmembranares chamadas integrinas (ITGs). 

As ITGs são receptores heterodiméricos formados pela combinação de 18 

subunidades α e 8 subunidades β conectadas por ligações não covalentes. Cada 

uma das subunidades das integrinas é composta por um grande domínio 

extracelular, uma porção intramembranar em forma de hélice de passagem única e 

um pequeno domínio citoplasmático. As ITGs são responsáveis pela comunicação 

bidirecional entre o ambiente extracelular e vias intracelulares (Hamidi, Ivaska, 

2018; Kechagia et al., 2019). 

O estado conformacional determina a afinidade da ITG para proteínas da 

MEC. A ITG dobrada (fechada) representa a forma inativa, com baixa afinidade por 

ligantes da MEC, já a ITG estendida (aberta) é a forma ativa e capaz de se ligar a 

elementos da MEC provocando, assim, sinalização e respostas celulares, vide 

Figura 9. A interação da ITGs com componentes da MEC pode ocorrer através de 

sítios de ligação presentes em ambas subunidades da ITG ou por meio de um 

domínio específico da subunidade α (Hamidi, Ivaska, 2018; Kechagia et al., 2019). 



 
 

 

Figura 8. Representação esquemática de integrina inativa e ativa. 

 

Algumas ITGs reconhecem exclusivamente um componente da MEC, por 

exemplo, a integrina α5β1 reconhece apenas a fibronectina. Enquanto outras ITGs 

têm a capacidade de se ligar a diferentes proteínas, como a integrina αvβ3 que 

pode reconhecer a vitronectina, fibronectina, fibrinogênio e trombospondina. Além 

disso, um mesmo ligante de MEC pode ser reconhecido por mais de uma ITG, e a 

ligação de cada ITG ao mesmo ligante pode desencadeiar vias de sinalização 

intracelulares distintas. Dessa forma, o padrão de expressão de ITGs na superfície 

celular é relevante para determinar a resposta celular à estímulos microambientais 

(Hamidi, Ivaska, 2018). 

A ativação da ITG e sua ligação a proteínas da MEC desencadeia o 

recrutamento de proteínas de sinalização, ancoragem e de citoesqueleto formando 

um dinâmico complexo proteico nas caudas citoplasmáticas das ITGs que medeiam 

a adesão celular e regulam aspectos celulares como sobrevivência, migração, 

polaridade e diferenciação. Alterações na adesão e sinalização desencadeadas 

pelas ITGs podem promover o surgimento de patologias como doenças 

cardiovasculares e câncer (Hamidi, Ivaska, 2018).  

Em GBM a expressão das subunidades de ITG α3, αv, β1 e β3 e das ITGs 

α2β1, α5β1, α6β1, α9β1, αvβ3, αvβ5 e αvβ8 estão aumentadas em comparação 

com o tecido cerebral sadio. Os níveis de expressão das ITGs α3, α5, α7, αvβ3, 



 
 

αvβ5 e αvβ8 estão diretamente relacionados com o grau de malignidade em 

gliomas. A expressão elevada de α3, α5, αv, β1, β3, αvβ3 e α3β1 está 

correlacionada com o pior prognóstico e menor taxa de sobrevida de pacientes com 

GBM. As ITGs αvβ3, αvβ5, α6β1 estão envolvidas com o fenótipo altamente 

invasivo de células de GBM e a expressão desses receptores aumentou a invasão 

de células U87MG in vitro e in vivo. Além disso, αvβ3/αvβ5, β1 estão associadas 

com a angiogênese em GBM. A ITG αvβ3 está relacionada a resistência a 

irradiação, enquanto que as ITGs α2β1, α3β1 e α5β1 estão superexpressas em 

células de glioma resistente a múltiplas drogas (Malric et al., 2017; Vehlow, Cordes, 

2013). As ITGs relevantes em GBM e que possuem como ligantes as proteínas de 

MEC laminina, colágeno tipo IV, fibronectina e vitronectina estão listadas na Tabela 

3. 

 

Tabela 2. Integrinas em GBM 

Integrinas Ligantes Papel em GBM 

α1β1 Laminina, colágeno IV Migração 
Invasão 

 

α2β1 Laminina, colágeno IV Migração 
Invasão 

Resistência a quimioterapia 
 

α3β1 Laminina, Fibronectina e colágeno IV Migração 
Invasão 

Características de células-tronco 
Resistência a quimioterapia 

Marcador prognóstico 
 

α5β1 Fibronectina Migração 
Invasão 

Resistência a quimioterapia 
 

α6β1 Laminina Invasão 

 

αvβ3 Fibronectina e vitronectina Migração 
Invasão 

Angiogênese 
Sobrevivência celular 
Resistência a terapia 
Marcador prognóstico 

 

αvβ5 Vitronectina Marcador prognóstico 

 

 

 



 
 

1.3 Ciclo-oxigenases 

 

 

 As ciclo-oxigenases (COXs), também chamadas de prostaglandina 

endoperóxido sintases (PGHS), são enzimas bifuncionais (oxigenase e peroxidase) 

responsáveis por catalisar a conversão do ácido araquidônico (AA) em 

prostaglandinas (PGs) e tromboxano A2 (TXA2) (Seo e Oh, 2017). Há três isoformas 

de COX: ciclooxigenase 1 (COX-1), ciclooxigenase 2 (COX-2) e ciclooxigenase 3 

(COX-3) (Wang et al., 2007).  

 A COX-1 foi purificada a primeira vez em frações de membranas de 

glândulas vesiculares de bois e ovelhas em meados da década de 1970. É 

codificada por um gene localizado no cromossomo 9. A proteína madura possui 574 

aminoácidos e é expressa constitutivamente em quase todos os tecidos. A COX-1 é 

uma proteína bastante estável e envolvida na produção de prostanoides 

necessários para regulação da homeostase vascular, citoproteção gástrica e a 

respostas a estimulação hormonal  (Rouzer, Marnett, 2009; Seo, Oh, 2017; Smith, 

Murphy, 2016).  

 A COX-2 foi descoberta em 1991 em células murinas 3T3. Seu gene está 

localizado no cromossomo 1. Sua expressão ocorre geralmente após estímulos 

específicos como citocinas, promotores tumorais e fatores de crescimento, sendo a 

COX-2 considerada a isoforma induzida de COX. Embora a COX-2 esteja 

geralmente associada a síntese de prostanoides durante processos patológicos 

como inflamação e tumorigênese, ela é também é constitutivamente expressa de 

modo tecido específica nos rins, trato gastrointestinal, cérebro, aparelho reprodutor 

feminino, timo e estômago (Rouzer, Marnett, 2009; Seo, Oh, 2017; Smith, Murphy, 

2016). 

 A COX-3 foi identificada em 2002 no córtex cerebral de cachorro e 

posteriormente no coração e cérebro humanos. É codificada pelo gene da COX-1, 

sendo que o intron-1 não é removido durante o splicing. A COX-3 é uma proteína de 

tamanho aproximado de 65 kDa e supostamente ativa no SNC (Chandrasekharan et 

al., 2002). Porém, a existência de uma terceira isoforma de COX funcional e 

cataliticamente ativa ainda seja contestada por alguns pesquisadores que acreditam 

que a COX-3 seja apenas uma variação da COX-1 (Davies et al., 2004; Dinchuk et 

al., 2003; Kis et al., 2005; Simmons et al., 2004) 



 
 

 A COX-1 e COX-2 de uma mesma espécie têm 60% de homologia. Ambas 

são proteínas homodímeras de aproximadamente 72kDa. Cada monômero da COX 

possui três domínios principais: 

1. um domínio próximo ao N-terminal semelhante ao fator de crescimento 

epidermal (EGF); 

2. uma região contínua de 70 aminoácidos que serve de domínio de ligação à 

membrana. 

3. um domínio catalítico globular na extremidade C-terminal. 

 

As COXs estão localizadas na superfície luminal do retículo endoplasmático 

(RE) e ambas superfícies do envoltório nuclear. Elas interagem apenas com uma 

das superfícies da bicamada lipídica através de quatro hélices curtas de natureza 

anfipática presentes em seus domínios de ligação à membrana. Embora sejam 

homodímeros, em solução os monômeros das COXs sofrem mudança 

conformacional formando heterodímeros conformacionais. Desta forma, em vez de 

dois sítios catalíticos, um de cada monômero, as COXs possuem um monômero 

com ação regulatória (monômero alostérico), e outro com atividade catalítica (Smith, 

Murphy, 2016). 

 Dentre as diferenças estruturais entre a COX-1 e a COX-2 pode-se citar o 

que a COX-2 possui uma extensão de 18 aminoácidos na porção C-terminal, que é 

associada a sua degradação no retículo endoplasmático. Essa característica faz da 

COX-2 uma proteína menos estável que a COX-1 (Seo, Oh, 2017; Smith, Murphy, 

2016). A COX-2 possui também um sítio ativo cerca de 20% maior do que o da 

COX-1, o que possibilitou o desenvolvimento de inibidores específicos para COX-2 

(Smith et al., 2000). A COX-3 possui todas as características catalíticas e os 

aspectos estruturais mais relevantes das COX-1 e COX-2 (Chandrasekharan et al., 

2002).  

A COX-1 é expressa e amplamente distribuída no cérebro sadio, sendo 

prevalente no prosencéfalo onde pode estar envolvida na modulação do sistema 

nervoso autônomo e processamento sensorial (Vane et al., 1998). Estudos apontam 

que a expressão de COX-1 é relevante para a progressão de carcinoma de ovário, 

visto que a inibição seletiva dessa isoforma colaborou para a redução da 

proliferação celular e aumento da apoptose (Daikoku et al., 2005). Em carcinoma de 

pulmão de células não pequenas a inibição de COX-1 diminiu a proliferação celular 



 
 

(Li et al., 2009). Em gliomas, o aumento da expressão de COX-1 restringiu-se a 

células do sistema imune como microglia e macrófagos presentes no parênquima 

tumoral e área de infiltração tumoral, não sendo observada a expressão de COX-1 

em células tumorais e nem sua relação com o grau de malignidade tumoral 

(Deininger et al., 1999). 

 A COX-2 é encontrada em diversas regiões do cérebro como córtex, 

hipocampo e hipotálamo, e é produzida por neurônios, astrócitos, células da 

microglia e células do plexo coroide (Vane et al., 1998).  No cérebro o PGH2 

sintetizado a partir da ação da COX-2 é geralmente convertido em PGE2, de modo 

que ambas COX-2 e PGE2 participam da regulação dos processos de  aprendizado 

e memória (Rall et al., 2003; Teather et al., 2002), controle do ciclo sono/vigília 

(Gerozissis et al., 1995; Hayaishi, Matsumura, 1995) e termorregulação (Ivanov, 

Romanovsky, 2004). 

 Em 1999, Deininger e colaboradores identificou pela primeira vez a presença 

das COXs em gliomas. Foi observado o aumento da expressão de COX-2 em 

células do sistema imune presentes no tumor, assim como, em células tumorais 

indicando um possível papel de COX-2 neste tipo tumoral. Desde então, muitos 

trabalhos tem demonstrado a relação direta da expressão de COX-2 em GBM com a 

proliferação (Gomes, Colquhoun, 2012; Prayson et al., 2002), fenótipo migratório e 

invasivo (Gomes, Colquhoun, 2012; Tafani et al., 2011), grau de malignidade 

tumoral (Joki et al., 2000), recorrência tumoral após radioterapia (Sminia et al., 

2005), maior malignidade e pior prognóstico (Panagopoulos et al., 2018; Shono et 

al., 2001; New, 2004). 

 

 1.4 Via das ciclo-oxigenases 

 

Os prostanoides (prostaglandinas e tromboxanos) são formados pela via da 

COX. Prostanoides são lipídios bioativos semelhantes a hormônios, compostos por 

uma cadeia de 20 carbonos, que possuem ação autócrina e parácrina.  Por isso, 

diferente dos hormônios liberados na corrente sanguínea, os prostanoides são 

sintetizados e liberados em praticamente todos os órgãos. Os prostanoides foram 

descobertos como substâncias com atividades vasoativas no músculo liso do 

sistema reprodutivo masculino, devido a isso o nome prostanoide (Gomes et al., 

2018; Smith, Murphy, 2016).   



 
 

Os prostanoides coordenam vários processos fisiológicos como relaxamento 

e contração de músculo liso, regulação da coagulação sanguínea, manutenção da 

homeostase renal, modulação da resposta imune, inibição ou estimulação de 

liberação de neurotransmissores, regulação da secreção do trato gastrointestinal, 

motilidade e proteção da mucosa gastrointestinal. Já em condições patológicas, são 

envolvidos com inflamação, doenças cardiovasculares e desenvolvimento tumoral 

(Gomes et al., 2018).  

Quando um estímulo externo como bradicinina, angiotensina II, trombina, 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), interleucina beta 1 (IL-1β), 

citocinas, promotores tumorais ou fatores de crescimento ativam receptores de 

superfície celular específicos, promovem o aumento da concentração de Ca2+ 

citosólico e consequente ativação de uma ou mais fosfolipases celulares. Embora 

várias lipases possam participar da mobilização do principal substrato das COXs, o 

ácido araquidônico (AA), as mais relevantes são a fosfolipase citosólica (cPLA2α) 

cálcio dependente e os grupos IIA e V das fosfolipases secretadas (sPLA2s) (Smith, 

Murphy, 2016).   

A isoforma predominante de fosfolipases é a cPLA2α presente no citosol de 

células em repouso. O Ca2+ presente no citoplasma se liga na região N-terminal de 

cPLA2α no domínio CalB, em seguida o complexo Ca2+/CalB se liga nas membranas 

intracelulares, promovendo a translocação de cPLA2α para as membranas do 

aparelho de Golgi, RE e envoltório nuclear. A atividade de cPLA2α é regulada pela 

fosforilação por uma variedade de quinases. Uma vez ativada a cPLA2α libera o AA 

através de hidrólise na posição sn2 dos glicerofosfolipídios localizados na superfície 

das membranas intracelulares. O AA recém-liberado pode cruzar a bicamada da 

membrana onde pode entrar no sítio ativo da enzima COX presente na porção 

luminal das membranas intracelulares. (Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016).   

As COXs possuem duas atividades enzimáticas diferentes, a de oxigenase e 

peroxidase. Essas atividades ocorrem em sítios distintos, mas interativos dentro da 

proteína. Inicialmente, a COX catalisa a formação de um intermediário lipídico 

instável, a prostaglandina G2 (PGG2) a partir do AA e duas moléculas de O2 numa 

reação de oxidação. A PGG2 é rapidamente convertida em PGH2 pela redução de 2 

eletróns do seu grupo 15-hidroperoxil, catalisada pela atividade peroxidase da COX 

(Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016). 



 
 

A PGH2 é convertida em prostanoides biologicamente ativos por sintases 

específicas. As sínteses das prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2α e PGI2 a partir de 

PGH2 são catalisadas por PGD sintases, PGE sintases, PGF sintases e PGI 

sintases, respectivamente. Com excessão da PGF2α as prostaglandinas são 

formadas a partir de reações de isomerização de PGH2. Já o tromboxano A2 (TXA2) 

é sintetisado pela TXA sintase (Gomes et al., 2018; Smith, Murphy, 2016). 

Após a síntese os prostanóides não são armazenados na célula, sendo 

rapidamente liberados para o meio extracelular por meio de difusão simples através 

da membrana plasmática ou transportados via transportadores da família ABC. No 

meio extracelular, os prostanoides podem se ligar a seus receptores específicos e 

ativar diversas vias de sinalização intracelulares. Há nove receptores de 

prostanoides diferentes, cada um codificado por um gene. A PGD2 possui dois 

receptores DP1 e DP2, enquanto que a PGE2 possui quatro: EP1, EP2, EP3 e EP4. 

Os receptores de PGF2α, PGI2 e TXA são, respectivamente, FP, IP e TP. O receptor 

de TXA2 pode, também, ser estimulado por PGE2, PGI2 e PGF2α (Gomes et al., 

2018; Smith, Murphy, 2016).  

Os prostanoides também podem se ligar a receptores nucleares, sendo um 

dos seus principais alvos a família de receptores ativados por proliferadores de 

peroxissomo (PPARs). Estes receptores estão envolvidos na regulação do 

metabolismo de lipídios, diferenciação celular e proliferação (Gomes et al., 2018). 

 

Figura 9. Via das ciclo-oxigenases e mecanismos de transdução de sinal ativados pelos receptores 
de prostaglandinas, (Mohan et al., 2012). 



 
 

1.5 Prostaglandina E2 (PGE2) 

 

O principal produto da via da COX é a prostaglandina E2 (PGE2). PGE2 é 

essencial para homeostase e importante mediador imunopatológico em infecções 

crônicas, regulando vários aspectos no processo inflamatório, incluindo as múltiplas 

funções de algumas células imunes. Esta prostaglandina apresenta um paradoxo 

em suas funções, pois por vezes desempenha funções pró-inflamatórias nas fases 

iniciais da inflamação como a ativação de neutrófilos, macrófagos e mastócitos. Em 

outros momentos, a atua como imunossupressor, suprimindo a imunidade inata e 

específica a nível molecular e celular (Wang et al., 2017).   

A conversão de PGH2 em PGE2 ocorre pela ação de uma de suas três 

sintases específicas a prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES-1), a 

prostaglandina E sintase-2 microssomal (mPGES-2) e a prostaglandina E sintase 

citosólica (cPGES). A mPGES-2 e a cPGES são expressas constitutivamente, 

enquanto que a mPGES-1 é a principal enzima para a conversão in vivo de PGH2 

em PGE2 em processos fisiopatológicos. A mPGES-1 é geralmente co-regulada com 

a COX-2, incluindo no cérebro, devido a isso o PGE2 é o principal prostanoide 

oriundo da ativação da COX-2 no cérebro e em processos fisiopatológicos como 

inflamação, febre, dor, reparação tecidual e câncer. Enquanto a mPGES-1 atua, 

preferencialmente, na conversão de PGH2 em PGE2 associada a COX-2, as sintases 

mPGES-2 e cPGES são associadas, principalmente, a atividade da COX-1 (Seo, 

Oh, 2017; Smith, Murphy, 2016). 

 As sintases de PGE2 microssomais pertencem a família de proteínas 

associadas a membrana no metabolismo de eicosanoides e glutationa (MAPEG). A 

mPGES-1 é uma proteína de peso molecular entre 15 e 18 kDa, enquanto a 

mPGES2 tem mais de 30 kDa. A cPGES é uma proteína citosólica de 26 kDa que 

requer a glutationa como cofator para sua atividade enzimática. O papel desta 

enzima na produção de PGE2 não está bem estabelecido, já que o knockout de 

cPGES não leva a diminuição significativa da produção total de PGE2 (Seo, Oh, 

2017; Smith, Murphy, 2016). 

 Após sua síntese PGE2 é exportado para o meio extracelular, na maioria das 

vezes, via transportadores da família ABC. Uma vez no ambiente extracelular, a 

PGE2 pode se ligar a um dos seus quatro receptores de membrana específicos EP1, 

EP2, EP3 e EP4 desencadeando diversas vias de sinalização. Esses receptores 



 
 

podem ser divididos em 3 classes: 1) os receptores acoplados a proteína G 

estimulatória (Gs), são eles EP2 e EP4; 2) receptor acoplados a proteína Gq, EP1; e 

o 3) receptor acoplado a proteína G inibitória (Gi), EP3. Quando  EP2 ou EP4 são 

ativados ocorre o estímulo da produção de AMP cíclico (AMPc) pela ação da 

adenilato ciclase (AC), essa ativação leva a alterações como relaxamento dos vasos 

sanguíneos. Em contrapartida, quando EP1 é ativado, ocorre o aumento intracelular 

de Ca2+ acarrentando em vasoconstrição. Já o receptor EP3 promove a inibição da 

AC levando a uma redução da concentração de AMPc (Gomes et al., 2018). 

 Os níveis de PGE2 são controlados não apenas pela regulação de sua 

síntese, mas também pela sua degradação. O passo inicial para a inativação de 

PGE2 consiste em sua oxidação para formação do componente 15-keto-PGE2 em 

uma reação catalisada por uma família de enzimas 15-hidroxiprostaglandinas 

desidrogenases. O catabolismo envolve a redução da dupla ligação entre o carbono 

13 (C-13) e o carbono 14 (C-14), seguida de ω- e β-oxidação. As enzimas 15-

hidroxiprostaglandinas desidrogenases são reconhecidas como sendo supressoras 

tumorais por promoverem a redução dos níveis de PGE2 (Smith, Murphy, 2016). 

 Diversos estudos têm demonstrado a participação de PGE2 em diferentes 

mecanismos envolvidos na progressão de vários tipos câncer como o de colón 

(Wang et al., 2005), pulmão (Krysan et al., 2005), mama (Zhou et al., 2005) e 

cérebro (Gomes, Colquhoun, 2012). Em gliomas, está diretamente relacionado com 

o grau de malignidade tumoral, estímulo da proliferação e sobrevivência celular 

(Brocard et al., 2015; Gomes, Colquhoun, 2012), aumento da migração (Gomes e 

Colquhoun, 2012) e radio-resistência (Huang et al., 2015; Matsuo et al., 2004). 

 Foi observado o aumento da expressão das sintases de PGE2 mPGES-1, 

mPGES-2 e cPGES em amostras de gliomas de pacientes, assim como, a 

correlação da expressão dessas enzimas com o grau de malignidade tumoral. A 

síntase mPGES-1 tem maior expressão em gliomas de grau II recorrentes (Mattila et 

al., 2009). Nosso grupo de pesquisa, constatou que o aumento da expressão gênica 

de mPGES-1 está diretamente relacionado com o menor tempo de sobrevida dos 

pacientes com GBM. Da mesma maneira, a diminuição da expressão de 15-HPGD 

está associada a menor sobrevida destes pacientes (Panagopoulos et al., 2018).  

 

 

 



 
 

1.6 Anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) 

 

A síntese de prostaglandinas pode ser inibida por anti-inflamatórios 

esteroides ou anti-inflamatórios não esteroidais (AINES). Os anti-inflamatórios 

esteroides inibem apenas a COX-2 bloqueando sua síntese a nível transcricional 

(Smith e Murphy, 2016). Os AINEs clássicos não seletivos inibem as duas isoformas 

de COX através de um das três diferentes formas: 1) modificação covalente (ex. a 

aspirina), 2) ligação rápida e reversível (ex. ibuprofeno) ou 3) ligação rápida e de 

menor afinidade, seguida de ligação dependente do tempo, alta afinidade e ligação 

lentamente reversível (ex. flurbiprofeno) (Vecchio, Malkowshi, 2012). 

 As COX-1 e COX-2 são enzimas que apresentam 61% dos aminoácidos 

idênticos e homologia de 90% dos aminoácidos presentes no sítio catalítico. Devido 

a isso, há poucos alvos com potencial para a inibição seletiva de uma das 

isoformas. Em COX-1 a isoleucina na posição 523 foi substituída por uma valina em 

COX-2 e essa diferença estrutural consiste no principal alvo dos inibidores seletivos 

(Figura 10). Outra diferença entre as enzimas que possibilitou o desenvolvimento de 

fármacos para a inibição específica de COX-2 foi a ausência de um grupo metil no 

sítio ativo dessa isoforma. Desse modo, o sítio catalítico da COX-2 é cerca de 20% 

maior do que o da COX-1 o que faz com que drogas volumosas como o rofecoxibe e 

celecoxibe, que apresentam três anéis cíclicos em suas estruturas, não consigam 

acessar o sítio de COX-1 (Hawkey, 2001). 

 

Figura 10. Representação esquemática das diferenças estruturais entre os canais de ligação ao 
substrato da COX-1 e COX-2 que permitiram o desenho de inibidores seletivos, adaptado de Grosser 
et al., 2006. 

 



 
 

A aspirina é o único AINE que inibe a enzima COX de maneira irreversível, 

para isso a aspirina se liga ao sítio ativo da COX e acetila a serina 530 (Ser530) e 

essa acetilação interfere na ligação do AA. No entanto, a COX-2 mantém a 

capacidade de catalisar a oxidação de AA levando a formação do ácido 15-

hidroperóxido eicosatetraenoico (15-HETE) em vez de PGG2. Esse intermediário 

lipídico serve de substrato para a via das lipoxigenases (LOX), formando lipídios 

poli-hidroxilados conhecidos como lipoxinas e resolvinas desencadeadas por 

aspirina. Esses lipídios tem ação anti-inflamatória que auxiliam nos efeitos clínicos 

da aspirina (Rouzer, Marnett, 2009).  

O Ibuprofeno (IBP) é um AINE que inibe a COX quase que instanteamente e 

de maneira reversível. Para que haja inibição da atividade catalítica de COX o IBP 

deve se ligar a ambos monômeros da enzima. O IBP é rapidamente removido do 

sítio ativo de COX quando as concentrações da droga diminuem (Varrassi et al, 

2019).  

O uso AINEs inespecíficos ocasionou efeitos colaterais como úlceras 

gastricas, falência renal aguda, falência renal crônica, hipertensão, nefrite intesticial 

crônica, retenção de sódio e fluidos (Balley et al., 2018; Hawkey, 2001), infarto do 

miocárdio, acidente vascular cerebral e risco de mortalidade aumentada. A 

ocorrência desses efeitos adversos tornou necessário o desenvolvimento de 

fármacos capazes de inibir apenas uma das duas isoformas de COX (Dubois et al., 

1998). 

Diferenças estruturais entre as duas isoformas de COX, como o tamanho do 

sítio catalítico e os resíduos de aminoácidos isoleucina (Ile) em COX-1 e valina (Val) 

em COX-2, possibilitou o desenvolvimento de fármacos para a inibição de cada 

isoforma isoladamente (Seo, Oh, 2017). Como exemplo, pode-se citar inibidores 

como o SC-560 possuem maior afinidade por COX-1 e inibem especificamente essa 

isoforma quando administrados em baixas concentrações. Uma nova linha de 

AINEs, chamados de coxibes, foi desenvolvida visando a redução dos efeitos 

indesejáveis através da inibição específica da COX-2. Exemplos de AINEs 

inibidores específicos da COX-2 são o celecoxibe e o NS-398.  

 Na época vários estudos mostraram que há alta expressão de COX-2 em 

vários tipos de câncer e houve vários estudos clínicos em larga escala explorando 

os benefícios do uso crônico de celecoxibe ou rofecoxibe para a prevenção da 

recorrência de vários tipos de tumor, incluindo pólipos de cólon e glioblastoma. 



 
 

Esses estudos, confirmaram o valor dos coxibs para este propósito, porém 

revelaram o aumento significativo da toxicidade cardiovascular associada ao uso 

crônico. Neste período, rofecoxibe e valdecoxibe foram retirados do mercado 

(Rouzer, Marnett, 2009).  

 Pesquisas têm sido desenvolvidas, buscando-se uma nova classe de AINE 

que module a formação de prostaglandinas através da modulação da atividades das 

sintases específicas. Uma alternativa que tem sido bastante estudada é a inibição 

da sintase de PGE2 (principal mediador lipídico em processos patológicos) mPGES-

1. Com a inibição de mPGES-1 acredita-se que haverá redução de efeitos colaterais 

cardiovasculares devido essa enzima não alterar a produção de PGI2, uma 

prostaglandina importante para a manutenção da homeostase cardiovascular. Um 

exemplo de inibidor específico de mPGES-1 amplamente utilizado em pesquisas 

científicas é a droga CAY10526. 

 

1.7 Justificativa 

 

Neste estudo, hipotetizamos que as enzimas COX-1 e COX-2 regulam, 

através da ação de PGE2, a expressão de proteínas da MEC, assim como, de seus 

respectivos receptores a fim de promover a migração e invasão celular em GBM. 

Para investigar se a inibição das COXs reduzem a migração celular e se a inibição 

farmacológica da síntase específica de PGE2 (prostaglandina E sintase-1 

microssomal) apresenta efeitos similares, tratamos as linhagens de glioblastoma 

humano U87MG e T98G com o inibidor inespecífico de COX (ibuprofeno), o inibidor 

seletivo de COX-1 (SC560), o inibidor seletivo de COX-2 (NS298), o inibidor da 

mPGES-1 (CAY10526) e com PGE2 exógeno. Posteriormente, observamos  os 

efeitos de cada tratamento sobre a migração celular e expressão das proteínas de 

MEC: colágeno tipo IV (COL4), fibronectina (FN), expressão de vitronectina (VTN) e 

laminina (LAM), assim como, seus receptores integrinas αv (ITGAV), α3 (ITGA3), α5 

(ITGA5), β1 (ITGB1) e β3 (ITGB3).  

 

 

 

 

 



 
 

6 CONCLUSÃO 

 

 

 Os dados apresentados neste projeto mostram que COXs e mPGES-1 

desempenham um papel no crescimento celular, reorganização do citoesqueleto, 

expressão de proteínas da MEC e ITGs, assim como, migração celular em 

linhagens de GBM. 

 

 A inibição de mPGES-1 reduziu o número de células das linhagens U87MG e 

T98G em uma concentração 4 vezes inferior a concentração necessária do 

inibidor de COX, ibuprofeno. PGE2 estimulou o crescimento celular. 

 

 Inibidores seletivos de COX-1 e COX-2, assim como, o inibidor de mPGES-1 

reduziu a migração das células de GBM in vitro de modo mais acentuado que 

ibuprofeno. PGE2 aumentou a migração das células U87MG, mas não das 

células T98G. 

 

 A inibição de mPGES-1 ou inibição seletiva de COX-1 e COX-2 promoveram 

remodelamento da citoesqueleto das células U87MG e T98G. Esses dados 

sugerem que a redução da migração celular promovida por SC560 deve-se, 

em parte, a imobilização dessas células pela produção de fibras de estresse. 

Enquanto, CAY10526 desestruturou os filamentos de actina de modo a 

dificultar a migração celular. PGE2 não causou remodelamento do 

citoesqueleto. 

 

 A inibição de mPGES-1 promoveu a redução da expressão das proteínas da 

MEC e seus receptores. Nas linhagens estudadas, o inibidor de mPGES-1 

reduziu a expressão de duas subunidades de ITGs muito relevantes para a 

invasão, migração e agressividade em GBM. Foram elas as ITGs β1 e αv. 

Estudos clínicos têm demonstrado que a inibição da ITG αv acarreta na 

regressão tumoral em pacientes com GBM. Esses dados sugerem que 

mPGES-1 é um potencial alvo terapêutico em GBM. 

 



 
 

 A inibição de COX modulou de diferentes formas a expressão das proteínas 

da MEC e seus receptores. 

 

 Na maioria das vezes, o tratamento das células com PGE2 não alterou a 

expressão gênica ou proteica das proteína da MEC e seus receptores. 

 

Em conjunto, os resultados sugerem a inibição de mPGES-1 apresenta 

resultados similares ou superiores aos observados com a inibição seletiva de COX. 

Dessa maneira, mPGES-1 é um possível alvo para terapia adjuvante em GBM. 
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