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RESUMO 

Cunha AS. Análise do papel da prostaglandina E2 e seus receptores na proliferação 
e apoptose em glioma humano, e da expressão das enzimas Cox-1, Cox-2, mPGES-
1, mPGES-2 e cPGES. [dissertação (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2012. 
 
Os gliomas são tumores do sistema nervoso central (SNC) que evoluem a partir das 
células da glia. O tipo mais frequente e mais agressivo destes tumores é conhecido 
comoglioblastoma multiforme (GBM) e entre as características biológicas de 
agressividade associadas a esse tumor estão o seu rápido crescimento e ausência 
de apoptose.O seu prognóstico desfavorável está associado à dificuldade de 
tratamento dessas células, pois possuem resistência à quimioterapia e a 
radioterapia.A expressão gênica das enzimas ciclooxigenase-1 (COX-1), 
ciclooxigenase-2 (COX-2), prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES-1), 
prostaglandina E sintase-2 microssomal (mPGES-2), prostaglandina E 
sintasecitosólica (cPGES) e os produtos da síntese destas enzimas, incluindo 
aprostaglandina E1 (PGE1) e aprostaglandina E2 (PGE2)estão diretamente 
relacionados com a malignidade dos gliomas. A PGE1e a PGE2podem atuar de 
modo autócrino e parácrino, interagindo com suas células alvos através de ligação 
aos receptores da superfície celular que estão ligados a proteína G. Estes 
receptores são conhecidos como receptores EPs e dividem-se em quatro subtipos: 
EP-1, EP-2, EP-3 e EP-4 sendo que cada um deles ativa vias distintas de 
sinalização intracelular. Desta forma, este estudo teve por objetivo analisar in vitro o 
papel da PGE1,PGE2e seus receptores na proliferação e apoptose em glioma 
humano, e a expressão das enzimas COX-1, COX-2, mPGES-1, mPGES-2 e 
cPGES. 
 

Palavras-chave: T98G. Glioma. Ciclooxigenase. Prostaglandina E2. Proliferação. 
Apoptose. 
 

 

 

 

  



ABSTRACT 
 

Cunha AS. Analysis of the role of prostaglandin E2 receptors in the proliferation and 
apoptosis of human glioma, and expression of the enzymes COX-1, COX-2, mPGES-
1, mPGES-2and cPGES.[Mastersthesis (CellandTissueBiology)]. São Paulo: Instituto 
de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2012. 
 
Gliomas aretumors of thecentral nervous system (CNS) that evolvefromglial cells. 
The mostcommonandmost aggressiveformof these tumors isknown 
asglioblastomamultiforme(GBM).The biologicalaggressivenessofGBMisassociated 
withits rapid growthandlack ofapoptosis. Itspoor prognosisis strongly associatedwith 
thedifficulty oftreating thesecellsas they are resistant to chemotherapyand 
radiotherapy. The gene expressionof the enzymescyclooxygenase-1 (COX-1), 
cyclooxygenase-2 (COX-2), microsomal prostaglandin Esynthase-1 (mPGES-1), 
microsomalprostaglandin Esynthase-2 (mPGES-2), cytosolic prostaglandin 
Esynthase(cPGES) and the productsof the activityof these enzymes, 
includingprostaglandinE1(PGE1) and prostaglandin E2(PGE2),are directly related 
tothe malignancyofgliomas. PGE1and PGE2can act in anautocrine and 
paracrinemanner, by interacting with theirtarget cellsviabinding tocell surface 
receptorsthat are linked toG-proteins.These receptorsare known as EPreceptorsand 
aredivided intofoursubtypes: EP1, EP2, EP3 andEP4;eachof 
whichactivatesdistinctintracellular signalingpathways. Therefore, this study aimed to 
analyze,in vitro,the role ofPGE1, PGE2 andtheir receptorsin the proliferation and 
apoptosis of human gliomaand the expressionof COX-1, COX-2, mPGES-1, mPGES-
2 and cPGES. 
 
Keywords: T98G. Cyclooxygenase.Prostaglandin E2.Proliferation. Apoptosis. 
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1 INTRODUÇÂO 

 

1.1 Gliomas 

 

O sistema nervoso central (SNC) torna possível o contato, entre si, de todos os 

tecidos que constituem o organismo e o contato destes tecidos com o meio ambiente. 

Desta forma o equilíbrio do meio interno, isto é, a homeostase de cada célula depende 

dos estímulos vindos do meio externo, ou seja, o meio ambiente. Sendo assim, 

podemos dizer que a transformação de células normais em células neoplásicas resulta 

do acumulo de alterações genéticas e epigenéticas na célula de origem. 

Nos estágios iniciais da doença, esses desequilíbrios são causados 

principalmente por agentes tóxicos ambientais e após sucessivas mutações essa célula 

é capaz de proliferar e migrar de forma autônoma formando o tecido tumoral (Miyake, 

2009).  Certas características são fundamentais para a determinação do fenótipo 

tumoral e incluem proliferação celular na ausência de estímulos fisiológicos, 

desenvolvimento de um estado refratário para sinais inibitórios de crescimento e para 

resposta imune, resistência a apoptose e capacidade infinita de replicação, formação de 

novos vasos sanguíneos e capacidade para invadir tecidos normais (Hanahan e 

Weinberg, 2000). 

A exposição ocupacional e ambiental a carcinógenos, o status socioeconômico e 

nível de escolaridade, os tipos de alimentos consumidos são apontados como riscos 

para tumores de cérebro em estudos epidemiológicos (Ohgaki e Kleihues, 2005). 

Os gliomas são os tumores intracranianos primários mais comuns em pacientes 

com diagnóstico para neoplasias no sistema nervoso central. Sua incidência vem 

aumentando com o passar do tempo e varia de acordo com gênero, idade, raça, 

etnicidade e geografia (Fisher et al., 2007). 

Estes tumores desenvolvem-se nas células da glia e são classificados pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) em astrocitomas, oligodendrogliomas e 

oligoastrocitomas por critérios histopatológicos. Eles são ordenados gradativamente de 

acordo com sua agressividade em uma escala que varia de I a IV sendo que o 

astrocitoma de grau IV é denominado glioblastoma multiforme (GBM) pelas suas 



Introdução    -20- 

______________________________________________________________________ 

características de aumento de mitose, necrose, angiogênese e pleomorfismo celular 

(Louis et al., 2007). 

Os principais sintomas nos pacientes com GBM são cefaleia e papiledema, 

causados muitas vezes pelo aumento da pressão intracraniana, mas outros sintomas 

também podem ocorrer, tais como crises epiléticas, náuseas e distúrbios de 

personalidade (Kettenmann e Ranson, 2005). O diagnóstico para GBM é, 

psicologicamente, devastador para os pacientes e seus familiares devido aos estigmas 

de mortalidade e dor enraizados na sociedade. Dessa forma, muitos dos pacientes 

tornam-se gradativamente mais dependentes da família e de seus cuidadores (Daves e 

Stoiber, 2011). 

Há dois subtipos de GBM, classificados clinicamente como primário e 

secundário. O GBM primário surge, normalmente, em pacientes mais velhos e 

desenvolve-se com apresentando características de maior agressividade e 

invasividade. Já o GBM secundário, geralmente é observado em pacientes mais jovens 

e apresenta-se inicialmente como Astrocitoma de baixo grau, isto é, Astrocitoma (OMS 

grau II) ou astrocitoma anaplásico (OMS grau III) que se transforma em GBM de 5 a 10 

anos após o diagnóstico inicial (Maher et al., 2001). O diagnóstico de glioblastoma 

secundário requer provas clínicas (neuroimagem) ou histológicas (Bióticos) de evolução 

de um Astrocitoma menos maligno. 

A catalogação de lesões genéticas nestes subtipos GBM identificou diferenças 

em seus perfis genéticos, predominantemente na penetrância de mutações genéticas 

específicas e como resultado, tem sido proposto que o GBM primário e secundário 

representam duas entidades clínicas distintas, desenvolvendo-de por caminhos 

genéticos diferentes (Kleihues e Cavenee, 2000). 

O GBM primário, muitas vezes, apresenta amplificação/mutação no gene EGFR 

(receptor do fator de crescimento epidermal) e deleção dos exons 7-10 (Ohgaki e 

Kleihues 2007) assim como alterações em genes envolvidos na regulação do ciclo 

celular incluindo p53 e Rb (Watanabe et al., 1996).  

O GBM primário é caracterizado pela amplificação/mutação no gene EGFR 

(receptor do fator de crescimento epidermal), juntamente com deleção ou mutação do 

supressor de tumor PTEN (Homólogo da Fosfatase e Tensina Deletado do 
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Cromossomo 10), um regulador negativo da via de sinalização da fosfatidil inositol 3 

quinase / proteína quinase B (PI3K/AKT) que regula várias funções celulares normais, 

que também são críticas para a tumorigênese incluindo proliferação celular, 

sobrevivência, crescimento e mobilidade (Morgensztern e McLeod, 2005). Em 

contraste, GBM secundário, que evoluem a partir de lesões de baixo grau e ocorrem em 

indivíduos mais jovens, muitas vezes têm mutações do gene supressor de tumor TP53, 

mas só raramente têm amplificação do EGFR ou alterações do PTEN.  

 Os pacientes com diagnóstico para glioblastoma normalmente apresentam 

quadros de recorrência ou progressão da doença e, apesar de alguns progressos no 

tratamento possuem uma sobrevida média de 5-10 meses, sendo que 10-15% destes 

pacientes sobrevivem até 1 ano (Kostron e Bauer, 2011).  A recorrência do glioblastoma 

multiforme nos pacientes pode ser explicada, em parte, pelo desafio que este tipo de 

câncer representa para o neurocirurgião, em relação à excição do tecido tumoral 

suficientes para preservar as funções neurológicas e, assim, a qualidade de vida 

(Kostron e Bauer, 2011) e em parte pelas suas características invasivas cujo 

mecanismo é caracterizado pela perda da adesão célula-célula, formação de contatos 

celulares com a MEC (Matriz Extra Celular) e células vizinhas, degradação e 

remodelação da MEC e invasão da célula tumoral no tecido nervoso normal. (Stylli et 

al., 2008).  

As células tumorais remanescentes no tecido nervoso normal podem continuar 

seus processos de proliferação, uma vez que radiação e/ou quimioterapia associados 

ao primeiro método cirúrgico podem não ter o efeito desejado (Mandl et al., 2008). 

Desta forma, uma unica célula remanecente seria suficiente para o tumor ressurgir 

causando mais danos ao tecido normal. 

A resistência celular ao tratamento oncológico é um importante determinante de 

resposta à radioterapia e à quimioterapia (Kaspers e Veerman, 2003). Muitos são os 

fatores envolvidos nos mecanismos de resistência celular a radioterapia nos GBM e 

entre eles estão as fases do ciclo celular, pois as células tumorais apresentam maior 

sensibilidade a essas terapias na fase G2-M (Pawlik e Keyomarsi, 2004) e os gliomas 

apresentam-se em várias fases do ciclo celular, a hipóxia (Liang, 1996), que pode 

induzir alterações no metabolismo celular e nas regulacões gênicas (Bussink et al., 

http://www.springerlink.com/content/?Author=Bertrand+C.+Liang
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2008), os Mecanismos eficientes de reparação do DNA (Bussink et al., 2008; Reichert 

et al., 2011) e o possível envolvimento da enzima Ciclooxigenase 2 (COX-2), que 

alguns estudos sugerem, pela radiosensibilização das células tumorais após a inibição 

da atividade dessa enzima (Choy e Milas, 2003; Nakata et al., 2003). Um estudo 

realizado na ultima década, sugere que a expressão de COX-2 está correlacionada com 

a reduzida sobrevida dos pacientes após a radioterapia (Gaffney et al., 2001). Estas 

observações sugerem a possibilidade de que a COX-2 pode proteger as células 

tumorais de danos através da geração de prostaglandinas como fatores de 

sobrevivência ao tumor. 

 Nos gliomas, os mecanismos de resistência celular a quimioterapia incluem a 

expressão de diversas proteínas com função de transportadoras na membrana 

plasmática como as p-glicoproteínas, as proteínas de resistencia multipla a drogas 

(MRP), proteína major-vault (MVP) e a proteína ABCG2 também conhecida como 

proteína de resistencia ao câncer de mama, proteínas anti-apoptóticas no citoplasma, 

como a Bcl-2 (Lu e Chervington, 2008) e o aumento da expressão da enzima COX-2, 

que também pode estar ligada a estes mecanismos de resistencia à quimioterapia como 

é sugerido em alguns estudos envolvendo câncer de prostata (Dandekar et al., 2004), 

colon (Saikawa et al., 2004) e células de carcinoma laringeal (Huang et al., 2008). 

 

1.2 Ciclooxigenases 

 

Embora reconhecida por seus clássicos sinais clínicos de dor aguda sensação 

de calor, vermelhidão, inchaço, e cura eventual do tecido com a formação de cicatrizes, 

a inflamação pode ser mais bem compreendida como uma cascata inflamatória. É 

constituída por uma longa cadeia de reações e atividades celulares que servem para 

reparar um tecido, em muitas circunstâncias de vida, desde um corte pequeno na pele à 

reparação do tecido após lesões mais graves como queimaduras. A cascata 

inflamatória ao nível do tecido celular envolve uma sequência de eventos como a 

dilatação das arteríolas e vénulas, bem como aumento da permeabilidade vascular 

arterial e do fluxo sanguíneo, em muitos casos, seguido por estas etapas podemos 

verificar também trombose, infiltração de leucócitos dos tecidos para o plasma e do 
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plasma para o tecido, degradação do tecido pela atividade proteolítica e formação de 

espécies reativas de oxigênio, necrose e apoptose, presença de células fagocíticas, 

geração de novos fatores de crescimento celulares e de regeneração originando um 

novo tecido funcional. 

A inflamação é fundamentalmente um mecanismo de defesa cujo objetivo final é 

a eliminação da causa inicial da lesão celular e das consequências de tal lesão (p. ex., 

células e tecidos necróticos) sem a inflamação, as infecções se desenvolveriam 

descontroladamente, as feridas nunca cicatrizariam e o processo destrutivo nos órgãos 

seria permanente. Entretanto, a inflamação e o reparo podem ser extremantes 

prejudiciais, pois estão envolvidos no desenvolvimento de doenças crônicas incluindo a 

artrite reumatoide (Scott, 2011), diabetes, doenças cardiovasculares e alguns tipos de 

câncer, entre eles os gliomas (Coussens e Werb, 2002).  

A infiltração de células do sistema imune liberam citocinas no ambiente tumoral e 

como estas células fazem parte do mecanismo de defesa do organismo, seria esperado 

que ao serem recrutadas, elas erradicassem o tumor. Desta forma, a infiltração de 

leucócitos no tecido neoplásico poderia ser vista como uma resposta antitumoral, mas 

ao contrário disso, o infiltrado de macrófagos ativados e linfócitos provenientes da 

microcirculação são a maior fonte de citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento 

e fatores angiogênicos contribuindo com o desenvolvimento das células tumorais 

(Schottenfeld e Dimmer, 2006). 

Embora as características clínicas da inflamação tenham sido descritas em 

papiros egípcios (datados aproximadamente 3.000 anos a.C.), apenas no séc. I d.C. é 

que os sinais cardinais da infamação (rubor, tumor, calor e dor) foram documentados e 

em 1863 foi correlacionada ao câncer. Apesar destas descobertas, apenas o avanço da 

biologia molecular nos permite compreender melhor os mecanismos de início e 

desenvolvimento dos processos inflamatórios, mas ainda assim a sua correlação com 

as neoplasias não é totalmente clara. 

Estudos indicam que estes mecanismos podem incluir a ação da enzima 

Ciclooxigenase (COX), responsável pelos passos determinantes do metabolismo de 

ácido aracdonico na produção dos prostanóides envolvidos nos processos inflamatórios 

(Ellis et al., 1989). 
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A ciclooxigenase possui duas isoformas semelhantes em estrutura e peso 

molecular denominadas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2). A 

primeira é considerada constitutiva, poís é expressa na maioria dos tecidos 

constantemente e é essencial para a manutenção do estado fisiológico normal deles, 

incluindo a proteção da mucosa gastrointestinal; controle do fluxo sanguíneo renal; 

homeostasia; respostas autoimunes; funções pulmonares e do sistema nervoso central; 

cardiovasculares e reprodutivas. A segunda é considerada induzida, uma vez que o 

aumento da sua expressão está relacionado geralmente a estimulos por endotoxinas 

como LPS (produzidos por bactérias), citocinas pró-inflamatórias liberadas por 

macrófagos e linfócitos, lesões celulares sejam elas quimicas ou fisicas (Batlouni, 

2010). Interessantemente, o aumento da expressão de COX-2 também pode ser 

estimulado estresse psicológico (Garcia-Bueno e Leza, 2008). 

Antes acreditáva-se que a COX-2 estava presente apenas nos processos 

inflamatórios, mas hoje outras funções também lhe são atribuidas, por exemplo, sua 

participação na homeostase do epitélio vascular através da sintese de prostaglandinas 

envolvidas na proteção deste epitélio contra danos causados pela tensão de 

cisalhamento (Batlouni, 2010). 

Sua inibição por Anti-inflamatórios não esteroidais tem recebido mais atenção na 

prática clínica, principalmente devido aos seus efeitos colaterais já que a inibição 

seletiva desta enzima em pacientes com histórico para doenças cardiovasculares pode 

aumentar o risco de trombose e de eventos vasculares. Estes efeitos parecem estar 

relacionados à inibição da prostaciclina (PGI), que é o principal prostanóide secretado 

pelas células endoteliais. A PGI é sintetizada pela enzima COX-2 e promove 

relaxamento nas células musculares lisas, atua como potente vasodilatador e também 

exerce atividade antiplaquetária ligando-se nos receptores IP das plaquetas (Antman et 

al., 2007). 

Nas células tumorais essa enzima demonstra efeitos “benéficos” ao 

desenvolvimento destas células, alguns estudos demonstram a sua influencia nos 

processos de tumorigensese das células da mama, por exemplo, que depois de 

transformadas tem a expressão de COX-2 mais elevada que o controle (células não 

transformadas) (Subbaramaiah et al., 1996). Nos gliomas sua influencia não é diferente, 
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e estudos sugerem que essa enzima pode estar relacionada ao grau de agressividade 

do tumor, isto é, quanto mais elevado o seu grau, maior a expressão de ciclooxigenase 

2 (Myung et al., 2010). 

A expressão de Cox-2 é associada a muitos aspectos da tumorigenese tais como 

transformação, crescimento celular e apoptose, angiogenese, invasão e metástase, 

modulação da resposta imune, e resistencia a quimio e radioterapias. 

 

1.3 Prostaglandina E2 

 

Os eicosanóides são mediadores lipidicos biológicamente ativos gerados, em 

resposta a diferentes estimulos como trauma mecânico, citocinas e fatores de 

crescimento. São formados a partir da remodelação do ácido aracdônico, que é 

normalmente encontrado na forma esterificada em fosfolipideos de membrana celular, 

seguindo uma sequencia de eventos que tem inicio com a ativação da enzima 

fosfolipase A2 (PLA2).  

A regulação da ativação da PLA2 envolve processos de fosforilação e 

desfosforilação de proteínas quinase, como proteína quinase A (PKA), poteína quinase 

C (PKC) e proteína quinase ativada por mitógenos (MAPK), que facilitam a translocação 

desta enzima do citosol para a região perinuclear do complexo de Golgi, do retículo 

endoplasmático e do envelope nuclear (Chakraborti, 2003; Glover et al., 1995; 

Hirabayashi et al., 1999; Schievella et al., 1995;  Simmons et al., 2004). As enzimas 

ciclooxigenases estão localizadas constitutivamente ou são expressas sob estimulação 

celular na região perinuclear. A compartimentalização celular destas enzimas facilita a 

eficiência da metabolização do ácido araquidônico (Hirabayashi e Shimizu, 2000). 

A ciclooxigenase, também denominada como sintetase da prostaglandina H2 

(PGHS), é uma enzima bifuncional que catalisa tanto a dupla-oxigenação do ácido 

araquidônico para formar prostaglandina G2 (PGG2), quanto a subseqüente redução 

peroxidativa da PGG2 para formar PGH2, ambos compostos altamente instáveis (Smith 

e DeWitt, 1996; Smith e Marnett, 1991). 

A PGH2 formada é o substrato para outras enzimas prostaglandina sintases ou 

isomerases, que são as responsáveis pela produção de cinco principais prostanóides 
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bioativos gerados: PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2 e TXA2. Essas etapas de síntese 

podem ser visualizadas na figura (1). 

  As enzimas sintases são expressas com alguma seletividade tecidual e geram 

diferentes prostaglandinas dependendo do tipo de célula (FitzGerald, 2003; Hata e 

Breyer, 2004). Por exemplo, na presença de PGE sintetase é gerada a PGE2, enquanto 

outras sintases específicas dão origem aos diferentes grupos de prostanóides. 

Os eicosanóides são sintetizados localmente, tem meia vida curta e exercem 

seus efeitos também localmente (Campbell e Halushka, 1996). Ao contrário de 

hormônios glicocorticóides, que apresentam efeitos sistêmicos mesmo sendo liberados 

em apenas um local do corpo, os prostanóides são sintetizados em uma série de 

tecidos e atuam como mediadores autócrinos ligando-se nos receptores da própria 

célula ou parácrinos ligando-se nos receptores das células vizinhas para sinalizar 

mudanças imediatas de função celular (Dubois et al., 1998; Hata e Breyer, 2004). 

Possuem papel fisiológico relevante em vários sistemas como o nervoso, 

cardiovascular, gastrointestinal, genitourinário, endócrino, respiratório e imune. 

Os receptores EPs estão localizados na superfície celular, pertencem à família 

dos receptores acoplados à família da proteína G e são divididos em quatro subtipos 

(EP-1 a EP-4). Cada subtipo possui características fisiológicas distintas e importantes, 

assim como efeitos igualmente importantes para o desenvolvimento das células 

tumorais. 

Os mecanismos pelos quais esses receptores atuam são diferentes. O receptor 

EP1, quando estimulado, ativa a proteína Gq, mediando os níveis intracelulares de 

Ca2+. Os receptores EP2 e EP4 ativam a subunidade alfa da proteína G do tipo 

estimulatória (Gs), com conseqüente estimulação da produção de AMPc pela adenil 

ciclase. Já o receptor EP3 atua inibindo a enzima adenil ciclase via estimulação da 

proteína G do tipo inibitória (Gi) (Chell et al., 2006). 
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Figura 1 - Biosíntese de eicosanoides 

 

Fonte: Gupta e Dubois, 2011 

 

O mRNA do receptor EP1 é fisiológicamente expresso em níveis elevados nos 

rins, mucosa gástrica e adrenal em camundongos (Guan et al., 1998; Watabe et al., 

1993) e está envolvido na motilidade do TGI em ratos. Nas células tumorais do câncer 

de cólon, o receptor EP1 aumenta o estimulo ao crescimento e invasão dessas células 

(Kamei et al., 2009). 
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O receptor EP2 é expresso em altos níveis no útero, pulmões e baço e em 

baixos níveis nos rins. Dentre as suas funções fisiológicas, estudos sugerem que o 

receptor EP2 está importantemente envolvido na implantação uterina dos ovócitos 

fecundados em ratos, já nos tumores parece estar ligado a processos de proliferação e 

diminuição de apoptose quando ativado por PGE2 em câncer de pele (Sung et al., 

2005), essa interação PGE2–EP2 pode estar envolvido também nos mecanismos de 

angiogênese e carcinogênese em câncer de mama (Fujino et al., 2002). 

Os receptores EP3 estão localizados em diversos tecidos incluindo epitélio e 

músculo longitudinal (intestino) e a interação PGE2-EP3 possui envolvimento nas 

funções de secreção de bicarbonato duodenal e manutenção da integridade da mucosa 

gástrica demonstrado em um estudo realizado com camundongos “Konockout” para 

esse receptor (Takeuchi et al., 1999). 

Em células tumorais de sarcoma, o envolvimento de PGE2-EP3 parece 

influenciar positivamente os mecanismos de proliferação e angiogênse (Amano et al., 

2003). 

Fisiológicamente o receptor EP4 é expresso no rim, mais especificamente no 

glomérulo e ligado a PGE2, demonstra envolvimento no mecanismo de filtração 

glomerular (Narumya et al., 2007), na pele facilita a mobilização, migração e maturação 

das células de langerhans (Kenji et al., 2003) e nos ossos induz a formação óssea 

(Yoshida et al., 2001). 

Em câncer de mama, a via PGE2-EP4 sugere ter efeito metastático e com a 

adição de antagonistas para este receptor, o efeito sugerido é inibido (Kundo et al., 

2008).  

 

1.4 Prostaglandina E Sintases Terminais 

 

A enzima Prostaglandina E sintase é uma enzima envolvida na síntese de PGE2 

e está presente nas células em duas formas de proteínas: PGES ligada a membrana 

(mPGES) e PGES citosólica (cPGES). As duas enzimas apresentam rotas diferentes 

para a produção de PGE2, relacionadas a atividade das duas isoformas da COX, isto é, 
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uma rota constitutiva, relacionada a COX-1 (COX-1/cPGES) (Murakami et al., 2002) e 

uma rota induzível principalmente por estímulos inflamatórios, relacionada a atividade 

da COX-2 (COX-2/mPGES-1) (Mattila et al., 2009). 

Embora essa enzima seja expressa fisiologicamente no cérebro e pulmão de 

ratos, mas não no coração, fígado ou cólon, mas após a exposição a 

lipopolissacarideos (LPL), os tecidos que não expressavam mPGES-1 começaram a 

expressar, já em órgãos humanos normais, como coração ou fígado, a expressão 

proteica desta enzima não foi detectada, porém esse dado muda após infarto ou 

hepatite dos órgãos (Murakami et al., 2003). 

Células transfretadas com as enzimas COX-2/mPGES-1 apresentam mudanças 

na expressão gênica para diversas funções que podem contribuir para a tumorigênse 

(Kamei et al., 2003). 

A enzima mPGES-1 liga se  preferencialmente a COX-2 para promover a 

biossíntese de PGE2 que induz o crescimento celular aberrante. (Murakami, 2000). 

Células tumorais da linhagem A549 e HeLa apresentam maior expressão da 

enzima mPGES-1 quando comparadas a tecidos que expressam essa enzima, mas que 

estão em homeostase como placenta, próstata, testículos, glândula mamária e bexiga 

(Murakami et al., 2003). 

Esses dados sugerem que mPGES-1 é constitutivamente expressa em vários 

tecidos, assim como indutivel e que sua elevada expressão pode estar relacionada a 

mecanismos utilizados pelas células tumorais, que de acordo com a sua função estaria 

aumentando a síntese de PGE2, portanto os processos inflamatórios podem favorecer o 

surgimento de novas células tumorais ou contribuir com o desenvolvimento daquelas já 

instaladas no tecido normal. 

Experimentos com camundongos Knockout para mPGES-1 indicam que o 

organismo pode desenvolver e manter a saúde apesar da falta dessa enzima, fato que 

talvez possa ser explicado por haver rotas constitutivas que continuam a biossíntese de 

PGE2, na qual fazem parte outras PGESs (Murakami et al., 2003). Por exemplo, 

mPGES-2 cuja via de síntese para PGE2 consiste no seu acoplamento tanto com COX-

1 quanto com COX-2 (Mattila et al., 2009).  
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A enzima mPGES-2 parece estar envolvida na produção de quantidades de 

PGE2 cruciais para manter a homeostase do tecido e sua expressão não é 

sensivelmente alterada comparada a mPGES-1 durante episódios de inflamação ou 

danos teciduais, no entanto há aumento considerável na expressão de mPGES-2 em 

células de câncer colo retal humano, no qual mPGES-1 também encontra-se elevada 

(Murakami, 2003). 

Em carcinoma de células transicionais (CTT), a expressão de mPGES-2 

permanece inalterada em relação ao controle (Shi et al., 2006). 

A cPGES, localizada no citoplasma célula e é expressa constitutivamente nos 

tecidos de diversos órgãos como coração, timo, pulmão, fígado, baço, estomago, 

intestino e testículos de rato mesmo após tratamento com LPS. Curiosamente, análises 

em tecidos extraídos do cérebro de rato, apresentam aumento de cPGEs quando 

tratados com LPS (Tanioka et al., 2000). Porém outro estudo demonstra que a 

expressão de cPGES não se altera em quadros de hemorragia cerebral, assim como 

COX-1 e mPGES-2 e diferentemente de mPGES-1 e COX-2 (Wu et al., 2011). Em 

algumas linhagens tumorais, como HeLa (Câncer de Colo Humano), GOTO 

(Neuroblastoma Humano), MKN45 (Câncer Gástrico Humano) e U251 (Glioblastoma 

Humano), a expressão de cPGES não tem alterações significativas após o tratamento 

com citocinas pró-inflamatórias como TNF-a e IL-1b (Tanioka et al., 2000). 

Isso sugere a possibilidade de haver indução de cPGES em condições 

especificas, porém suas funções nestes processos ainda permanecem misteriosas. 
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2 OBJETIVOS GERAIS 

Esse projeto teve como objetivo analisar o efeito da Prostaglandina E2 na 

proliferação e apoptose na linhagem de glioma humano T98G: 

1. determinar a expressão dos receptores de PGE2 (EP1, EP2, EP3 e EP4) e 

das enzimas COX-1, COX-2, mPGES-1, mPGES-2 e cPGES; 

2. determinar os efeitos da adição de PGE1 e PGE2 sobre a proliferação e 

apoptose nas células T98G; 

3. determinar os efeitos da adição de agonistas e antagonistas dos 

receptores EPs sobre a proliferação e apoptose das células T98G; 

4. determinar os efeitos da adição de inibidores específicos para COX-1 e 

COX-2 sobre a proliferação e apoptose das células. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura de Células 

 

As células da linhagem celular T98G de glioma humano foram obtidas a partir do 

ATCC, mantidas congeladas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de DMSO (dimetilsulfóxido) e 20% de Soro Fetal Bovino (SFB) 

em Nitrogênio Liquido (N2). Depois de descongeladas, foram cultivadas em frascos 

plásticos descartáveis contendo DMEM com 10% de SFB, antibióticos (penicilina - 50 

U/ml / estreptomicina -50 mg/ml) e deixadas em estufa à 37 ºC e atmosfera contendo 

5% de CO2 e 95% de ar. O meio de cultura foi trocado a cada dois ou três dias, de 

acordo com o metabolismo celular e ao atingir 80-90% da sua densidade de saturação, 

as células foram sub-cultivadas. 

 

3.2  Curvas Dose-Resposta 

 

Para determinar os efeitos da adição dos prostanóides PGE1 e PGE2, dos 

inibidores específicos para COX-1 (SC-560) e para COX-2 (NS-398), dos agonistas 

para EP2 (Butaprost) e EP4 (CAY 10580) e dos antagonistas EP2 (AH6809) e EP4 (L-

161.982) as células foram cultivadas em placas de com 24 poços. Cada um contendo 5 

x 104 cél. e 1 ml de DMEM suplementado com 10% de SFB por  24 horas para que elas 

pudessem se adaptar ao novo ambiente e o estresse não influenciasse o resultado do 

experimento. Após esse período, as células foram tratadas com PGE1 (0 μM, 0,01 μM, 

0,1 μM, 1 μM e 10 μM), PGE2 (0 μM, 0,01 μM, 0,1 μM, 1 μM e 10 μM) por 24, 48 e 72 

horas, SC-560 (50 μM, 100 μM e 150 μM),  NS-398 (50 μM, 100 μM e 150 μM), 

Butaprost (0,1 μM, 1 μM e 10 μM), AH 6809 (0,1 μM, 1 μM e 10 μM), CAY 10580 (0,1 

μM, 1 μM e 10 μM) ou L-161.982 (0,1 μM, 1 μM e 10 μM) por 24 e 48 horas. Depois de 

cada periodo de tratamento essas células foram tripsinizadas (tripsina 0.025% / EDTA 

0.025%) coletadas e, por fim, contadas com o auxilio de uma câmara Neubauer. 
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3.3  Análises de expressão gênica através de PCR Semiquantitativa 

 

Todos os primers utilizados foram desenhados com base em sequencias 

disponíveis no Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e com o auxilio do programa Primer 3 

(www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primr/primer3_www.cgi). A especificidade de cada 

primer foi verificada através do BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os 

primers foram sintetizados pela Invitrogen. Abaixo estão as sequências dos primers 

utilizados (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Sequência dos Oligonucleotídeos utilizados. 

 

Gene Sequencia (5'-3') T°C Ciclo Tamanho 

COX-1 
R: GAGTTTGTCAATGCCACCT 

F: GCAACTGCTTCTTCCCTTTG 
63 38 215 bp 

COX-2 
R: TGAAACCCACTCCAAACACA 

F: GAGAAGGCTTCCCAGCTTTT 
60 38 187 bp 

mPGES-1 
R: AAGTGAGGCTGCGGAAGAAG 

F: TTAGGACCCAGAAAGGAGTAGAC 
60,8 38 178 bp 

mPGES-2 
R: GCAAGGAGGTGACCGAGTTC 

F: CACTGCCGCCACTTCATCTC 
60,8 40 115 bp 

cPGES 
R: AATAATTGGAAAGACTGGGAAG 

F: CTTGTGAATCATCATCTGCTC 
50 38 139 bp 

EP-1 
R: GATGTACACCCAAGGGTCCAG 

F: TTGTCGGTATCATGGTGGTG 
-- -- 121 bp 

EP2 
R: GCAGTCTCCCTGCTCTTCTGC 

F: GCACCGAGACAATGAGAAGCA 
59 40 110 bp 

EP-3 
R: CACACACGGAGAAGCAGAAA 

F: AAGCTGGGACTCGTCTTTGA 
-- -- 332 bp 

EP-4 
R: AAGCTGGGACTCGTCTTTGA 

F: GCTTTCACCTTGTCCTGCTC 
59 40 171 bp 

GAPDH 
R: GAGTCAACGGATTTGGTCGT 
F: TTGATTTTGGAGGGATCTCG 

52 38 306 bp 

 

Fonte: Cunha (2012) 
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3.3.1 Extração de RNA total 

 

Essa metodologia consiste em lisar a membrana das células com a solução 

tiocianato-fenól-clorofórmio guanidina (Trizol) e clorofórmio. Após a exposição do 

conteúdo celular, o RNA total torna-se visível na presença de isopropanol. 

Para a extração do RNA, as células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 

contendo DMEM suplementado com 10% de SFB. 

Passado o tempo de cultivo, as células foram tripsinizadas (tripsina 0.025% / 

EDTA 0.025%) coletadas e a metodologia foi realizada de acordo com o protocolo a 

seguir: 

As células foram homogeneizadas em 1 ml de trizol, com o auxilio do aparelho 

Politron; mantidas em temperatura ambiente por 5min, em seguida foi adicionado 200 

μL de clorofórmio e as amostras foram homogeneizadas,  as amostras foram 

centrifugadas a 10600 rpm por 15 min a 4 °C, em seguida o sobrenadante foi 

transferido para um novo microtubo contendo 500 μL de isopropanol gelado em 

seguida, foi homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 10 minutos e as 

amostras centrifugadas a 10600 rpm por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi 

desprezado adicionou-se 1 ml de etanol 75%, as amostras foram homogeneizadas e 

centrifugadas a 7500 rpm por 5 min a 4 °C; o  sobrenadante foi desprezado e o 

procedimento anterior foi repetido com o tempo de centrifugação alterado para 10 min; 

para o pellet secar, o microtubo foi deixado invertido; por fim o pellet formado foi 

ressuspendido em 50 μL de água DEPC (Dimetilpirocarbonato) inativa. 

 

3.3.2 Quantificação da concentração e determinação da razão A260/280 

 

A concentração, após a quantificação no espectrofotômetro, foi determinada pela 

razão A260nm/ A280nm. O resultado dessa divisão serviu como parâmetro na estimativa do 

grau de contaminação do ácido nucléico com proteínas e os resultados considerados 

satisfatórios foram aqueles entre 1,8 e 2,0. A integridade das amostras foi confirmada 

por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. O RNA purificado 

foi armazenado a -80 °C. 
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3.3.3 Preparo do DNA Complementar (cDNA) 

 

 A primeira vertente de DNA complementar (cDNA) foi gerada a partir de 1 μg do 

RNA extraído após a quantificação, adicionando-se a ele 1 μL de inibidor de RNase, 2 

μL de Random Primer, 2 μL da mistura desoxinucleotídeos trifosfato (dNTP mix), 2 μL 

de Dithiothreitol (DTT), 4 μL de RTbuffer e 2 μL moloney murine leukemia virus (M-

MLV), em um volume total de 20 μL. A reação foi incubada a 21 °C por 10 minutos, a 42 

°C por 50 minutos e de 99 °C por 10 minutos, resfriando a 4 °C em termociclador 

Mastercycler ® gradient 5333 (Eppendorf, Germany). O produto foi conservado a -20 °C 

até o uso. 

A amplificação foi confirmada pela eletroforese em gel 1% de agarose contendo 

brometo de etídio sendo o produto visualizado com um sistema de captura UV. 

 

3.3.4 RT - PCR (Transcrição Reversa da Reação em Cadeia da Polimerase) 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) consiste na sintese bidirecional e 

repetitiva de DNA através da extensão de uma região do ácido nucléico com a 

utilização de “primers” ou iniciadores. 

A amplificação de uma amostra pela técnica de PCR requer um par de 

iniciadores, os quatro deoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 

íons de magnésio( MgCl2) e uma DNA polimerase termoestável para sintetizar o DNA. 

A PCR foi realizada de forma semiquantitativa no estudo da amplificação dos 

genes referentes às enzimas COX-1, COX-2, mPGES-1, mPGES-2 e cPGES, e aos 

receptores EP-1, EP2, EP-3 e EP-4. Foi utilizado também um gene de controle, 

conhecido por não modifica sua expressão nas condições do experimento, a 

Gliceraldeído 3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH), que produz um fragmento de 306 

pares de bases (pb). 

O volume total da reação foi de 50 μL e compreendeu os seguintes reagentes: 
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1 μL de dNTP, 1,5 μL de MgCl2, 5 μL de PCR buffer, 34,5 μL de água milli-Q 

autoclavada,  0,5 μL da enzima Platinum Taq DNA polimerase, 6 μL dos 

oligonucleotídeos (sense e anti-sense) e 1,5 μL do cDNA sintetizado. 

Para assegurar a fase exponencial de amplificação, o número de ciclos de PCR 

e temperaturas de anelamento foram determinados e otimizado para cada primer de 

acordo com suas caracteristicas especificas. O método de PCR foi padronizado em três 

eventos distintos: Primeiro ocorre a desnaturação, quando a amostra é exposta à 

temperatura de 94 °C por 1 minuto. Em seguida o anelamento quando a amostra é 

exposta à temperatura específica do oligonucleotídeo por 1 minuto e por fim a extensão 

quando a amostra é exposta à temperatura de 72 °C por 1 minuto. 

Alíquotas dos produtos da PCR amplificados foram fracionadas em um gel de 

agarose 1% contendo EtBr (brometo de etídio) 0,05%. As amplificações foram 

visualizadas em um sistema de captura UV. A análise semiquantitativa do produto foi 

feita usando o sistema de imagem Sigma Scan Pro. 

 

3.4  Western Blot 

 

O ensaio de Western blot envolve a transferência das proteínas separadas por 

eletroforese para um suporte sólido (membranas de nitrocelulose), possibilitando a 

identificação de uma proteína de interesse através de reconhecimento por um 

anticorpo, correlacionando a proteína identificada com sua massa molecular. 

Para a extração de proteínas, as células foram lisadas com tampão lise (0,21g/ 

100 mL de Tris base, 0,584g/ 100 mL de EDTA e 1% de triton 1 mL/ 100 mL com pH = 

7,6), inibidor de protease e inibidor de fosfatase por 5 minutos. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 2 minutos, e o sobrenadante, transferido 

para um novo tubo que, posteriormente, foi armazenado em freezer a -80 °C. A 

concentração proteica foi determinada através do método de Lowry. Após a 

quantificação, os extratos proteicos foram diluídos em tampão de amostra (1,51g de 

Tris-HCl pH = 6,8, 40mL de SDS 10%, 10mL de mercaptoetanol, 20 mL de glicerol e 

0,004 g de azul de bromofenol) incubados a 100 °C por 3 minutos. 
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Para o processo de separação, foi feito um gel de SDS-PAGE com 7,5% de 

acrilamida, acompanhado de um segundo gel com 4% de acrilamida. Em cada poço 

foram colocados 40 μg de extrato proteico total (diluido em tampão de amostra) e 3 μL 

de marcador de peso nuclear em cada gel. A corrida foi feita a 70 V/ 30 minutos durante 

o primeiro gel 4% e a 100 V/ 1 hora durante o segundo gel 7,5% (gel de separação). 

Em seguida foram realizadas as transfêrencias das proteínas para uma 

membrana de nitrocelulose utilizando o tampão de transferência (57,6 g de glicina, 12 g 

de Tris-base e 4 g de SDS pH = 8,3) à +/- 4 °C/ 200 mA/ 2:00 horas. Terminada a 

transferência das proteínas, as membranas foram lavadas 1x com TBS 1x (5 minutos) e 

3x com TBS tween 0,1% (5 minutos) para retirada do metanol. A fim de bloquear as 

possíveis ligações não específicas, as membranas foram incubadas em solução de 

PBS 1x + Albumina 1% por 1 hora sob agitação em temperatura ambiente. Passado 

esse tempo, a membrana foi incubada com anticorpo primário na diluição 1:200 

overnight em agitação. 

No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS (1x) por 10 minutos e 

com TBS Tween 0,1% (3x) por 10 minutos. Após as 3 lavagens, as membranas foram 

incubadas com anticorpo secundário fluorescente na diluição 1:1000 por 2 horas. Após 

a incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas com TBS (1x) 

por 10 minutos e com TBS Tween 0,1% (3x) por 10 minutos. 

As revelações foram feitas através da detecção fluorescente no aparelho 

Molecular Dynamics Typhoon 8600 Variable Mode Imagem. 

 

3.5  Análise de ciclo celular por citometria de fluxo, FACS-PI 

 

As células foram coletadas através de tripsinização após o tratamento com PGE1 

(10 μM), PGE2 (10 μM), SC-560 (50 μM), NS-398 (50 μM), Butaprost (10 μM), AH 6809 

(10 μM), CAY 10580 (10 μM) ou L-161.982 (10 μM) por 48 horas, lavadas em PBS e 

fixadas em Álcool Etílico 70% overnight. Após a fixação, as preparações foram 

centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, lavadas com PBS e incubadas em solução 

preparada com 20 μg/mL de Iodeto de Propídeo (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, 

USA), 20 μg/mL de Rnase (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) e 0,1% de Triton-X 
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(Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) por 30 minutos a 37 ºC. Após a incubação, as 

amostras foram novamente centrifugadas, lavadas e mantidas em PBS a 4 ºC até a 

análise por citometria de fluxo. Foram adquiridos 10000 eventos em filtro FL2 com 

(585/642 nm) e analisados através do software Cell Quest - FACScalibur (Becton 

Dickison) – Depto. de Fisiologia e Biofísica, Instituto de Ciências Biomédicas-USP. Em 

todas as análises foram descontados debris celulares. 

 

3.6  Análise dos dados 

 

Todos os dados obtidos estão apresentados como média +/- erro padrão (SE). 

As análises estatisticas foram feitas utilizando o programa Graph Pad Instat, usando o 

teste-t para comparação das amostras. As diferenças foram considerandas significantes 

com p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 PCR 

 

Figura 2 – Expressão de mRNA para COX-1 e COX-2 nas células T98G e HT-29. 

 

A Figura A mostra a expressão de mRNA para COX-1, a Figura B para COX-2 em T98G e 
COX-1 (Figura A*) e COX-2 (Figura B*) em HT-29. Os tamanhos dos produtos de PCR 
foram 215 bp (COX-1) e 187 bp (COX-2). 
Fonte: Cunha (2012) 
 

Figura 3 – Expressão de mRNA para EP-2 e EP-4 nas células T98G e HT-29. 

 

A Figura A mostra a expressão de mRNA para EP-2, a figura B para EP-4 na linhagem 
T98G e EP-2 (Figura A* ) e EP-4 (Figura B* ) na linhagem HT-29. Os tamanhos dos 
produtos de PCR foram 110 bp (EP-2), 171 bp (EP-4). 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura  4 – Expressão de mRNA para mPGES-1, mPGES-2 e cPGES nas células 
T98G e HT-29. 

 

A Figura A mostra a expressão de mRNA para mPGES-1, a Figura B para mPGES-2 e a 
Figura C para cPGES  em T98G e mPGES-1 (Figura A*), mPGES-2 (Figura B*) e cPGES 
(Figura C*) na linhagem HT-29. 
Fonte: Cunha (2012) 
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4.2  Western Blot 

Figura 5 – Expressão de proteínas para COX-1, COX-2 e GAPDH nas células T98G.

 

A Figura A mostra a expressão de proteínas para COX-1, a Figura B para COX-2 e a Figura 
C para GAPDH nas células T98G. Os tamanhos dos produtos de Western foram 72 KDa 
(COX-1),  70KDa (COX-2) e 37 KDa (GAPDH). 
Fonte: Cunha (2012) 
  

Figura  6 – Expressão de proteínas para mPGES-1 e mPGES-2 nas células T98G. 

 

A Figura A mostra a expressão de proteínas para mPGES-1 e a Figura B de mPGES-2. Os 
tamanhos dos produtos de Western foram 16 KDa (mPGES-1),  33KDa (mPGES-2). 
Fonte: Cunha (2012) 
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4.3 Curva de concentração e análise da proliferação 

 

Figura  7 – Curva dose-resposta de Prostaglandina E1 no ensaio de contagem do 
número total de células. 

 

 

Fonte: Cunha 2012 

Figura  8 – Efeito de Prostaglandina E1 no ensaio de contagem do número total de 
células. 

 

 
 

A figura mostra o número total de células do grupo tratado em relação ao grupo controle 
após 72 horas na concentração de 10 μM. n=4 * p=0.0111. 
Fonte: Cunha 2012 
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Figura  9 – Curva dose-resposta de Prostaglandina E2 no ensaio de contagem do 
número total de células. 

 

 

Fonte: Fonte: Cunha (2012) 
 
 

Figura  10 – Efeito de Prostaglandina E2 no ensaio de contagem do número total de 

células. 

 

A figura mostra no ensaio de contagem do número total de células do grupo tratado em 
relação ao grupo controle após 72 horas na concentração de 10 μM. n=4 **p>0.0001  
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 11 – Curva dose-resposta do inibidor de Cox-1 (SC-560) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 

 

O inibidor SC-560 diminui no ensaio de contagem do número total de células de células 
T98G. O gráfico mostra o ensaio de contagem do número total de células do grupo tratado 
em relação ao grupo controle, isto é, com ou sem adição exógena de SC-560 nas 
concentrações de 50 μM, 100 μM, 1 μM e 150 μM. n=4 **p<0,01. 
Fonte: Cunha (2012) 

 

Figura 12 – Curva dose-resposta do inibidor de COX-2 (NS-398) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 
 

O inibidor NS-398 não teve efeitos significativos sobre no ensaio de contagem do número 
total de células de células T98G. O gráfico mostra o ensaio de contagem do número total de 
células do grupo tratado em relação ao grupo controle, isto é, com ou sem adição exógena 
de NS-398 nas concentrações de 50 μM, 100 μM, 1 μM e 150 μM. n=4 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 13 – Curva dose-resposta do Agonista EP2 (Butaprost) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 

O agonista Butaprost demonstrou não influenciar o número total de células T98G. O gráfico 
mostra o ensaio de contagem do número total de células do grupo tratado em relação ao 
grupo controle, isto é, com ou sem adição exógena de Butaprost nas concentrações de 0,1 
μM, 1 μM e 10 μM. n=4. 
Fonte: Cunha (2012) 
 
 

Figura 14 – Curva dose-resposta do antagonista EP2 (AH-6809) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 

O antagonista AH-6809 diminui a proliferação de células T98G. O gráfico mostra o ensaio de 
contagem do número total de células do grupo tratado em relação ao grupo controle, isto é, 
com ou sem adição exógena de AH-6809 nas concentrações de 0,1 μM, 1 μM e 10 μM. n=4 
*p<0,05. 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 15 – Curva dose-resposta do agonista EP4 (CAY 10580) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 

O agonista CAY 10580 não influencia a proliferação de células T98G. O gráfico mostra a 
proliferação celular do grupo tratado em relação ao grupo controle, isto é, com ou sem 
adição exógena de CAY 10580 nas concentrações de 0,1 μM, 1 μM e 10 μM. n=4 
Fonte: Cunha (2012) 
 
 

Figura  16 – Curva dose-resposta do antagonista EP4 (L-161.982) no ensaio de 
contagem do número total de células. 

 

 

O antagonista L-161.982 diminui o número total de células T98G. O gráfico mostra a 
proliferação celular do grupo tratado em relação ao grupo controle, isto é, com ou sem 
adição exógena de L-161.982 nas concentrações de 0,1 μM, 1 μM e 10 μM. n=4  **p<0,01 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura  17 – Ciclo celular da linhagem T98G após 48 horas de tratamento com 
PGE1, PGE2 e inibidores para COX-1 e COX-2. 

 
 
 
Histogramas analisados no software Cell Quest, com número de eventos por intensidade e 
fluorescência. 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 18 – Ciclo celular da linhagem T98G após 48 horas de tratamento com 
agonistas e antagonistas para os receptores EP2 e EP4. 

 

 
 

Histogramas analisados no software Cell Quest, com número de eventos por intensidade e 
fluorescência. 
Fonte: Cunha (2012) 
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Tabela 2 - Resultados da análise de PGE1 e PGE2 no ciclo celular 
          

 PGE1 PGE2 

 Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Sub-G1 2,7 ± 0,76 3,0 ± 0,40 
2,5 ± 0,28 4,33 ± 0,59 

G1 50,51 ± 0,89 47,85 ± 0,85* 
56,4 ± 0,95 44,0 ± 0,69*** 

S 15,5 ± 0,68 15,93 ± 0,63 
15,5± 0,7863 16,3 ± 0,78 

G2/M 16,86 ± 1,06 20,7± 0,64*** 
18,3 ± 0,85 18,97 ± 0,63 

 
Resultados da análise de ciclo celular (FACS-PI) de células mantidas durante 48 horas sob 
tratamento com PGE1 (10 μM) e PGE2 (10 μM). Os valores representam as médias e 
desvios padrões calculados em triplicatas. n=3  *p<0,05 e ***p<0,001 
Fonte: Cunha (2012) 
 
 
 

Tabela 3 - Resultados da análise de SC-560 e NS-398 no ciclo celular 
     

 SC-560 NS-398 

 Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Sub-G1 
5,82 0,68 6,41 ± 0,87* 4,22 ± 0,84 9,6 ± 0,40*** 

G1 
44,6 ± 0,86 39,36 ± 0,94 48,7 ± 0,59 37,1 ± 0,88*** 

S 
15,4 ± 0,29 15,6 ± 0,53 18,8 ± 0,44 17,3 ± 1,14 

G2/M 20,1 ± 1,26 20,4 ± 1,48 13,4 ± 0,72 17,7 ± 0,66*** 

 
Resultados da análise de ciclo celular (FACS-PI) de células mantidas durante 48 horas sob 
tratamento com SC-560 (50 μM) e NS-398 (50 μM). Os valores representam as médias e 
desvios padrões calculados em triplicatas. n=3 *p<0,05 e ***p<0,001 
Fonte: Cunha (2012) 
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Tabela 4 - Resultados da análise de Butaprost e AH 6809 no ciclo celular 
 

 Butaprost AH-6809 

 Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Sub-G1 
3,6 ± 0,39 3,2 ± 1,3 1,64 ± 0,13 1,4 ± 0,43 

G1 
59,2 ± 0,51 47,3 ± 6,9** 48,8 ± 0,79 38,5 ± 0,48*** 

S 
17,8 ± 0,35 14,5 ± 1,6 18,6 ± 0,61 18,5 ± 0,5 

G2/M 18,3 ± 0,92 17,9 ± 6,0 28,9 ± 0,69 25,6 ± 0,79*** 

 
Resultados da análise de ciclo celular (FACS-PI) de células mantidas durante 48 horas sob 
tratamento com Butaprost (10 μM) e AH-6809 (10 μM). Os valores representam médias e 
desvios padrões calculados em triplicatas. n=3 **p<0,01 e ***p<0,001 
Fonte: Cunha (2012) 
 
 
 

Tabela 5 - Resultados da análise de CAY 10560 e L-161.982 no ciclo celular 
       

 CAY 10560   L-161.982 

 Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Controle 
(% de células, n=3) 

Tratado 
(% de células, n=3) 

Sub-G1 
3,5 ± 0,74 3,31 ± 0,44 3,4 ± 0,76 3,06 ± 0,67 

G1 
46,3 ± 0,98 49,2 ± 0,68* 41,2 ± 0,60 60,6 ± 0,87*** 

S 
11,3 ± 0,86 14,0 ± 1,16* 12,5 ± 0,55 12,19 ± 0,14 

G2/M 14,01 ± 0,92 14,96 ± 1,06 12,2 ± 1,02 12,4 ± 0,98 

 
Resultados da análise de ciclo celular (FACS-PI) de células mantidas durante 48 horas sob 
tratamento com CAY 10560 (10 μM) e L-161.982 (10 μM). Os valores representam médias e 
desvios padrões calculados em triplicatas. n=3 **p<0,01 e ***p<0,001 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 19 – Comparação entre controle e tratado para PGE1 
 

  
 
A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com PGE1 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração de 
10 μM em relação ao controle. n=3 * p<0.05 e ***p<0,001. 
Fonte: Cunha (2012) 

 
 

Figura 20 – Comparação entre controle e tratado para PGE2 
 

 
 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com PGE2 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração de 
10 μM em relação ao controle. n=3 ***p<0,001. 
Fonte: Cunha (2012) 

 
 
 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

Sub-G1 G1 S G2/M

PGE1 

Controle

Tratado

* 

0

10

20

30

40

50

60

Sub-G1 G1 S G2/M

PGE2 

Controle

Tratado

*** 

*** 



- 53 - 
Resultados 

___________________________________________________________________________ 

Figura 21 – Comparação entre controle e tratado para SC-560 
 

 
 
A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com SC-560 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração 
de 10 μM em relação ao controle. n=3 *p<0,05. 
Fonte: Cunha (2012) 

 
 

Figura 22 - Comparação entre controle e tratado para NS-398 
 

 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com NS-398 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração 
de 10 μM em relação ao controle. n=3 ***p<0,001. 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 23 - Comparação entre controle e tratado para Butaprost 
 

 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com Butaprost em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração 
de 10 μM em relação ao controle. n=3 *p<0,05. 
Fonte: Cunha (2012) 

 

 

Figura 24 - Comparação entre controle e tratado para AH-6809 
 

 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com PGE2 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração de 
10 μM em relação ao controle. n=3 ***p<0,001. 
Fonte: Cunha (2012) 
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Figura 25 - Comparação entre controle e tratado para Cay 10580 
 

 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com Cay 10580 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na 
concentração de 10 μM em relação ao controle. n=3 *p<0,05. 
Fonte: Cunha (2012) 
 

Figura 26 - Comparação entre controle e tratado para L-161.982 
 

 

A figura mostra a % populacional, em cada fase do ciclo celular, comparando o grupo 
tratado com L-161.982 em relação ao controle após 48 horas de tratamento na concentração 
de 10 μM em relação ao controle. n=3 ***p<0,001. 
Fonte: Cunha (2012) 
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5 DISCUSSÃO 

 

Embora a biologia da célula tumoral seja diferente para cada tipo de câncer, a 

sua capacidade de escapar dos mecanismos de checagem e apoptose que fazem essa 

célula continuar o ciclo e originar outras células com inúmeras mutações genéticas 

(Gomes, 2011), parece ser uma característica comum a todas elas, pode ser que nem 

todas utilizem o mesmo mecanismo, mas vários e em conjunto para atingir o objetivo 

em questão que é sobreviver. Nos gliomas, nossos resultados sugerem o envolvimento 

de um destes mecanismos atuando na regulação da proliferação e apoptose da 

linhagem celular T98G através do envolvimento da PGE2. 

A enzima COX-1 mostra ter papel importante sobre o aumento do número de 

células, na figura 11, podemos observar os efeitos do inibidor SC-560 (50 μM) sobre o 

número total de células, visto que reduziu 72,8% do número de células. A análise de 

FACS demonstra que estes efeitos estão ligados ao aumento de 10,13% da população 

celular na fase Sub-G1 que representa morte celular (Figura 21). 

Esse resultado reflete a importância de COX-1 como citoproterora, pois sua 

inibição parece induzir apoptose nas células analisadas. 

A enzima COX-2 tem funções igualmente importantes para os mecanismos 

celulares, pois o tratamento com o inibidor NS-398 demonstra ter efeitos significativos 

em aumento de 127.48% da população celular na fase Sub-G1, 32,08% em G2/M e 

redução de 23,81% na fase G1 (Figura 22). Curiosamente, esse inibidor não 

demonstrou efeitos significativos no ensaio de contagem do número total de células 

(Figura 12). 

Esses dados demonstram a importância de COX-2 nos mecanismos de 

sobrevivência celular, pois quando essas enzimas são inibidas, observa-se aumento 

populacional na fase Sub-G1, G1 e G2/M, sugerindo efeitos de apoptose e parada no 

checkpoint de G1, mas o aumento em G2/M pode estar relacionado à mitose, desta 

forma, pode estar havendo um equilíbrio entre a proliferação e apoptose. 

A influência deste inibidor sobre as fases Sub-G1 e G2/M é um indicio da 

redução de proliferação celular, mas como a análise do número total de células não foi 
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significativa existe também a possibilidade de que o tempo de exposição a essa droga 

não tenha sido suficiente para influenciar a dinâmica de proliferação. 

A síntese da prostaglandina nas células depende do tipo de ácido graxo que 

origina o AA incorporado na membrana celular e das enzimas COX, mas sozinhas, 

estas enzimas parecem ser incapazes de produzir PGE2 em quantidades elevadas 

(Murakami et al., 2003), isso sugere o envolvimento de outras enzimas, pois COX-1 e 

COX-2 são essenciais neste processo de conversão do AA em PGEs, uma vez que são 

alvos antigos no tratamento da inflamação através de AINES, assim como a fosfolipase 

que é alvo de anti-inflamatórios  hormonais (Carvalho, 1994). Desta forma, a síntese 

elevada de PGE2 em células induzidas por estímulos inflamatórios pode ocorrer apenas 

quando há expressão de mPGES-1, mPGES-2 e cPGES junto com as ciclooxigenases 

(Murakami et al., 2003). 

Tem sido proposto que o seu mecanismo consiste no acoplamento funcional e 

preferencial com as enzimas COX. Sendo assim mPGES-1 demonstra acoplar-se 

melhor a COX-2, mPGES-2 a COX-1 ou COX-2 e cPGES apenas a COX-1 (Vazques-

Tello, 2004). Essa preferência pode ser explicada, talvez, pela co-localização dessas 

enzimas na célula, pois mPGES-1 está localizada no reticulo endoplasmático e 

envelope perinuclear assim como COX-2 (Chandrasekharan et al., 2004; Murakami et 

al., 2003; Ueno et al., 2005). 

Nossas análises demonstram a expressão genica de mPGES-1, mPGES-2 e 

cPGES por RT-PCR (Figura 3A, 3B e 3C) e confirmam a presença das enzimas 

mPGES-1 e mPGES-2 pela tradução em proteínas analisadas por western Blot (Figuras 

5A, 5B). A síntese dessas enzimas na célula T98G sugere a produção de PGE2 por 

essas células, pois elas são as responsáveis diretas pela síntese deste prostanoide. 

A melhor afinidade entre as enzimas Prostaglandina E sintase terminais e as 

ciclooxigenases tem efeitos diferentes na síntese de PGE2 de acordo com o tipo celular, 

nas quais são expressas. Em macrófagos mPGES-1 deficientes PGE2 pode ser 

produzido apenas pela via COX-2/mPGES-1, pois PGH2 é quantitativamente desviado 

para a produção de outros prostanoides nestas células (Trebino et al., 2003).  

A enzima mPGES-2 parece estar envolvida na produção de níveis cruciais de  

PGE2 para manter a homeostase do tecido (Murakami et al., 2003). 
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As células tratadas com PGE1 demonstram influenciar de forma positiva o 

aumento do número de células em 7,22% o número total de células comparadas ao seu 

controle (Figura 6) e a análise de FACS para ciclo celular demonstra o efeito deste 

prostanoide na fase G2/M aumentando a população de células nesta fase em 22,78% e 

redução de 5,27% na fase G1(Figura 19). 

Como houve aumento do número de células no ensaio de contagem, o aumento 

da população celular na fase G2/M pode significar aumento de mitose nessas células. 

A PGE2 também demonstrou ter efeitos positivos no ensaio de contagem do 

número total de células, aumentando em 19,32%. Na análise de FACS, observou-se 

redução populacional de 21,98% na fase G1 do ciclo celular (Figura 20). 

Essa redução na fase G1 pode caracterizar a influencia positiva de PGE2 na 

progressão do ciclo celular com redução da população de células interrompidas no 

checkpoint desta fase do ciclo celular. 

A PGE1 e a PGE2 possuem formas estruturais semelhantes entre si, mas não 

exatamente iguais, portanto é possível que PGE1 tenha efeitos na fase G2/M e PGE2, 

não os apresente. 

Levin et al.,(2002) sugere que é altamente sugestivo que a prostaglandina E1 

poderia se ligar aos mesmos receptores da prostaglandina E2 podendo haver também 

competição entre estes prostanoides pela ligação nos mesmos receptores. Mas existe 

também a possibilidade de existirem receptores separados para cada prostanoide. 

A prostaglandina sintetizada pelas células pode ser exportada para o meio 

extracelular ligando-se a receptores específicos denominados receptores EPs de forma 

autócrina ou parácrina, isto é, na própria célula ou nas células vizinhas desencadeando 

estímulos celulares. 

Suas ações são desencadeadas através de vias de sinalização, para a produção 

de mais PGE2, desta forma teria efeito de feedback positivo sobre a síntese de PGE2. 

Além desses efeitos, a PGE2 também possui efeitos internos, pois existem 

transportadores de prostaglandina (prostaglandin transporters) responsáveis por 

internalizar a prostaglandina do meio externo, para que este prostanoide desenvolva 

funções intracelulares ligando-se a subtipos de receptores EPs localizados no interior 

da célula (Kanai et al., 1995). 
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O receptor EP1 é expresso tanto no núcleo quanto nas células de câncer de 

mama primário, porém com a evolução destes tumores, este receptor torna-se ausente 

no núcleo dessas células. Este receptor foi detectado também em câncer de pele não 

melanoma, o que indica que EP1 está associado a um melhor prognóstico de 

sobrevivência para os pacientes por ser expresso em tumores de baixo grau de 

malignidade (Ma et al., 2010). 

Este receptor não foi encontrado na linhagem T98G, talvez por tratar-se de um 

glioma de grau elevado, uma vez que os trabalhos citados sugerem que este receptor 

estaria presente em tumores menos agressivos, porém há contradições quanto a isso, 

pois EP1 é expresso em outras linhagens de GBM (Matsuo, 2004). 

Já o receptor EP2 demonstra ter papel importante nos mecanismos de 

proliferação e apoptose em tumores de pele, pois camundongos Knockout para esse 

receptor apresentam menor proliferação celular e maior número de células apoptóticas 

comparados ao tipo selvagem (Sung et al., 2003). Os efeitos de EP2 sobre a 

proliferação celular foi observado também nos tumores de mama, no qual a expressão 

de EP2 demonstra estar diretamente relacionada a expressão de COX-2 e os efeitos de 

aumento dessa expressão diretamente proporcionais a produção de PGE2 pela célula 

(Chang et al., 2004). PGE2 demonstra ter efeito citoprotetor ao reduzir a apoptose em 

linhagens de câncer colorretal (Loffer et al., 2008). 

Nossas análises de contagem do número total de células para o receptor EP2 

demonstram que o agonista Butaprost utilizado no ensaio não teve efeitos significativos 

sobre as células T98G (Figura 12), mas a análise de FACS revela redução de 20,10% 

na fase G1 do ciclo celular (Figura 23), o que pode significar a indução da progressão 

do ciclo celular para células que estavam paradas nesta fase, mas a ausência de 

efeitos nas fases S e G2/M poderiam explicar a ausência de efeitos para Butaprost. 

Quando realizamos os mesmos ensaios utilizando o antagonista AH 6809, 

efeitos significativos na redução do número de células foram observados, reduzindo em 

70,45% o número de células quando comparadas ao controle (Figura 13), a analise de 

FACS apresentou diminuição de 21,10% da população celular na fase G1 e 11,41% na 

fase G2/M (Figura 24), podendo significar a que a inibição de ligantes neste receptor 

por estimular a progressão do ciclo celular, mas pode também reduzir mitose. 
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O receptor EP3 aumenta a proliferação celular de câncer coloretal quando 

estimulado por PGE2 exógena e desempenha também efeitos citoprotetores reduzindo 

apoptose nessas células por meio da redução de cAMP. (Loffer et al., 2008). Análises 

em neuroblastoma demonstram que os efeitos proliferativos não são mediados por um 

único receptor, mas EP3 está entre eles (Casmuson et al., 2012). O receptor EP3 não 

influencia o crescimento ou a regulação da expressão de COX-2 em polipos intestinais 

(Sonoshita et al., 2001). Nas células T98G, nós identificamos a ausência da expressão 

deste receptor. 

O receptor EP4 está localizado na membrana celular, citoplasma e membrana 

nuclear e quando estimulado por PGE2 promove o aumento nos níveis de cAMP por 

ativação de adenilato ciclase. 

Este receptor é expresso nas glândulas mamarias durante a gravidez, assim 

como em tumores de mama, quando tratadas com NSAIDS, são observadas reduções 

não apenas na expressão de EP4, mas também no desenvolvimento do tumor, 

sugerindo o envolvimento deste receptor nos mecanismos de sobrevivência da célula 

tumoral (Chang et al., 2004). Este receptor tem a sua expressão aumentada nas células 

do endométrio durante a fase menstrual em mulheres não grávidas (Milne et al., 2001) 

e em câncer endometrial (Spinella et al., 2004). Esses dados sugerem a importância 

deste receptor para o desenvolvimento da célula tumoral nos seus mecanismos de 

proliferação. 

Nossas análises com o agonista Cay 10580 não tiveram efeitos significativos 

sobre o número total de células (Figura 15). Diferente da análise de FACS que 

demonstra aumento de 6,26% na fase G1 e aumento de 23,89% na fase S do ciclo 

celular (Figura 25). O aumento na fase G1 sugere a progressão do ciclo celular e o 

aumento na fase S é um forte indicio de proliferação celular, pois é nesta fase que o 

DNA é duplicado e a célula está preparando-se para a divisão, mas a ausência de 

efeitos na fase G2/M pode significar que essas células pararam nesta fase do ciclo 

celular. 

O antagonista L-161.982  para EP4 diminuiu o crescimento celular em 45,11%. 

Esse dado segue de encontro à análise de FACS, pois o tratamento dessas células 
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com L-161.982 induziu o aumento de 47,80% na população celular na fase G1 (Figura 

26), sugerindo que essas células tenham estacionado nesta fase do ciclo celular. 

Esses dados demonstram a importância do receptor EP2 e EP4, que apresentam 

efeitos importantes para a proliferação celular, mas não para apoptose e reflete também 

a importância de PGE1 e PGE2 que demonstrou aumentar o número de células pós o 

tratamento, mas também não tem influencias sobre apoptose. Além da importância da 

expressão das enzimas envolvidas na síntese de PGE1 e PGE2, pois COX-1 e COX-2 

demonstraram efeitos importantes no mecanismo de apoptose, sugerindo um efeito 

citoprotetor. 

Experimentos com células de pólipos intestinais deficientes de receptores EP2, 

demonstram a redução da expressão de COX-2, sugerindo um mecanismo de feedback 

positivo no qual EP2 induz a expressão de COX-2 originando a síntese elevada de 

PGE2 (Sonoshita et al., 2001). 

Alguns estudos demonstram resultados paradoxais em relação aos efeitos da 

administração exógena de PGE2 em concentrações elevadas, pois pode reduzir a 

proliferação celular (Matsuo et al., 2004; Lalier et al., 2007).  

Outro resultado divergente é a elevada expressão de mPGES-1 em gliomas, que 

demonstra estar correlacionada ao maior tempo de vida dos pacientes, pois tem efeito 

positivo sobre apoptose, estimulando aumento de Bax pela produção de PGE2 (Lalier et 

al., 2007). 

Embora explicações mais detalhadas permaneçam obscuras, é possível que a 

ativação de subtipos diferentes de receptores EPs tenha efeitos em modular a 

tumorigenese. Por exemplo, o agonismo de receptores EP2/EP4 inibe o crescimento de 

tumores intestinais, enquanto camundongos deficientes para esses receptores têm 

redução de lesões pré-neoplásicas induzidas por carcinógeno. 

Cada subtipo de receptor tem afinidade diferente para PGE2 e é expresso de 

forma diferente em cada tipo de tumor, além disso, o efeito de PGE2 pode diferir de 

acordo com a sua concentração e tipo celular (Matsuo et al., 2004). 
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6 CONCLUSÃO 

 

A busca por drogas capazes de reduzir os efeitos devastadores do 

câncer é constante na nossa sociedade. Não apenas drogas eficazes no 

tratamento, mas também eficazes em não agredir o organismo e suas funções 

com os efeitos adversos característicos que os medicamentos geralmente 

apresentam. 

Há muito tempo se utilizam anti-inflamatórios não esteroides, mas 

apenas há pouco tempo seu uso é empregado de forma terapêutica nos 

tratamentos contra o câncer. Muitos efeitos adversos estão vinculados a esses 

medicamentos, principalmente por ter como alvo enzimas tão importantes nos 

diversos mecanismos fisiológicos que constituem o nosso organismo. 

Este trabalho demonstra os efeitos de resposta celular tumoral ao se 

utilizar inibidores específicos para as enzimas COX-1 e COX-2, e nos ajuda a 

compreender os efeitos individuais dessas enzimas na linhagem T98G de 

células tumorais de GBM, além de confirmar o envolvimento e a importância 

dos receptores EP2 e EP4 nos mecanismos de proliferação e ausência de 

apoptose nessas células. 

Esses mecanismos demonstram ter relação direta com o produto de 

biossíntese das enzimas COX, principalmente a PGE2 que provou ter maior 

influencia na proliferação celular em relação a PGE1.  
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