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RESUMO: O glioblastoma multiforme (GBM) é o 
tipo de astrocitoma primário maligno e de maior 
ocorrência. É responsável por mais de 60% de 
todos os tumores cerebrais em adultos. Apesar da 
variedade de terapias modernas contra o GBM, 
ainda é uma doença mortal com prognóstico 
extremamente ruim. Os pacientes geralmente 
têm uma sobrevida média de aproximadamente 
14 a 15 meses a partir do diagnóstico. O objetivo 
deste estudo foi avaliar os efeitos citotóxicos 
e antiproliferativos de três monofosfoesteres 
(MFE) em células de glioblastoma multiforme 
humano U-138. A determinação da atividade 
citotóxica dos compostos foi avaliada pelo 
método colorimétrico MTT. O tratamento com o 
MFE-1 apresentou citotoxicidade para a célula 
tumoral U-138, com valores de IC50% 18,16 
e 11,6 mM no período de 24 e 48h, gerando 
alterações morfológicas de toxicidade. Para 
o tratamento com MFE-2 o valor de IC50% foi 
de 30,22 e 25mM nos períodos de 24 e 48h, 
com alterações significativas na morfologia e 
redução da confluência. O composto MFE-3 
não foi efetivo para o tratamento in vitro das 
células tumorais U-138, com valores de IC50% 

76,74 e 67,8 mM. Quando comparando os 
compostos em relação à efetividade in vitro, 
sua capacidade antiproliferativa e citotóxica 
para a célula de glioblastoma multiforme U-138, 
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o monofosfoester 1 apresentou menor IC50% em ambos os períodos de tratamento, 24 
e 48h, em comparação com os demais compostos testados. O MFE-3 não apresentou 
um resultado significativo, obtendo um IC50% 4 vezes maior que o monofosfoester 1 no 
período de 24h e aproximadamente 6 vezes maior quando comparando o valor obtido 
para o período de 48h.
PALAVRAS-CHAVE: Glioblastoma, monofosfoester, câncer, citotoxicidade

ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL OF LIPIDIC MONOPHOPHOSTERES IN 

HUMAN GLIOBLASTOMA CELLS 

ABSTRACT: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common type of malignant 
primary astrocytoma. It accounts for over 60% of all brain tumors in adults. Despite the 
variety of modern therapies against GBM, it is still a deadly disease with extremely poor 
prognosis. Patients usually have an average survival of approximately 14 to 15 months 
from diagnosis. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and antiproliferative 
effects of three monophosphoesters (MFE) on U-138 human glioblastoma multiforme 
cells. The determination of cytotoxic activity of the compounds was evaluated by the 
MTT colorimetric method. Treatment with MFE-1 presented cytotoxicity to tumor cell 
U-138, with IC50 values ​​18.16 and 11.6 mM in the 24 and 48h period, generating 
morphological changes of toxicity. For the treatment with MFE-2 the IC50% value was 
30.22 and 25mM in the 24 and 48h periods, with significant changes in morphology 
and reduction of confluence. Compound MFE-3 was not effective for in vitro treatment 
of U-138 tumor cells, with IC50% values ​​76.74 and 67.8 mM. When comparing the 
compounds with respect to their in vitro effectiveness, their antiproliferative and cytotoxic 
capacity for the U-138 glioblastoma multiforme cell, monophosphoester 1 had a lower 
IC50% in both treatment periods, 24 and 48h, compared to the other compounds. 
Monophosphoester 3 did not present a significant result, obtaining an IC50% 4 times 
higher than monophosphoester 1 in the 24h and approximately 6 times higher when 
comparing the value obtained for the 48h treatment.
KEYWORDS: Glioblastoma, monophosphoester, cancer, cytotoxicity

1 | 	INTRODUÇÃO

Ao sistema nervoso central (SNC) pertencem um grupo heterogêneo de 
cânceres gliais e não gliais raros, sendo os gliomas responsáveis pela maioria de 
todos os tumores malignos do sistema nervoso central em adultos, representando 
81% dos tumores malignos do cérebro, são altamente vascularizados e resistentes 
à apoptose (CROCETTI et. al, 2012). O glioblastoma multiforme (GBM), um 
glioma de grau IV, é o tumor cerebral maligno primário mais comum em adultos. 
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Embora o GBM seja um tumor raro com incidência global inferior a 10 por 100.000 
pessoas, seu mau prognóstico com taxa de sobrevivência de 14 a 15 meses, após o 
diagnóstico o torna um problema crucial de saúde pública (CROCETTI et. al, 2012; 
OSTROM et. al, 2014; OSTROM E GITTLEMAN, 2014). Não há terapias eficazes 
atuais para a doença, o prognóstico para pacientes com GBM é ruim, com uma 
sobrevida mediana de no máximo 14 a 16 meses, a taxa de sobrevida para 5 anos 
é de ~5,5% (CROCETTI et. al, 2012; GILBERT et. al, 2014; CHINOT et. al, 2014; 
TAAL et. al, 2014).

O padrão de cuidados atual para GBM envolve ressecção cirúrgica e tratamentos 
de acompanhamento com radioterapia e quimioterápicos, como temozolomida 
(TMZ), bem como bevacizumab, um anticorpo monoclonal direcionado ao fator 
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Embora a TMZ seja considerada um 
dos agentes quimioterapêuticos mais eficazes para prolongar a sobrevida dos 
pacientes com GBM (LAI et, al, 2018), esses tratamentos, incluindo a TMZ, não 
proporcionaram nenhuma sobrevida a longo prazo, e a recorrência é muito comum. 
A recorrência de gliomas de grau IV é devida à dificuldade de se obter uma seção 
cirúrgica grosseira, associada à resistência à quimioterapia (principalmente TMZ) 
(SHI et. al, 2017; FISHER et. al, 2007) e radioterapias (FURNARI et. al, 2007; LIU et. 
al, 2016). Células iniciadoras de glioma que possuem propriedades semelhantes a 
células tronco têm sido associadas à resistência à terapia e progressão (HAPPOLD 
et. al, 2018; WANG et. al, 2017).

O principal mecanismo responsável pela citotoxicidade da TMZ é metilar o 
DNA nas posições N7 e O6 na guanina, o que leva à falha do sistema de reparo 
na fita de DNA para encontrar uma base complementar para a guanina metilada 
resultando em erros no DNA e consequentemente bloqueia o ciclo celular na fase 
G2-M e desencadeia apoptose. Contudo, altos níveis de atividade da metil-guanina-
metil-transferase (MGMT) em células tumorais estão associados a  fraca resposta 
à temozolomida. O MGMT é uma proteína crítica de reparo do DNA que protege as 
células tumorais contra agentes quimioterapêuticos alquilantes.

Diante dos fatores limitantes das terapias ofertadas para o tratamento do 
GBM e a escassez de agentes terapêuticos eficazes e que possibilitem um melhor 
prognóstico, novas pesquisas que possibilitem o desenvolvimento de moléculas 
alvo específicas se tornam essências.

O 2-aminoetil Dihidrogeno Fosfato (2-AEH2F - MFE) é uma molécula envolvida 
no turnover de fosfolipídios, agindo como um precursor na síntese de alguns 
fosfolipídios de membrana (EYSTER, 2007). Nosso grupo utiliza o 2-AEH2F, e vem 
relatando seus efeitos antiproliferativos em uma ampla variedade de linhagens 
tumorais. In vivo o 2-AEH2F exibe efeitos antiproliferativos no modelo de leucemia 
promielocítica aguda (APL) e leucemia mieloide crônica (K562), células do melanoma 
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murino B16-F10, para o modelo de carcinoma renal murino RENCA, também 
apresentando citotoxicidade para células adenocarcinoma de mama humano MCF-
7, MDA MB-231, T-47D e hepatocarcinoma murino Hepa1c1c7 (FERREIRA et al., 
2011; FERREIRA et al., 2013a; FERREIRA et al., 2013b; MARIA et al., 2014; SILVA, 
2016; LUNA et al., 2016; LAVELI-SILVA, 2019; OLIVEIRA, 2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotóxicos e antiproliferativos de 
três monofosfoesteres em células de glioblastoma multiforme humano U-138.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem tumoral de glioblastoma U-138, originária da ATCC, 
tendo como código HTB-16TM, tendo mantida e estocada no banco de células 
pelo Dr. Durvanei Augusto Maria (Lab. Biologia Molecular, Instituto Butantan). 
Após descongelamento as células foram transferidas para garrafa de cultura 
celular (25 cm2), contendo o meio de cultura DMEM sem fenol vermelho (Cultilab, 
Campinas-SP) suplementado com soro fetal bovino 10%, bicarbonato se sódio 200 
mM, pH 7,4 em estufa 5% CO2 à 37ºC.  As células dispostas em monocamada 
foram submetidas à dissociação enzimática com solução de tripsina 0,2% + EDTA 
(Ethylenediamine tetraacetic acid) 0,02%, para que ocorra o desprendimento das 
células. A neutralização enzimática foi feita utilizando o mesmo meio de cultura 
DMEM contendo 10% SFB. Após a neutralização as células em suspensão foram 
contadas em câmara de Neubauer e a concentração ajustada para 105 células/mL. 
A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusão pelo azul de Tripan, 
sendo considerada ideal para a execução dos experimentos a viabilidade superior 
a 94%.

2.2	Determinação da atividade citotóxica pelo método MTT

As células tumorais foram incubadas em placas de 96 orifícios a concentração 
1x105 células/mL durante 24 e 48 horas e tratadas com o 2-AEH2F em diversas 
concentrações. Após 24 horas de tratamento o sobrenadante foi coletado em 
outra placa e adiciona-se 100 µL de MTT (Calbiochem – Darmstadt, Alemanha) 
na concentração de 5 mg/mL, as células formam incubadas por 3 horas em 
estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após este período, o conteúdo foi removido 
e acrescenta-se 100 µL de álcool metílico para dissolver os cristais de formazan 
formados e precipitados. A quantificação da absorbância foi feita em leitor de ELISA 
em comprimento de onda de 540 nm.  A concentração que induz toxicidade em 50% 
das células (IC=0) foi determinada no tratamento após 24 e 48 horas em diferentes 
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concentrações para avaliação do efeito dose-resposta.

2.3	Análises estatísticas

Todos os valores obtidos das diferentes linhagens celulares foram expressos 
em média ± desvio médio e após a obtenção dos valores individuais de cada 
linhagem celular tratada e controle, os resultados serão tabelados e analisados 
no programa Graphpad, Version 4.0 e InstatPad Prism Version 5.0.  A análise dos 
dados foi realizada pelas comparações de dois ou mais grupos com distribuição 
não paramétrica utilizando-se a análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 
comparação múltipla de TUKEY-KRAMER, considerando como nível crítico para 
significância valores de p< 0.05.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

As células tumorais U-138 foram incubadas e tratadas com MFE-1 em 
concentrações de 0,781 a 200 mM, durante 24 e 48h. Após o tratamento de 24h para o 
MFE-1, foi observado alterações morfológicas como retração citoplasmática a partir 
da concentração de 12,5 mM, lise celular, formação de detritos no sobrenadante, 
perda de adesão e redução da confluência a partir da concentração de 25 mM 
(Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografi as das análises morfológicas das células tumorais U-138 tratadas com 
o MFE-1 no período de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM 

(F) 200mM.

Após tratamento por 48h, foi observado efeitos citotóxicos com o aumento 
percentual de morte celular, perda de adesão celular, fragmentação da membrana 
citoplasmática e perda de progressão dos processos citoplasmáticos (Figura 2). A 
concentração necessária de MFE-1 para obter a IC50% foi de 18,16 e 11,6 mM no 
período de 24 e 48h respectivamente (Figura 3 A-B).
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Figura 2. Fotomicrografi as das análises morfológicas das células tumorais U-138 tratadas com 
o MFE-1 no período de 48 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM 

(F) 200mM.

Figura 3. Determinação da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico 
MTT. O gráfi co mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em média ± DP de três 
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experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentrações do MFE-
1 durante o período de 24 e 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.

O tratamento com o composto MFE-2 foi observada uma diminuição na 
densidade celular e um aumento das células com retração citoplasmática e formação 
de detritos celulares no sobrenadante a partir da concentração de 25mM no período 
de 24h (Figura 4). O tratamento no período de 48h não apresentou alterações 
signifi cativas quando comparado com o tratamento de 24h (Figura 5). O valor de 
IC50% obtido foi de 30,22 e 25 mM nos períodos de 24 e 48h (Figura 6).

Figura 4. Fotomicrografi as das análises morfológicas das células tumorais U-138 tratadas com 
o MFE-2 no período de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM 

(F) 200mM.
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O composto MFE-3 não apresentou uma efetividade para o tratamento in vitro 
do GBM. No período de 24 e 48h de tratamento as primeiras alterações morfológicas 
como retração citoplasmática e lise celular só foi observada na concentração 
de 100mM (Figura 7). A total inviabilização só foi observada na dose aguada do 
tratamento na concentração 200 mM, não apresentando citotoxicidade a célula 
teste. O IC50% obtido para esse composto foi de 76,74 e 67,8 mM no período de 24 
e 48h respectivamente (Figura 8).

Figura 5. Fotomicrografi as das análises morfológicas das células tumorais U-138 tratadas com 
o MFE-2 no período de 48 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM 

(F) 200mM.
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Figura 6. Determinação da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico 
MTT. O gráfi co mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em média ± DP de três 

experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentrações do MFE-
2 durante o período de 24 e 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.

Quando comparando os compostos em relação a efetividade in vitro, sua 
capacidade antiproliferativa e citotóxica para a célula de glioblastoma multiforme 
U-138, o MFE-1 apresentou menor IC50% em ambos os períodos de tratamento, 24 
e 48h, em comparação com os demais compostos testados. Pode ser observar 
claramente nas fotomicrografi as as alterações morfológicas causadas pela molécula. 
O composto MFE-2 apresentou um IC50% intermediário, não sendo tão específi co 
quanto o primeiro, resultado obtido devido a composição e a distribuição das 
moléculas contidas na solução, levando em conta o grau de pureza do composto. 
O composto MFE-3 não apresentou um resultado signifi cativo, obtendo um IC50% 4 
vezes maior que o monofosfoester 1 no período de 24h e aproximadamente 6 vezes 
maior quando comparando o valor obtido para o período de 48h (Figura 9).

Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos desenvolvidos 
pelo nosso grupo, onde a viabilidade celular avaliada após o período de 24h mostrou 
redução da viabilidade celular dependendo da concentração e do tempo para células 
de triplo negativo humano e leucemia mielóide crônica (LAVELI-SILVA et al., 2019 
e Oliveira et al., 2019).
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Figura 7. Fotomicrografi as das análises morfológicas das células tumorais  U-138 tratadas com 
o MFE-3 no período de 24 horas. (A) Controle (B) 0,781mM (C) 12.5mM (D) 25mM (E) 100mM 

(F) 200mM.
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Figura 8. Determinação da citotoxicidade em células tumorais U-138 pelo método colorimétrico 
MTT. O gráfi co mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em média ± DP de três 

experimentos independentes. As células foram tratadas com diferentes concentrações do MFE-
3 durante o período de 24 e 48 horas. (A) 24h de tratamento (B) 48h de tratamento.

Figura 9. Determinação da citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT. O gráfi co comparativo 
mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em média ± DP de três experimentos 

independentes. Tratamentos em diferentes concentrações no período de 24 e 48 horas de MFE 
distintos. (A) Comparativo no período de 24h (B) Comparativo no período de 48h.

Vários estudos foram publicados mostrando que os fosfolipídios antineoplásicos 
atuam nas membranas celulares dos tumores, interferindo na renovação dos 
fosfolipídios em contraste com os quimioterápicos convencionais. Esse processo 
ocorre devido à sua estabilidade, na qual suas ligações não são metabolizadas e 
podem interferir nos lipídios sinalizadores, causando apoptose em células tumorais 
malignas (VANBLITTERSWJIK et al., 2008).

O monofosfoester (MFE) foi citotóxico para todas as linhagens celulares 
tumorais estudadas pelo nosso grupo de pesquisa: EAT (tumor de Ehrlich 
ascites); Células B16F10 (melanoma murino); Células MCF7 (adenocarcinoma de 
mama humano); Células H292 (câncer de pulmão); Células SKMEL-28, MEWO 
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(melanoma humano), MDA MB-231 (triplo negativo humano) e K562 (Leucemia 
mielóide crônica). Além disso, o tratamento com monofosfoester não foi citotóxico 
para células normais, como fibroblastos e células endoteliais (FERREIRA et al., 
2012; FERREIRA et al., 2013a; FERREIRA et al., 2013b; LAVELI-SILVA et al., 2017; 
LAVELI-SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019) . Os resultados dos ensaios de 
citotoxicidade indicam que o monofosfoester promove seus efeitos antitumorais por 
meio de um mecanismo que parece ser comum a todas as células sem promover 
efeitos citotóxicos significativos nas células normais.

4 | 	CONCLUSÃO

O tratamento típico para glioblastoma envolve ressecção cirúrgica da massa 
tumoral, seguida de radioterapia e quimioterapia. No entanto, essas terapias 
geralmente são ineficazes dadas à alta taxa de recidiva, o aparecimento geral 
de resistência ao tumor ao longo do tempo, associado a uma grave deterioração 
neurológica do paciente. Neste estudo um novo potencial  terapêutico com 
os monofosfoesteres para células de glioblastoma multiforme humano U-138, 
os quais apresentam efeitos apoptótico, citotóxico e antiproliferativo seletivos 
independentemente do perfil de resistência que a célula apresenta a terapia 
existente.
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