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RESUMO

Objetivo: Avaliar, através de uma revisao sistematica da literatura, os efeitos
antitumorais dos canabindides em qualquer tipo de neoplasia, utilizando como
amostra seres humanos e animais de laboratorio com tumores, bem como culturas
de células tumorais. Método: A pesquisa incluiu as seguintes bases eletrénicas de
dados: PUBMED, EMBASE, LILACS e “The Cochrane Collaboration Controlled
Trials Register’”. Todos os estudos publicados que envolveram os efeitos
antitumorais (mecanismos celulares e moleculares) dos canabindides foram
considerados para esta revisdo. Desta forma, foram levados em conta nao
somente ensaios clinicos (randomizados ou ndo) como também estudos
experimentais in vivo e in vitro. A estratégia de busca bibliografica compreendeu
todas as publicagcbes de cada base de dados até 31 de dezembro de 2009. O
exame minucioso de todas as referéncias bibliograficas dos artigos importantes
para esta revisao (incluindo artigos de revisdo) foi igualmente realizado com o
objetivo de selecionar artigos que nao tivessem sido capturados pela estratégia de
busca eletrbnica. Resultados: De 3.920 artigos inicialmente identificados, 117
preencheram os critérios de inclusdo para esta revisdo. Todos os estudos
incluidos nesta revisdo sistematica foram experimentais (in vivo e/ou in vitro),
excetuando-se um estudo clinico piloto fase I/Il em humanos. Em todos os estudos
experimentais incluidos, os canabindides exerceram atividade antitumoral in vitro
e/ou evidéncia antitumoral in vivo em varios modelos de células tumorais e
tumores, respectivamente. As atividades antitumorais incluiram: efeitos
antiproliferativos (sequestro do ciclo celular), diminuicdo da viabilidade e morte
celular por toxicidade, apoptose, necrose, autofagia, efeitos antiangiogénicos e
antimigratorios. As evidéncias antitumorais incluiram: diminuicdo do tamanho
tumoral, efeitos antiangiogénicos e antimetastaticos. Adicionalmente, a maioria
dos estudos descreveu que os canabindides apresentaram seletividade na acao
antitumoral em varios modelos tumorais. Desta forma, as células normais usadas
como controle ndo foram atingidas. O fator seguranga na administragdo dos
canabindides também foi demonstrado in vivo, em ratos com tumores marcados

com células tumorais. O Uunico estudo realizado em humanos, por sua vez,
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demonstrou seguranga na administracdo intratumoral do delta-9-THC em
pacientes com glioblastoma multiforme recorrente. Conclusfes: Os varios
canabindides testados em multiplos modelos de tumores apresentaram efeitos
antitumorais in vitro e in vivo. Estes achados indicam que os canabindides sao
compostos promissores para o tratamento das neoplasias. No entanto, pesquisas
em seres humanos através de ensaios clinicos randomizados, metodologicamente
bem conduzidos, devem ser realizadas para a avaliacdo de eficacia dos mesmos
antes que eles possam ser indicados para esta finalidade. Este € o caso do delta-
9-THC e do canabidiol, que ja foram testados e aprovados para uso em humanos
em outras condig¢des clinicas. Outros canabindides, no entanto, necessitam ainda
de pesquisas farmacocinéticas, farmacodindamicas e toxicolégicas antes de

poderem ser testados em seres humanos.
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1. INTRODUCAO

A maconha tem sido utilizada pelo homem ao longo de sua histéria para
diversos fins. As referéncias mais remotas de seu uso sdo de mais de 12000 anos
atras. Fragmentos de relatos de séculos a.C. apontam a Asia Central como o local
de inicio do plantio de maconha para uso médico (Karniol, 2000). O uso de
cannabis como tratamento para uma variedade de doengas ajudou sua
propagac&o na Antiga Asia e no mundo ocidental. Foi utilizada no tratamento para
dor, controle do peso, espasmos musculares, pouco apetite, nauseas, insénia,
asma e depressao. Adicionalmente, seu uso foi reportado para aliviar dores
funcionais, sintomas pré-menstruais e colicas menstruais desde os tempos antigos
até os dias atuais (Grotenhermen, 2002).

O médico irlandés W. B. O'Shanghnessy fez varios testes toxicoldgicos em
animais de laboratério. Convencido da seguranga desta substéncia para
tratamento ele introduziu a cannabis no mundo ocidental em 1839, com a
publicacédo de um tratado sobre suas varias possibilidades de uso terapéutico
(Adams and Martin, 1996; Karniol, 2000; Fankhauser, 2002). No entanto, o seu
uso terapéutico permaneceu aceito até o inicio do século XX.

A maconha foi listada na farmacopéia americana até 1944 (Bonnie and
Whitebread, 1974), época na qual foi retirada desta lista devido a presséao politica
para banir o seu uso social nos EUA (Walsh et al., 2003). Embora tenha
permanecido na farmacopéia até esta data, ja em 1937 o seu uso médico foi
praticamente abolido em funcdo da “Marijuana Tax Act” (Lemberger, 1980), em
que o transporte da maconha passou a ser taxado com custos muito altos, o que
desestimulou os setores que trabalhavam com esta droga para fins medicinais.
Entre 1940 e 1950, o uso medicinal e a pesquisa decairam marcadamente,
principalmente nos Estados Unidos.

A condigdo de ilegalidade conferida a esta substancia na Convengao
Internacional sobre Drogas Narcéticas de 1961 e complementada pelo protocolo
de 1972 a coloca no "Schedule I". As substancias pertencentes a esta categoria

sao proibidas de serem cultivadas, portadas ou vendidas e nao lhe s&o atribuidas



nenhum uso medicinal (Machado, 1992; Adams and Martin, 1996; WHO, 1997;
Hall, 1998). Este entendimento foi extremamente importante para o
desencorajamento do seu uso terapéutico pelos profissionais de saude e pelo
desinteresse de pesquisas na area.

A cannabis é uma planta didica, ou seja, de sexos separados. As folhas e
as inflorescéncias, principalmente da planta feminina, secretam uma resina que
contém principios ativos chamados canabindides (Karniol, 2000). Dos quase 80
canabindides existentes nesta planta, o isbmero delta-9-tetrahidrocanabinol (THC)
€ 0 mais importante do ponto de vista farmacolégico e toxicologico (Karniol, 2000;
Fankhauser, 2002). Outros fitocanabindides relevantes incluem o delta-8-THC,
que é quase tao ativo quanto o delta-9-THC (THC), mas menos abundante;
canabinol, que é produzido em grandes quantidades, porém é um fraco agente
canabimimético; canabidiol, que ndo possui atividade canabimimética, mas é
abundante (Guzman, 2003). E importante ressaltar que, além dos canabindides,
existem mais de 400 constituintes na planta que podem influenciar suas agdes
(Karniol, 2000).

Os canabindides apresentam dois endocanabindides bem estabelecidos:
anandamida (AEA), primeiramente descrita pelo grupo do Dr. Mechoulam (Devane
et al., 1992) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et
al., 1995). Estes endocanabindides, diferente dos neurotransmissores classicos,
sao produzidos por demanda, apos a despolarizagdo dos neurbnios do terminal
pos-sinaptico. Os mesmos nado sao armazenados em vesiculas sinapticas e,
portanto, sdo prontamente liberados no espacgo extracelular apds sua produgao
(Sugiura et al., 1995, Freund et al., 2003). Existem também os compostos
chamados de ‘cannabinoid-like’ que sdo presentes nos cérebros de humanos,
ratos e camundongos (Di Marzo, 1998a; Macarrone & Finazzi-Agré, 2002a). Sao
eles a N-palmitoiletanolamina (PEA), N-oleoiletanolamina (OEA), e N-
estearoiletanolamina (SEA) (Mechoulam et al., 2002). No cérebro, eles podem
inibir a degradacao da AEA e 2-AG e, por conseguinte, aumentar a sua atividade
(Mechoulam et al., 2002).



Até o presente momento, foi descrito que os endocanabindides interagem
com cinco receptores: receptor CB1, CB2, vaniléide (TPRV1), GPR55 e PPARa
(embora pouco se saiba sobe o papel funcional da interagcdo dos
endocanabindides com os dois ultimos receptores) (Caterina et al.,, 1997,
Sawzdargo et al, 1999; Howlett et al., 2002; Ross, 2003; Mackie and Stella, 2006;
Ryberg et al., 2007; Sun et al., 2007) Os receptores CB1 e CB2 sao receptores
acoplados a proteina Gi/0 (Howllet, 2002). O CB1 se expressa de forma
abundante no cérebro, mas também em nervos periféricos terminais e em outros
locais como testiculos, olhos, endotélio vascular e bago (Guzman, 2003). Ja o CB2
foi inicialmente descrito como um receptor que se expressava quase que
exclusivamente no sistema imunoldgico, como nas células dos linfécitos Be T e
macrofagos e tecidos como bago, tonsilas e linfonodos (Howlett et al., 2002; Porter
and Felder, 2001). Estudos recentes, no entanto, mostram a existéncia destes
receptores no sistema nervoso central, particularmente nas células da microglia,
células do glioma, astrocitos e certas subpopulagdes neurais (Fernandez-Ruiz et
al., 2007). O receptor ionotrépico TRPV1 também €& expresso em diferentes
regides encefalicas (Mezey et al., 2000; Marinelli et al., 2005; Cristino et al., 2006)
e periféricas (Chen et al., 2003; Southall et al., 2003; Akiba et al., 2004; Golech et
al., 2004; Saunders et al., 2007). Os mesmos apresentam uma significante co-
expressao com os receptores CB1 em varias regides, resultando em uma
potencializagao funcional da sinalizacdo mediada por estes receptores (Mezey et
al.,2000; Hermann et al., 2003; Cristino et al., 2006).

Além dos endocanabindides, existem trés principais classes estruturais de
ligantes de agonistas canabindides: i. canabindides analogos ao THC ‘classicos’;
ii. canabindides analogos ao THC ‘nao-classicos’ (biciclicos e triciclicos); iii.
aminoalquilindoles (Guzman, 2003). Os canabindides classicos incluem os
canabindides produzidos pela planta da Cannabis sativa e outros sintetizados pela
Universidade Hebraica de Israel (séries HU) (Guzman et al., 2001a). Os
canabindides nao-classicos sdao um grupo composto de diferentes sintéticos
analogos ao THC (biciclicos e triciclicos) e o seu principal representante é o CP-

55,940 (Guzman et al., 2001a). Os aminoalquilindoles, a parte dos inibidores da



ciclooxigenase, sdo compostos canabimiméticos. Este grupo é representado pelo
WIN-55,212-2 (Guzman et al., 2001a).

Através de modificacbes seletivas de estruturas quimicas das moléculas
dos canabindides, foram criados agonistas (Guzman, 2003) e antagonistas
(Howlett, 2002; Pertwee, 2000) sintéticos seletivos para os receptores CB1 e CB2.
Estes novos compostos representam excelentes ferramentas farmacoldgicas para
o estudo do sistema endocanabinéide, bem como podem servir como um padrao
para o desenho de drogas clinicamente uteis (Guzman, 2003). Vale ressaltar que,
as vezes, estes compostos se comportam como agonistas inversos ao inves de
antagonistas (Velasco et al., 2007).

Os canabindides enddgenos, seus receptores e seus processos de sintese,
recaptura e degradacéao, constituem o que se chama de sistema endocanabindide
(Piomelli, 2003). Muita das agbes farmacoldgicas do sistema endocanabindide se
da pela sua propriedade modulatéria com outros sistemas de neurotransmissao
(Pertwee, 1990; Adams and Martin, 1996; Mallet and Beninger, 1996; Felder and
Glass, 1998), abrindo um grande potencial para a descoberta de drogas
terapéuticas que nele atuem (Karniol, 2000).

Os efeitos terapéuticos da cannabis e de seu principal agente
farmacologico, o delta-9-THC, tém sido estudados por pesquisadores de
diferentes paises, incluindo suas agdes no glaucoma, esclerose multipla, anorexia
associada a AIDS, enxaqueca, epilepsia, dor crénica, depressao, nausea e vémito
decorrente de quimioterapia em pacientes com céancer, entre outras
(Grotenherman, 2002). Estas pesquisas tem colaborado para a dismistificagdo do
uso terapéutico da planta.

O fitocanabindide canabidiol (CBD), por sua vez, tem sido alvo de grande
interesse por parte dos pesquisadores pela verificagdo de que o mesmo nao
apresenta efeitos psicoativos (Cunha el al, 1980; Carlini and Cunha, 1981).
Estudos sobre as interagdes entre o delta-9-THC e o CBD também tem sido o foco
de diversas pesquisas. Além dos efeitos medicinais verificados para o CBD
(Vaccani et al., 2005; Massi et al., 2006; Ligresti et al., 2006), o mesmo apresenta

efeito modulatério nas agdes do delta-9-THC, diminuindo os efeitos colaterais do



mesmo (Russo, 2006a). Esta observagao foi primordiamente verificada por
pesquisadores brasileiros (Karniol and Carlini, 1973; Karniol et al., 1974; Zuardi et
al., 1982). No Brasil, o professor Ribeiro do Valle foi pioneiro nas pesquisas
farmacoldgicas sobre a Cannabis sativa (Vieira et al., 1967; Valle et al., 1968). O
CBD, em particular, tem sido estudado por varios pesquisadores brasileiros em
diferentes modelos de doencas in vivo (Carlini et al, 1973; Carlini et al, 1975;
Mechoulam and Carlini, 1978; Consroe et al., 1982; Leite et al., 1982, Zuardi et al.,
1991) e em humanos (Cunha el al., 1980; Carlini and Cunha, 1981; Zuardi et al.,
2009; Hallak et al., 2010).

Embora a maconha néo tenha retornado a farmacopéia americana, em
1986 o FDA aprovou o uso medicinal do delta-9-THC em pacientes com cancer
para o alivio dos efeitos colaterais de nausea e vOmito decorrentes de
quimioterapia (Walsh et al., 2003; Machado Rocha et al., 2008). Até o momento,
duas medicagdes, Marinol (dronabinol, delta-9-THC) e Cesamet (nabilone), sdo
aprovadas para este fim (Machado Rocha et al., 2008). O Marinol, por sua vez,
também é aprovado para o tratamento da anorexia e caquexia em pacientes com
AIDS (Grotenhermen, 2002).

Discussbes sobre o viés ideologico da proibicdo do uso da cannabis para
fins medicinais vem ocorrendo em diversos nucleos de pesquisadores. Salienta-se
que a Organizagdo Mundial de Saude, em Convencéao das Nagdes Unidas sobre
Drogas Psicotropicas realizada em 2003, propbés que o delta-9-THC deveria ser
reclassificado para “Schedule IV’ (WHO, 2003; Carlini, 2004). As substancias
pertencentes a este categoria s&do aquelas que nao apresentam risco substancial
para a saude publica e que sua forma de abuso é rara (WHO, 2003; Carlini, 2004).

A atividade anti-neoplasica do THC e de seus analogos foram
primeiramente observados no inicio dos anos 70 (Munson et al., 1975), antes das
descobertas dos receptores canabindides e dos endocanabindides. No entanto, a
despeito do grande potencial de interesse do tema, n&o houve investigagbes
aprofundadas sobre o mesmo neste periodo (Bifulco and Di Marzo, 2002). Por
outro lado, estudos recentes sugerem que drogas que mimetizam o sistema

endocanabindide podem ser usadas para retardar ou bloquear o desenvolvimento



do céancer (Bifulco and Di Marzo, 2002; Derkinderen et al., 2004; Velasco et al.,
2004; Carter and Ugalde, 2004; Bifulco et al., 2006; Vignot et al., 2006; Bifulco et
al., 2007). Estes efeitos sdo decorrentes da agao dos canabinoides em diversos
mecanismos celulares e moleculares diretamente relacionados com o controle da
proliferacao e sobrevivéncia celular (Bouaboula et al., 1995; Derkinderen et al.,
1996; Liu et al., 2000; Gomez Del Pulgar et al., 2000; Rueda et al., 2002).
Adicionalmente estes efeitos sdo tanto dependentes quanto independentes da
ativacdo dos receptores canabindides. Neste sentido, os endocanabindides
exercem um papel central no controle do destino celular.

Esta revisdo sistematica teve como proposta localizar toda informagéao
cientifica disponivel sobre o efeito antitumoral dos canabinodides na literatura
mundial, e agrupar os seus resultados no intuito de fornecer um panorama dos

efeitos medicinais dos canabindides no tratamento do cancer.
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2. OBJETIVO

Objetivo geral:

e Avaliar os efeitos antitumorais dos canabindides no tratamento de qualquer
tipo de cancer em estudos in vivo (humanos e animais de laboratério) e in

vitro (cultura de células tumorais).

Ojetivos especificos:

e Avaliar os efeitos celulares e moleculares dos canabindides envolvidos na
toxicidade, morte celular tumoral e/ou efeitos antiproliferativos, bem como
os seus efeitos na diminuicdo do crescimento tumoral

e Avaliar os efeitos celulares e moleculares dos canabindides envolvidos nos
seus efeitos antiangiogénicos

e Avaliar os efeitos celulares e moleculares dos canabindides envolvidos nos

seus efeitos antimetastaticos



10

METODOS




11

3. METODOS

3.1 Revisao Sistematica e Metanalise

A revisao sistematica € uma forma de conduzir revisées da literatura com o
mesmo rigor cientifico verificado na condugédo de ensaios clinicos. Dessa forma,
descreve os critérios de inclusdo e exclusdo a serem aplicados, o método de
avaliagdo da qualidade metodoldgica e a forma como os resultados serdo
apresentados.

Caracteriza-se por uma pesquisa exaustiva e uma anadlise objetiva da
literatura disponivel, utilizando-se de uma metodologia pré-estabelecida em um
protocolo, possibilitando a replicagcdo da estratégia utilizada, com uma selegao
justificada dos estudos e uma analise da qualidade metodolégica dos mesmos. E
uma tentativa de sintetizar todas as informagdes em um dado momento sobre uma
questao especifica. Ela pode ou nao incluir metanalise, método que permite a
estimativa do efeito das intervencgdes (Glass, 1976; Cucherat, 1997).

A metanalise distingue trés formas de analise de pesquisas: i. a primaria ou
analise dos dados originais; ii. a secundaria ou reanalise dos dados originais, com
0 objetivo de se responder a novas questdes; iii. a metanalise, ou seja, analise da
analise, que constituiria “0 método que analisaria estatisticamente o conjunto dos
resultados de varios estudos individuais com o objetivo de integrar os achados”
(Glass, 1976). A metanalise, mais do que uma simples técnica estatistica, € um
procedimento. Esta sintese proporciona ganho de poder estatistico na pesquisa
dos efeitos de determinado tratamento, maior precisdo na estimativa do tamanho
do efeito e permite, em casos de resultados aparentemente discordantes, uma
visao global da situacéo.

Aplicadas recentemente a medicina, a revisao sistematica e a metanalise
respondem a necessidade crescente de acompanhamento dos avancos e das

evidéncias, sobre as quais devem se apoiar as decisdes terapéuticas.
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3.2 Critérios de Sele¢édo dos Estudos

Tipos de Estudo:

Todos os estudos publicados que envolveram efeitos antitumorais (mecanismos

celulares e moleculares) dos canabindides foram incluidos:

e Ensaios clinicos, metodologicamente adequados, randomizados ou ndo, em
seres humanos que utilizaram cannabis (e/ou canabindides) no tratamento
antitumoral de qualquer tipo de cancer.

e Estudos experimentais que avaliaram os mecanismos antitumorais dos
canabindides em qualquer tipo de cancer em animais de laboratério, bem

como o uso de canabindides em qualquer linha de células tumorais.

Tipos de Participantes (amostra):

e Pessoas com qualquer tipo de cancer, independente de sexo, idade e local
de tratamento
e Animais de laboratério com qualquer tipo de tumor

e Células tumorais em experimentos in vitro

Tipos de Intervencéo:

Intervencgdes farmacolégicas a base de produtos derivados de cannabis
(canabindides) e/ou cannabis fumada, independente do tempo de intervencéo e da
associagao a outros tipos de terapia antitumorais nos seguintes casos: i. em
pacientes com qualquer tipo de cancer; ii. em animais de laboratério com tumores;

iii. em células tumorais em experimentos in vitro.
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3.3 Critérios de exclusao dos estudos:

e estudos ndo publicados

e estudos que descreveram outros mecanismos além dos "celulares" e
"moleculares”

e estudos nos quais os mecanismos envolvidos nos efeitos antitumorais dos
canabindides foram somente supostos e ndo evidenciados.

e Artigos narrativos de revisdo (estes artigos foram usados para verificagao

de referéncias bibliograficas)

3.4 Pesquisa Bibliografica

Foram realizadas busca nas seguintes bases eletrbnicas de dados:
MEDLINE (PUBMED), EMBASE, LILACS e “The Cochrane Collaboration
Controlled Trials Register”. A estratégia de busca bibliografica compreendeu o
periodo inicial das bases de dados até 31 de dezembro de 2009.

A expressao de busca baseou-se nas seguintes categorias de MESH Terms
(“Medical Subject Heading”): “cannabis”, “cannabinoids”, “endocannabinoids”,
‘cannabinoid receptors”, “neoplasms”, “cultured tumor cells”, “antineoplastic
drugs”, “fatty acid synthesis inhibitors”, “antimitotic drugs”, “cancer treatment
protocol”’. As diferentes estratégias de busca utilizadas para as diversas bases de
dados sao apresentadas abaixo.

As referéncias bibliograficas de todos os estudos considerados relevantes
para esta revisao foram examinadas detalhadamente, a fim de encontrar estudos
nao identificados na pesquisa eletronica.

Segue a descri¢cdo das bases de dados mencionadas:
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3.4.1 MEDLINE (Silver Platter, SPIRS v2.0)

MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online) é um
banco de dados composto por 3500 jornais e revistas, cobrindo todas as areas
das ciéncias da saude. Corresponde basicamente as mesmas fontes encontradas
no Index Medicus, na estrutura mais detalhada ja desenvolvida para pesquisa
online, sendo 75% das referéncias de publicagdes de lingua inglesa (Armstrong,
1993).

Segue a estratégia de busca utilizada para o MEDLINE.

("neoplasms"[MeSH Terms] OR "neoplasms"[All Fields]) AND ("1"[PDAT] :
"2009/12/31"[PDAT]) OR ("cultured tumour cells"[All Fields] OR "tumor cells,
cultured"[MeSH Terms] OR ("tumor"[All Fields] AND "cells"[All Fields] AND
"cultured"[All Fields]) OR "cultured tumor cells"[All Fields] OR ("cultured"[All Fields]
AND "tumor"[All Fields] AND "cells"[All Fields])) AND ("1"[PDAT] :
"2009/12/31"[PDAT]) OR ("antineoplastic agents"[MeSH Terms] OR
("antineoplastic"[All Fields] AND "agents"[All Fields]) OR "antineoplastic agents"[All
Fields] OR ("antineoplastic"[All Fields] AND "drugs"[All Fields]) OR "antineoplastic
drugs"[All Fields] OR "antineoplastic agents"[Pharmacological Action]) AND
("1"[PDAT] : "2009/12/31"[PDAT]) OR ("fatty acid synthesis inhibitors"[MeSH
Terms] OR ("fatty"[All Fields] AND "acid"[All Fields] AND "synthesis"[All Fields]
AND "inhibitors"[All Fields]) OR "fatty acid synthesis inhibitors"[All Fields] OR "fatty
acid synthesis inhibitors"[Pharmacological Action]) AND ("1"[PDAT] :
"2009/12/31"[PDAT]) OR ("antimitotic agents"[MeSH Terms] OR ("antimitotic"[All
Fields] AND "agents"[All Fields]) OR "antimitotic agents"[All Fields] OR
("antimitotic"[All Fields] AND "drugs"[All Fields]) OR "antimitotic drugs"[All Fields]
OR "antimitotic agents"[Pharmacological Action]) AND ("1"[PDAT] :
"2009/12/31"[PDAT]) OR ("antineoplastic protocols"[MeSH Terms] OR
("antineoplastic"[All Fields] AND "protocols"[All Fields]) OR "antineoplastic
protocols"[All Fields] OR ("cancer"[All Fields] AND "treatment"[All Fields] AND
"protocol"[All Fields]) OR "cancer treatment protocol"[All Fields]) AND ("1"[PDAT] :



15

"2009/12/31"[PDAT]) AND (("marijuana abuse"[MeSH Terms] OR ("marijuana"[All
Fields] AND "abuse"[All Fields]) OR "marijuana abuse"[All Fields] OR
"cannabis"[All Fields] OR "cannabis"[MeSH Terms]) AND ("1"[PDAT] :
"2009/12/31"[PDAT]) OR (cannabacealAll Fields] OR cannabaceae[All Fields] OR
cannabaceae/immunology[All Fields] OR cannabaceae/metabolism[All Fields] OR
cannabaceae/physiology[All Fields] OR cannabainoid[All Fields] OR
cannabalized[All Fields] OR cannabanoid[All Fields] OR cannabi[All Fields] OR
cannabias[All Fields] OR cannabic[All Fields] OR cannabichromanone[All Fields]
OR cannabichromenel[All Fields] OR cannabichromenic[All Fields] OR
cannabicitran[All Fields] OR cannabicoumarononic[All Fields] OR
cannabicyclohexanol[All Fields] OR cannabicyclol[All Fields] OR cannabidinoid[All
Fields] OR cannabidinoids[All Fields] OR cannabidiol[All Fields] OR
cannabidiol/agonists[All Fields] OR cannabidiol/analysis[All Fields] OR
cannabidiol/blood[All Fields] OR cannabidiol/chemistry[All Fields] OR
cannabidiol/immunology[All Fields] OR cannabidiol/metabolism[All Fields] OR
cannabidiol/pharmacokinetics[All Fields] OR cannabidiol/pharmacology[All Fields]
OR cannabidiol/thc[All Fields] OR cannabidiol/toxicity[All Fields] OR
cannabidiol/urine[All Fields] OR cannabidiol's[All Fields] OR cannabidiolic[All
Fields] OR cannabidiolique[All Fields] OR cannabidiolocarbonsaure[All Fields] OR
cannabidiols[All Fields] OR cannabidivarin[All Fields] OR cannabidol[All Fields] OR
cannabidolic[All Fields] OR cannabielsoin[All Fields] OR cannabies[All Fields] OR
cannabiflavonoids[All Fields] OR cannabifolactone[All Fields] OR cannabifolia[All
Fields] OR cannabifolius[All Fields] OR cannabigerol[All Fields] OR
cannabigerolate[All Fields] OR cannabigerolic[All Fields] OR cannabilactone[All
Fields] OR cannabilactones[All Fields] OR cannabilism[All Fields] OR
cannabimimetic[All Fields] OR cannabimimetic'[All Fields] OR
cannabimimetically[All Fields] OR cannabimimetics[All Fields] OR
cannabimimetric[All Fields] OR cannabina[All Fields] OR cannabinaceae[All Fields]
OR cannabinaceas[All Fields] OR cannabinacees[All Fields] OR cannabinceael[All
Fields] OR cannabinergic[All Fields] OR cannabinergics[All Fields] OR

cannabinerolic[All Fields] OR cannabinimimetic[All Fields] OR cannabiniod[All
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Fields] OR cannabinioid[All Fields] OR cannabinlid[All Fields] OR cannabinnoid[All
Fields] OR cannabinnoids[All Fields] OR cannabino[All Fields] OR cannabinod[All
Fields] OR cannabinodiergic[All Fields] OR cannabinodiol[All Fields] OR
cannabinoic[All Fields] OR cannabinoid[All Fields] OR cannabinoid/anandamide[All
Fields] OR cannabinoid/cocaine[All Fields] OR cannabinoid/endocannabinoid[All
Fields] OR cannabinoid/melanocortin[All Fields] OR cannabinoid/metabotropic[All
Fields] OR cannabinoid/opioid[All Fields] OR cannabinoid/vanilloid[All Fields] OR
cannabinoid'[All Fields] OR cannabinoid's[All Fields] OR cannabinoid1[All Fields]
OR cannabinoid2[All Fields] OR cannabinoidagonisten[All Fields] OR
cannabinoidbefunde[All Fields] OR cannabinoide[All Fields] OR cannabinoiden[All
Fields] OR cannabinoider[All Fields] OR cannabinoidergic[All Fields] OR
cannabinoidernas[All Fields] OR cannabinoides[All Fields] OR
cannabinoidfuhrung[All Fields] OR cannabinoidgehalt[All Fields] OR
cannabinoidhyperemesis[All Fields] OR cannabinoidi[All Fields] OR
cannabinoidic[All Fields] OR cannabinoidiol[All Fields] OR
cannabinoidkonzentrationen[All Fields] OR cannabinoidreceptorer[All Fields] OR
cannabinoids[All Fields] OR cannabinoids/agonists[All Fields] OR
cannabinoids/analysis[All Fields] OR cannabinoids/biosynthesis[All Fields] OR
cannabinoids/blood[All Fields] OR cannabinoids/cannabimimetics[All Fields] OR
cannabinoids/chemistry[All Fields] OR cannabinoids/classification[All Fields] OR
cannabinoids/contraindications[All Fields] OR cannabinoids/economics[All Fields]
OR cannabinoids/endocannabinoids[All Fields] OR cannabinoids/genetics[All
Fields] OR cannabinoids/history[All Fields] OR cannabinoids/immunology[All
Fields] OR cannabinoids/metabolism[All Fields] OR
cannabinoids/pharmacokinetics[All Fields] OR cannabinoids/pharmacology[All
Fields] OR cannabinoids/poisoning[All Fields] OR cannabinoids/secretion[All
Fields] OR cannabinoids/toxicity[All Fields] OR cannabinoids/urine[All Fields] OR
cannabinoids'[All Fields] OR cannabinoidsystem[All Fields] OR
cannabinoidsystems[All Fields] OR cannabinol[All Fields] OR
cannabinol/analysis[All Fields] OR cannabinol/biosynthesis[All Fields] OR
cannabinol/blood[All Fields] OR cannabinol/chemistry[All Fields] OR
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cannabinol/history[All Fields] OR cannabinol/immunology[All Fields] OR
cannabinol/metabolism[All Fields] OR cannabinol/pharmacokinetics[All Fields] OR
cannabinol/pharmacology[All Fields] OR cannabinol/poisoning[All Fields] OR
cannabinol/toxicity[All Fields] OR cannabinol/urine[All Fields] OR cannabinolate[All
Fields] OR cannabinold[All Fields] OR cannabinole[All Fields] OR cannabinolen[All
Fields] OR cannabinoles[All Fields] OR cannabinoli[All Fields] OR cannabinolic[All
Fields] OR cannabinols[All Fields] OR cannabinomania[All Fields] OR
cannabinomimetic[All Fields] OR cannabinomimetics[All Fields] OR
cannabinomimetikum[All Fields] OR cannabinomodulatory[All Fields] OR
cannabinsids[All Fields] OR cannabinu[All Fields] OR cannabinum[All Fields] OR
cannabinus[All Fields] OR cannabio[All Fields] OR cannabiol[All Fields] OR
cannabionid[All Fields] OR cannabionoid[All Fields] OR cannabionoids[All Fields]
OR cannabiorci[All Fields] OR cannabiorcichromenic[All Fields] OR cannabiosel[All
Fields] OR cannabiosis[All Fields] OR cannabique[All Fields] OR cannabiques|All
Fields] OR cannabiripsol[All Fields] OR cannabis[All Fields] OR
cannabis/addiction[All Fields] OR cannabis/alcohol[All Fields] OR
cannabis/amphetamine[All Fields] OR cannabis/analysis[All Fields] OR
cannabis/biosynthesis[All Fields] OR cannabis/blood[All Fields] OR
cannabis/cannabinoid[All Fields] OR cannabis/cannabinoids[All Fields] OR
cannabis/chemistry[All Fields] OR cannabis/classification[All Fields] OR
cannabis/cocaine[All Fields] OR cannabis/cytology[All Fields] OR
cannabis/determination[All Fields] OR cannabis/effects[All Fields] OR
cannabis/enzymology[All Fields] OR cannabis/genetics[All Fields] OR
cannabis/history[All Fields] OR cannabis/humulus[All Fields] OR
cannabis/immunology[All Fields] OR cannabis/indica[All Fields] OR
cannabis/injurious[All Fields] OR cannabis/kg[All Fields] OR cannabis/mandrax[All
Fields] OR cannabis/marijuana[All Fields] OR cannabis/metabolism[All Fields] OR
cannabis/methaqualone[All Fields] OR cannabis/methaqualone/tobacco[All Fields]
OR cannabis/microbiology[All Fields] OR cannabis/neuroleptics[All Fields] OR
cannabis/other[All Fields] OR cannabis/pharmacology[All Fields] OR
cannabis/physiology[All Fields] OR cannabis/poisoning[All Fields] OR
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cannabis/psychosis[All Fields] OR cannabis/simulants[All Fields] OR
cannabis/standards[All Fields] OR cannabis/thc[All Fields] OR cannabis/therapy[All
Fields] OR cannabis/tobacco/methaqualone[All Fields] OR cannabis/toxicity[All
Fields] OR cannabis/toxicology[All Fields] OR cannabis/ultrastructure[All Fields]
OR cannabis/urine[All Fields] OR cannabis/virology[All Fields] OR cannabis'[All
Fields] OR cannabis's[All Fields] OR cannabisabhangigen[All Fields] OR
cannabisabhangigkeit[All Fields] OR cannabisabusus[All Fields] OR
cannabisambulanz[All Fields] OR cannabisativine[All Fields] OR
cannabisbezogene[All Fields] OR cannabisbol[All Fields] OR cannabisbruk[All
Fields] OR cannabisbruket[All Fields] OR cannabiscitrin[All Fields] OR
cannabisdrogen[All Fields] OR cannabiserlebnisse[All Fields] OR
cannabisforskning[All Fields] OR cannabisgebrauchenden[All Fields] OR
cannabisgebruik[All Fields] OR cannabisgeinduceerde[All Fields] OR
cannabisharz[All Fields] OR cannabisin[All Fields] OR cannabisinhaltstoffen[All
Fields] OR cannabisins[All Fields] OR cannabisintoksikation[All Fields] OR
cannabisis[All Fields] OR cannabiskonsum[All Fields] OR cannabiskonsums[All
Fields] OR cannabislike[All Fields] OR cannabism[All Fields] OR cannabisme[All
Fields] OR cannabismetabolitter[All Fields] OR cannabismisbrugere[All Fields] OR
cannabismissbruk[All Fields] OR cannabismissbruket[All Fields] OR
cannabisnaiven[All Fields] OR cannabispflanzen[All Fields] OR cannabispiran[All
Fields] OR cannabispiranol[All Fields] OR cannabispirenone[All Fields] OR
cannabispiro[All Fields] OR cannabispirol[All Fields] OR cannabispirone[All Fields]
OR cannabisproblemer[All Fields] OR cannabisproduken[All Fields] OR
cannabisprodukten[All Fields] OR cannabispsychosen[All Fields] OR
cannabispsykoser[All Fields] OR cannabisstoffene[All Fields] OR
cannabisstoffer[All Fields] OR cannabistilbene[All Fields] OR cannabistilbenes[All
Fields] OR cannabiswirkstoffe[All Fields] OR cannabitriol[All Fields] OR
cannabium[All Fields] OR cannabivarichromene[All Fields] OR cannabivarin[All
Fields] OR cannabivarins[All Fields] OR cannable[All Fields] OR cannabmimetic[All
Fields] OR cannaboid[All Fields] OR cannaboids[All Fields] OR cannabravalAll
Fields] OR cannaby[All Fields]) AND ("1"[PDAT] : "2009/12/31"[PDAT]) OR
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("cannabinoids"[MeSH Terms] OR "cannabinoids"[All Fields]) AND ("1"[PDAT]:
"2009/12/31"[PDAT]) OR ("endocannabinoids"[MeSH Terms] OR
"endocannabinoids"[All Fields] OR "endocannabinoids"[Pharmacological Action])
AND ("1"[PDAT] : "2009/12/31"[PDAT]) OR ("receptors, cannabinoid"[MeSH
Terms] OR ("receptors"[All Fields] AND "cannabinoid"[All Fields]) OR "cannabinoid
receptors"[All Fields] OR ("cannabinoid"[All Fields] AND "receptors"[All Fields]))
AND ("1"[PDAT] : "2009/12/31"[PDAT]))

3.4.2 EMBASE (BIDS online)

EMBASE ¢é o nome comercial do banco de dados Excerta Medica. Este
banco de dados contém referéncias de 4700 jornais e revistas de 110 diferentes
paises, sendo 56% dessas publicagcbes provenientes do continente europeu
(Armstrong, 1993).

A estratégia de busca para o EMBASE foi a mesma utilizada para o
MEDLINE.

#1 ‘neoplasm’/exp

#2 ‘tumor cell culture’/exp

#3 ‘antineoplastic activity’/exp

#4 ‘antineoplastic agent’/exp

#5 ‘clinical protocol’

#6 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5

#7 ‘cannabis’/exp

#8 ‘cannabinoid’/exp

#9 ‘cannabinoid’/exp AND ‘receptor’/exp
#10 ‘endocannabinoid’/exp

#11 ‘cannabis’/exp AND ‘smoking’/exp
#12 ‘cannabis’/exp AND derivative

#13 #7 OR #8 OR #9 OR #10 OR #11 OR #12
#14 #6 AND #13
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3.4.3 LILACS (BIREME, CD-ROM)

LILACS (Literatura Latino Americana em Ciéncia da Saude) € composta
basicamente por referéncias de jornais, livros, dissertagdes e teses publicadas em
portugués, espanhol ou inglés, nos paises das Américas do Sul, Central e Caribe
(Armstrong, 1993).

Segue a estratégia de busca elaborada para o LILACS.

cannabis or cannab$ or cannabinoids or endocannabinoids or cannabinoid
receptors [Words] and neoplasms or neop$ or canc$ or cultured tumor cells or
antineoplastic drugs or antimitotic drugs or fatty acid synthesis inhibitors or cancer

treatment protocol [Words]

3.4.4 COCHRANE CONTROLLED TRIALS REGISTER

O Registro Cochrane dos Ensaios Clinicos Controlados (CCTR) € um banco
de dados com todas as referéncias bibliograficas dos ensaios clinicos identificados
por membros da Colaboracdo, como parte de um esforgo internacional de criar
uma fonte de dados nao tendenciosa para a realizagcao de revisdes sistematicas.
Esse banco de dados, atualmente com mais de 130.000 referéncias, tem como
principal caracteristica o resultado da pesquisa manual executada nos principais
jornais em ciéncias da saude.

Segue a estratégia de busca utilizada para o COCHRANE CONTROLLED
TRIALS REGISTER.

((cannabis or cannabinoids or endocannabinoids or cannabinoid and receptors)
and (neoplasms or cultured and tumor and cells or antineoplastic and drugs or

antimitotic and drugs or fatty and acid and synthesis and inhibitors))
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3.5 Avaliacdo da Qualidade Metodoldgica

A avaliagdo da qualidade metodologica dos estudos clinicos é considerada
de vital importancia na conducdo de revisdes sistematicas e na busca da melhor
evidéncia disponivel do efeito terapéutico de uma intervencao. Os estudos clinicos
controlados randomizados sao considerados o meio mais confiavel para avaliar o
efeito de um tratamento (WHO, 1997).

A avaliacdo critica de cada um dos ensaios clinicos a serem inseridos numa
revisdo sistematica € crucial para limitar potenciais vieses (bias) ou erros
sistematicos, para auxiliar nas possiveis comparacdes a serem realizadas e servir
como guia na interpretagao dos achados finais (Mulrow & Oxman, 1997). Isso se
da através da andlise minuciosa dos processos de distribuicdo aleatéria
(randomizacéo), além da verificagdo de como os individuos que deixaram o estudo
antes do seu término foram tratados na analise estatistica (analise por intencéo de
tratar). Em uma metanalise, o seguimento em duplo-cego e a analise por intengao
de tratar sdo fundamentais para reduzir os chamados fatores de confusdo no
seguimento dos pacientes e na avaliagao dos resultados.

No entanto, a presente revisdo sistematica ndo encontrou estudos
randomizados para os desfechos a que se propds. O uUnico estudo incluido sobre
os efeitos antitumorais dos canabinéides em humanos foi um estudo clinico piloto
fase I/ll. Todos os outros estudos incluidos foram experimentais. Desta forma, a
qualidade metodolégica apresentou-se intrinsica, pois houve a descricao
detalhada, por parte dos autores, de todos os procedimentos experimentais
realizados. Portanto, ndo foram utilizados os critérios de avaliagdo metodoldgica
do Manual da Colaboragdo Cochrane (Mulrow & Oxman, 1997; Jadad et al., 1996)
para a avaliacdo da qualidade metodoldgica.

Através dos critérios de inclusdo, foram selecionados todos os estudos
publicados que, com as devidas limitacdes inerentes aos estudos experimentais,
forneceram o que se tem de evidéncia cientifica sobre estes desfechos
atualmente. Pelos motivos expostos acima, nédo foi possivel a realizacdo de

metanalise.
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3.6 Medidas de Desfecho

Os seguintes desfechos foram avaliados:

3.6.1 Desfechos de Eficacia

o efeitos antitumorais in vitro e in vivo
o efeitos antiangiogénicos in vitro e in vivo

o efeitos antimetastaticos in vitro e in vivo

3.6.2 Seguranca da administracdo dos canabindides

e Segurancga (seletividade) da administragdo dos canabindides in vitro

e Seguranca (seletividade) da administragado dos canabindides in vivo

3.7 Processo de Selecdo dos Estudos

Através da estratégia de busca anteriormente mencionada, foram
identificados 3920 artigos. Foi efetuada uma varredura através dos titulos destes
artigos, no sentido de excluir aqueles que n&o se enquadravam nos objetivos
desta revisdo. A partir dai, 1268 resumos foram avaliados detalhadamente. Até
esta etapa, a avaliagdo foi realizada por um revisor. Os artigos completos de
estudos clinicos randomizados para possivel inclusdo nesta revisdo foram
avaliados por dois revisores independentes (co-revisor: Jair Guilherme Santos-
Junior). Estes ndo estavam cegos para os nomes dos autores, instituicdes e
jornais de publicac&o. Por fim, 199 artigos completos foram analisados. Salienta-
se que foi realizada uma busca das referéncias bibliograficas de todos os artigos

considerados importantes para esta revisédo (artigos incluidos e revisoes).
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A avaliacéo foi feita de acordo com os critérios de inclusdo. 117 artigos
preencheram os critérios de inclusado nesta revisao, sendo que houve discordancia
entre os revisores sobre a inclusdo de 3 artigos. Foi realizada entdo uma reuniao
de arbitragem com o orientador, em que se chegou a um consenso e estes trés

artigos foram incluidos.

3.8 Andlise Estatistica

Esta revisdo sistematica ndo permitiu a realizagdo de metanalise de
estudos de eficacia. Isso porque nao foram comtemplados estudos clinicos
metodologicamente adequados em humanos, bem como ndo houve comparacgao,
em humanos, dos canabindides com outras drogas antitumorais para analise de
eficacia dos mesmos nos desfechos propostos. Em relacdo aos estudos em
animais in vivo, houve estudos metodologicamente adequados, mas que nao
comtemplaram comparag¢des com outras drogas. Dessa forma, também n&o foi

possivel a realizagdo de metanalise de estudos de eficacia in vivo.

3.9 Contato com os Autores

Nao foi necessario o contato com os autores para esclarecimento dos

dados de seus estudos.

3.10 Aspectos Eticos

O protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

De 3.920 artigos inicialmente identificados, 117 preencheram os critérios de
inclusdo para esta revisdo. Exceto um estudo (Guzman, 2006), que foi realizado
em humanos num ensaio clinico piloto fase I/ll (Guzman, 2006), os demais artigos
foram experimentais. A tabela de estudos incluidos apresenta 122 artigos. Vale
ressaltar que, para fins didaticos, cinco artigos foram apresentados duas vezes, ja
que os mesmos avaliaram os efeitos de determinados canabindides em diferentes
modelos de células tumorais (End, 1977; Sanchez, 1998; Bari, 2005; Melck, 2000;
Macarrone, 2000).

Quanto aos tipos tumorais nos quais foram avaliados a agédo antitumoral
dos canabindides os estudos seguiram a seguinte distribuigcdo: gliomas (30
artigos), neuroblastomas (6 artigos), feocromocitomas (4 artigos), préstata (8
artigos), mama (15 artigos), cérvix uterino (5 artigos), tiredide (5 artigos), pulmao
(5 artigos), leucemias (17 artigos), pele (3 artigos), pancreas (2 artigos), de origem
hepatica (5 artigos), colo-retais (11 artigos). Além disso, seis tumores foram
incluidos com apenas um artigo: timoma, carcinoma epitelial oral, sarcoma de
Kaposi, rabdomiossarcoma, osteossarcoma e cancer gastrico. Neste caso, os
mesmos foram inseridos apenas na ‘tabela de estudos incluidos’, ndo sendo
portanto descritos na ‘discussao’ devido a auséncia de necessidade para tal.

Finalmente, na tabela de estudos incluidos, bem como na sec¢éo ‘discussao’
foram descritos os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na agao
antitumoral dos canabindides. Vale ressaltar que quando os pesquisadores
realizaram experimentos mais especificos, a sequéncia dos eventos mediadores

da acdo antitumoral destes compostos foi descrita.
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marcados com células
C6 do glioma (inj.
intratumoral)

THC 500-2500 pg; WIN
55,212-2 50-250 ug; ratos
limunodeprimidos: delta-9-
THC 500 pg; WIN 50 ug

Estudo Métodos Amostra Tumoral IntervengoesA © Esquemas Desfechos Mecanismos Celulares e
Terapéuticos Moleculares
GLIOMAS
Estudo - células C6 do glioma |- delta-9-THC (1, 10, 100 pM)|Efeitos - morte das células com a dosagem
lEnd 1977 fexpferlmentalnde ratos Ipor 5 dias antiproliferativos |maxima
in vitro
Estudo - células C6.9 do |delta-9-THC (0.25-1 yM) por |Efeitos - apoptose, ndo mediada pelo
Sanchez experimental|glioma; células U373 |4-5 dias antiproliferativos |receptor CB1
1998a in vitro MG do astrocitoma - hidrélise da esfingomielina
humano |((@aumento da ceramida)
- seletividade
Estudo - in vitro: cels C6.9 e |- in vitro: delta-9-THC (1 uM) ||Efeitos - morte celular tumoral in vitro (C6.9
Galve- experimental [C6.4 do glioma Ipor 5 dias antitumorais in  |apenas)
Roperh 2000 ||in vitro e in Vivo e 0s - envolvimento dos receptores
Vivo - in vivo: ratos com - in vivo: ratos mecanismos |canabindides CB1 e CB2
tumores estabelecidos |imunossuficientes: delta-9-  |lenvolvidos - acumulagao de ceramida

- ativacdo da ERK

- in vivo: diminuicdo significante dos
tumores (C6.9) em relagao controle
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marcados com células
de astrocitomas
humanos grau IV

dias vs veiculo (controle) em
ratos imunodeficientes
marcados com células do
astrocitoma humano grau IV

Estudo - in vitro: cultura de - in vitro: AJA (0-100 pM) X  |[Efeitos - acao citostatica do AJA mediada
[Retch 2001 |experimentallcélulas C6 do glioma |delta-8-THC (0-100 uM) em |antitumorais in pelo receptor CB2
in vitro e in ||de ratos e U87 do células C6 e U87 vitro e in vivo - acao do delta-8-THC mediada
Vivo glioma humano Ipelos receptores CB1 e CB2
- in vivo: AJA (0.1 mg/kg) X
- in vivo: ratos com delta-8-THC (20 mg/kg) X - in vivo: diminuig&o significante dos
tumores marcados controle, em ratos marcados tumores em relagéo ao controle;
com células U87 do  ||com células U87 tolerancia
glioma humano
Estudo - células C6 - AEA. 2-AG, PEA, meAEA, |- efeitos - apoptose
Jacobsson |lexperimental JWHO015, CP 55,940, WIN antiproliferativos |- mediacéo dos receptores CB e VR
2001 in vitro 55,212-2 (em concentragdes |- efeitos dos na apoptose induzida pelos canab.
|[de 0.01-10 yM) por 4 dias mecanismos endogenos, ocorrendo o contrario
receptores e da |com os canab. sintéticos.
ceramida - estresse oxidativo e aumento do
|calcio intracelular
- possivel mediagao da ceramida
Estudo - biopsias obtidas de |- injec&o intratumoral do - regressao das |- apoptose
Sanchez experimental|ratos imunodeficientes |[JWH-133 (50 pg/dia) por células C6 do - sintese de ceramida de novo -
2001a in vivo com gliomas (C6) periodo <8 dias vs veiculo glioma in vivo ativacao da ERK
marcados (controle) em ratos pela ativacao dos |- mediagao do receptor CB2
imunodeficientes marcados |receptores CB2
- bidpsias obtidas de ||lcom células C6 - regressao das |in vivo:
ratos imunodeficientes |- inje¢ao intratumoral de células do - diminuigao significante dos
com gliomas JWH-133 (50 pg/dia) por 25 |lastrocitoma tumores tratados com ambos os

humano in vivo
pela ativacdo dos
receptores CB2

canabindides em relacéo ao
controle
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tumores de ratos
imunodefic. Marcados
com cels C6

- bidpsias obtidas de
tumores de ratos
imunodefic. marcados
com cels de

migracéo) e 48 h (avaliacao
apoptose)

- in vivo: inj. intratumoral do
JWH-133 (50 pg/dia; <8 dias;

cels C6) ou (50 ug/dia; 25
dias; cels astrocitoma

astrocitomas humanos |[humano grau V) vs veiculo

grau IV

em ratos imunodefic.
marcados com estas células

Estudo - células C6.9 e C6.4 |- delta-9-THC (0.5 pyM) por 5 |- avaliar o efeito |- apoptose nas células C6.9 (mas
Gomez del |experimental dias tardio da nao C6.4)
Pulgar 2002alin vitro ceramida e sua |- mediacao pela ativacao da ERK e
influéncia na |[diminuicao da PKB
modulacgao da - mediacado da ceramida de novo,
ERK e daPKB |que precedeu os eventos acima
Estudo - células C6 - SEA (0.1-1 pM), HU-210 (1 |- avaliar a - SEA induziu apoptose
IMacarrone |experimental IUM) por 24 e 48 hs atividade da SEA |- mediacao pela ativagao da
2002b in vitro nas células C6 do|lcascata do araquidonato (elevagao
glioma do calcio intracelular e rompimento
mitocondrial).
- 0 Oxido nitrico aumenta a
apoptose pela SEA
- HU-210 (1 yM) aumenta a sintese
do 6xido nitrico, e sua coincubacéao
com a SEA dobrou a apoptose
induzida pela mesma (0.1 uM)
Estudo - células vasculares |- in vitro: JWH-133 (25 nM), |- avaliar os - efeito apoptotico e antimigratério
|Blazquez experimental lendoteliais IWIN 55,212-2 (25 nM), HU- |efeitos |pelo JWH-133 na vasculatura
2003 in vitro e in 210 (25 nM) e delta-9-THC (1||dos canabindides |endotelial mediado pelo CB2
Vivo - biépsias obtidas de |uM) por 18 h (avaliagéo na inibicdo da - efeito apoptético e antimigratério

angiogénese
{tumoral

pelo WIN na vasculatura endotelial
mediado pelo CB1 e CB2

- efeito apoptoético dos canabindides
Imediado pela ativagado da ERK

- in vivo: diminuigao da expressao
|[da VEGF, da Agn2 e da MMP2 pelo
JWH nos tumores marcados com

cels C6 e do astrocitoma grau IV
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Estudo

[Fowler 2003 ||lexperimental

- células C6 do glioma

- AEA (3, 5 uM), meAEA (5,
10 uM), 2-AG

- comparar 0s
efeitos do 2-AG

- 2-AG = 1-AG em poténcia
antiproliferativa e mediacao dos

- in vivo: ratos com
|gliomas marcados
com células U87

peritumoral de CBD (0.5 mg
por rato, 1x/dia, 5 dias/sem;
23 dias) vs controle em ratos
Imarcados com células U87

in vitro 1(1C50=5.51+0.04), com os do 1-AG |receptores CB e VR
1-AG (IC50=5.73+0.06) por 4 |- verificar se os |- aumento indireto do calcio
|dias fosfatos ester |intrace|u|ar pela acédo do 1-AG nos
soluveis em agua |receptores vanildides
da AEA e da - AEA e meAEA também
meAEA tem apresentaram efeitos antiprolif.
efeitos parecidos |- o aumento do AA nao teve efeito
com os do 2-AG ||na proliferacéo
e 1-AG - OBS: identificacdo de um
- determinar se  |mecanismo foi impedido por uma
lcompostos que |[larga variagao inter-experimental na
aumento o AA sensibilidade das células para os
influenciam na efeitos antiproliferativos do 1-AG e
prolif. celular da AEA, o que reduz a utilizacao
destas células para os efeitos
antiproliferativos da AEA.
Estudo - in vitro: células U87 el|- in vitro: CBD (25 uM) por 4 |- efeito - apoptose
IMassi 2004 |experimental (U373 de gliomas |dias antitumoral do - medigao do receptor CB2
in vitro e in |humanos ICBD in vitro e in |- estresse oxidativo
Vivo - in vivo: administracao Vivo

- in vivo: diminuigao significante do
tumor in vivo em relagéo ao
icontrole
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receptores

- Estudo - in vitro: cels C6 - in vitro: WIN-55,212-2 (100 |lefeito dos - efeito inibitério do mecanismo
|Blazquez experimental nM), anandamida (2 uM) e  ||canabindides na |[VEGF (VEGF e VEGFR-2),
2004 invitro e in |- biépsias obtidas de |[JWH-133 (100 nM) em cels |inibigado do mediado pela ceramida, in vitro, in
Vivo ratos imunodeficientes |C6 do glioma, obtidas de mecanismo do  ||vivo e em humanos
com gliomas (C6) bidpsias de ratos marcados |fator de
- Estudo marcados com estas células lcrescimento - envolvimento dos receptores
[clinico fase vascular |CB1e CB2 (WIN 55,212-2) e pelo
/1l - bidpsias obtidas de 2 ||- in vivo: adm. intratumoral de|lendotelial (VEGF)|CB2 (JWH-133)
pacientes com JWH-133 (50 ug/dia) e/ou
glioblastoma funonisina (60 ug/dia), por 8
multiforme recorrente ||dias, em tumores
estabelecidos de ratos
imunodeficientes marcados
com cels C6 (sc.)
- Pac. 1: 48 anos; delta-9-
THC (total de 24.5 mg; 19
|dias); biopsia ocorrida apds
19 dias do final do tratamento
- Pac. 2: 57 anos; delta-9-
THC (total de 13.5 mg; 16
|dias); biopsia ocorrida apos
43 dias do final do tto.
Estudo - células tumorais - AEA (3-100 uM) por 5 dias |- efeitos - apoptose
[Contassot  |experimental|humanas: U87 e U251 antitumorais da |- mediagao dos receptores VR1 (e
2004a in vitro - leucécitos humanos AEA e Indo dos CBRs)
|primarios (controle) envolvimento dos ||- seletividade da ac&o antitumoral
mecanismos
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longo periodo (72 hs)

- delta-9-THC (0.5 e 2 uM
sob stress oxidativo e
contexto de auséncia de
glicose.

Estudo - células H4 do glioma |- meAEA (0,1-10 uM), AEA |- investigar a - apoptose induzida pelos trés
[Hinz 2004a |experimental|lhumano (10 uM) e delta-9-THC (10  |possivel relacdo |canabindides
in vitro MM) por 24-72 hs entre a indugdo |- a apoptose pela meAEA ocorreu
da expressao de |[por mecanismo receptor-
COX-2 pela independente e foi mediado pela
meAEA e seus |[ceramida e pela ativagdo da COX-2
efeitos na - 0 produto da meAEA (PGEZ2),
viabilidade celular|induzido pela ativagao da COX-2,
também induziu apoptose
- a apoptose pela AEA também foi
mediada pela ativagao da COX-2,
nao ocorrendo 0 mesmo com o
THC
Estudo - células U87 CBD (0.01-9 yM) em células |[Efeito anti- - efeito antimigratério, sem efeito na
Vaccani experimental U87 por 6 hs migratério do viabilidade celular
2005 in vitro CBD - ndo houve mediagao dos
receptores canabindides, vaniléide
ou acoplados a proteina G
Estudo -células C6 do glioma |- delta-9-THC (0.5 e 2 yM) |- avaliar o dano |- dano celular aumentado pelo
|Goncharov |lexperimental sob estresse oxidativo (uso |das células C6 |maior tempo de exposicéo e pela
2005 in vitro de quelante quinona) por sob stress auséncia de glicose.
curto periodo (90 min) e por |oxidativo

- estresse oxidativo

- diminuicdo da captacéo de glicose
- efeito no dano celular mediado
ipelo CB1
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fosforilacdo da
iBad

Estudo - células do GBM: - delta-9-THC (2 uM) vs WIN |- avaliar os - efeito antiproliferativo (diminuicao
IMcAllister experimental|U251-MG, U87-MG, 55,212-2 (1.25 uM) vs efeitos das taxas de diviséo celulares) e
2005 in vitro U373-MG,SF126, controle por 7 dias em todas |[antiproliferativos |morte celular; THC > WIN
SF188 as linhas de células; |e de morte - mediacao parcial dos receptores
- células normais da |le por 3 dias nas células celular |CB1 e CB2 (verificados para as
lglia humana (controle) |SF126 células SF126)
- seletividade
Estudo - células C6 - WIN 55,212-2 (15 uyM) por |- avaliar a - apoptose
Ellert- gxpferimental 48 hs influéngia nos - sequestro do ciclo celular na fase
Miklaszewsk M vitro mecanismos sgb-G1 )
2005 P13K/Akt e - infra-regulacao da Akt e da ERK
Raf1/MEK/Erk 1/2
- avaliar a - diminuicéo da fosforilagdo da Bad
linfluéncia na - diminuicdo do potencial da

Imembrana mitocondrial
- ativagdo da cascata de caspases

- seletividade




mesmos

|caspases e da
geracgao de ROS

Estudo - cels C6 do glioma - AEA (10 uM) nas cels C6 |- investigar o - apoptose
lBari experimental por 48 hs efeito do MCD - diminuicdo da MAPK e PI3K
ari 2005 o , : -
in vitro nas proteinas do |- liberag&o citocromo ¢
- AEA + MCD sistema - efeitos mediados pelo VR1 e pela
endocanabindide [membrana do colesterol (ef.
e suas antagonista aditivo)
implicagdes na |- obs: CB1 ndo mediou os efeitos
apoptose apoptoticos da AEA tendo, ao
linduzida pela |contrario, efeito sinérgico a AEA
AEA
Estudo - células H4 do glioma ||- meAEA (10 uM) por 24 hs |- examinar o - meAEA induziu apoptose
|[Eichele 2006 |experimental|humano lenvolvimento da |mitocondrial
in vitro apoptose - apoptose mediada pela ativagao
mitocondrial pela ||das caspases 9, 3 e PARP
meAEA e o papel |- mediagao pelo aumento da COX-
da COX-2 neste |2, que precedeu os eventos acima
processo
Estudo - células U87 - CBD (25 yM) vs CBD (10 |- investigar o - CBD (10 pM) n&o induziu
IMassi 2006 |experimentall- células normais da  |uM) nos mecanismos lenvolvimento da |[apoptose nem ativou os mec. bioq.
in vitro lglia (controle) bioquimicos ativados pelos |lativagao das |[descritos abaixo.

- CBD (25 uM): apoptose
‘mitocondrial’ e ‘morte receptor’
- estresse oxidativo

- seletividade
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IDuntsch
2006

Estudo

- cultura de células

- in vitro (3 dias): KM-233 (1- |- avaliagdo da

experimental|(U87 (principal); outras: |5 uM) vs controle; KM-133 (5
U373, C6 e F98 (para |uM) vs delta-8-THC (5 uM);

in vitro e in
Vivo

comparagao)
- células normais da
lglia (controle)

- in vivo: ratos
marcados com células
us7

KM-133 (5 uM) vs BCNU
(100-300 uM)

- in vivo: KM-233 (2 mg/kg;
2x/d; 15 d) via intratumoral vs
ip. em ratos marcados com
cels U87

citotoxicidade in
vitro

- avaliagcao da
seguranca da
administragao in
Vivo

- citotoxicidade (n&o poptose):
todas as cels

|Células U87:

- poténcia: KM-233 = delta-8-THC >
[BCNU (300 uM)

- efeito do KM-233 mediado pelos
ireceptores CB2

- efeito do delta-8-THC mediado
pelo CB1 e CB2

- seguranca in vitro (até 10 yM) e in
vivo (indep. via administ.)

- in vivo: diminui¢ao significante do
volume tumoral em relagao ao
|controle
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|Carracedo
2006a

Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels C6.9,
C6.4, U87, Gos3

- in vivo: tumores de
lratos marcados (U87)

- humanos: bidpsias
de pac. com GBM
tratados com delta-9-
THC

- in vitro: delta-9-THC (0-3
MM) por 18 hs

- in vivo: THC (15 mg/kg/dia;
14 dias) em ratos com
tumores marcados com
células US7TMG

- in vivo: THC (15 mg/kg/dia;
8 dias) em ratos com
aumento de p8 e com
|[diminuicédo de p8

- avaliar os
mecanismos de
sinais que
mediam a
apoptose
induzida pelo
delta-9-THC em
células tumorais

- apoptose (excegao: C6.4)

- seletividade

- sequéncia de eventos in vitro:
THC ativou os receptores CB1 e
CB2 e induziu aumento da
ceramida; ativagao da p8 com
consequente supra-regulacao da

ATF4 e TRB3 (e tb. CHOP nas cels
U87); diminuigao do potencial da
membrana mitocondrial e ativacao
da caspase-3; apoptose.

- in vivo: diminui¢ao significante do
|cresci/o dos tumores (U87);
aumento da p8 mRNA e da TRB3;
aumento de cels apoptéticas;

efeitos também verificados nas cels
com aumento de p8 (mas ndo nas
cels com diminuigao de p8)

- biépsias humanas: apoptose e
limunorreatividade a p8

- obs: associacao de doses

submaximas de tapsigargina
(indutor de stress do reticulo
endoplasmatico) ou cisplatina ou
doxorubicina + THC reduziram a
viabilidade das células U87MG de
forma sinérgica.
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IGuzman
2006

Estudo

- 9 pac. com GBM

clinico piloto recorrente que nao

fase |

tiveram sucesso com
terapia padrao; KPS =
81; volume médio dos
{tumores = 64 cm3

- administracao intracranial
de delta-9-THC
(escalonamento de doses:

- segurancga da
administracao
intratumoral (por

20-40 pg no dia 1, até 80-180 |cateter) do delta-

pg/dia), com inicio de 3-6
dias apos cirurgia (0.3
ml/min); duracdo média de 15
dias de tratamento.

9-THC

- acao do delta-9-
THC em relacéo
a sobrevivéncia e
varios
parametros
celulares do
tumor

- in vivo (mat. extr. biépsias): delta-
9-THC inibiu a proliferagao celular e
induziu apoptose; mediacdo CBRs
- delta-9-THC, in vivo, reduziu a
|proliferagéo celular do tumor (Ki67)
em 2 pac. (1 e 2)

- delta-9-THC tendeu a diminuir a
vascularizagdo do tumor (CD31) em
2 pac. (1 e 2), mas o efeito ndo foi
lestatisticamente significante.

- a administracdo do canabindide
foi segura e sem efeitos colaterais
lexcessivos; ndao houve significantes
alteragdes fisicas, neuroldgicas,
biogquimicas e hematoldgicas em
nenhum dos pacientes.

- a média de sobrevivéncia dos
pacientes foi de 24 semanas (95%
Cl: 15-33 semanas); dois dos
pacientes (3 e 8) sobreviveram por
aproximadamente um ano.
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marcados com células
us7

- in vivo: adm. peritumoral de
ICBD (0.5 mg/rato; 1x/d;

tumores estabelecidos de

endogeno
canabinodide,

5d/sem; 23 d) vs veiculo, em |poderia ser

modulado pelo

ratos marcados com cels U87||CBD, de modo a

limitar o
crescimento do
tumor.

Estudo - células U251-MG do |- delta-9-THC (0-50 pug/ml) |- avaliar o efeito |- apoptose
|Galanti 2008 ||experimental|GBM por 24 hs e 48 hs na viabilidade e |- sequestro do ciclo celular na fase
in vitro - células U87-MG do proliferacao G0/1
IGBM celular - seletividade
- avaliar os
efeitos envolvidos|- diminuicdo da expresséo da
no ciclo celular ||proteina E2F1 pela mediagéo do
proteassoma
- diminuic&do da ciclina A
- aumento da p16INK4A
Estudo - in vitro: células U87 |- in vitro: CBD (10, 13, 16 - investigar se a |- efeito antiproliferativo (in vitro) e
IMassi 2008 |experimental lumol/L) nas células U87 por |[5-LOX e COX-2, |antitumoral (in vivo)
in vitro e in |- in vivo: tumores 24 hs assim como o - efeito antiproliferativo mediado
Vivo excisionados de ratos sistema Ilpelo aumento da FAAH

- 0 CBD regula o tom enddgeno da
AEA pelo aumento da FAAH e pela
|[diminuicdo da AEA

- os efeitos antiproliferativos e
antitumorais ocorrem, pelo menos

em parte pela modulagao
(e nao pela mediagao) do sistema
LOX
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marcados (C6.9 e
C6.4)

lcom GBM

- bidpsias de 2 pac.

THC (500 ug/dia), JWH-133
(50 pg/dia) e/ou fumonisina
B1 (60 pg/dia) em ratos
imunodeficientes marcados
(C6.9 e C6.4) por 8 dias.

- adm. intratumoral de THC
|em 2 pac. com GBM (pac. 1:
total 1.46 mg THC, 30 d; pac.
2: total 1.29 mg THC, 26 d).

Estudo - células U373 - delta-9-THC (5 ng/ml - 10 |- avaliagdo dos |- THC e HU induziram apoptose
Widmer 2008 |experimental|- células de astrécitos ||ug/ml), HU-210 (10 nM — 50 |efeitos nas células U373, mas com
in vitro lprimarios MM) por 24 hs antiproliferativos |dosagens altas
e dos - mediacao do receptor CB1
mecanismos - ativagao das caspases 3/7
moleculares - ambos os canabindides induziram
subjacentes fosforilagdo da ERK e JNK1/2, mas
|os inibidores desta ndo
antagonizaram os efeitos dos
|canabindides
- acao nao seletiva dos canab.
- estudo - in vitro: células C6.9, |- in vitro (24 hs): THC (1.5 - avaliar os - in vitro: diminuicdo da expressao
Blazquez experimental [C6.4, SW1088, T98 G, |[uM) nas células C6.9, C6.4, |efeitos |[do TIMP-1 nas células SW1088,
2008a invitroein U887 MG e U118 MG, [SW1088, T98 G, U887 MG e |antiproliferativos [T98 G, U87 MG e U118 MG (THC
Vivo GBM) U118 MG; THC (7 pM) nas  |e 1.5 uM); e nas células GBM (THC 7
céls. GBM antimetastaticos |uM)
- estudo - in vivo: biopsias de |do delta-9-THC |- in vitro: THC (1.5 yM) ndo
iclinico fase | jratos com tumores - in vivo: adm peritumoral de |- avaliar o efeito |[diminuiu a viabilidade cels C6.9 em

|do THC na
expressao do
TIMP-1

24 hs

- in vitro: THC (1.5 yM) diminuiu a
Imigracéo das células C6.9 e U87
- efeitos in vitro pela mediagéo da
|ceramida e da p8

- in vivo: diminuigao significativa do
cresci/o tumores e do TIMP-1(C6.9,
mas nao C6.4) pelo THC e pelo
JWH pela mediagdo da ceramida

- em biopsias de humanos:

|diminuigéo da TIMP-1
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Blazquez
2008b

Estudo
experimental|C6.4, SW1088, T98G,
invitroe in |U87MG, U118MG,
Vivo normais da glia,
HUVECs

- in vivo: tumores de
ratos marcados com
células C6.9 e C6.4

- bidpsias de 2 pac.
com GBM recorrente
tratados com THC

(1.5 uM), AEA (5, 10 uM)

- in vivo (8 dias): adm.
peritumoral de delta-9-THC
(500 pg/dia) ou JWH-133 (50
pg/dia) com/sem fumonisina
B1 (60 pg/dia) vs controle,
em ratos imunodeficientes
com tumores (estabelecidos)
marcados com células C6.9 e
C6.4

- humanos: bidpsias de 2
pac. com GBM tratados com
delta-9-THC (pac. 1 — dose
total 1.46 mg 30 d.; pac. 2 —
dose total 1.29 mg 26 d)

- in vitro: células C6.9, |- in vitro (24 hs): delta-9-THC |- avaliar os

efeitos dos
canabindides na
expressao da
matriz

- THC (in vitro): inibiu a
invasividade nas cels C6.9 e U87
(mas nao nas cels C6.4); diminuiu
os niveis MMP-2 mRNA nas cels
C6.9, U87, SW1088, T98G, US7TMG

metaloproteinase e U118MG; medicéo pelos CBRs e

s (MMP) e seus
efeitos na
invasao tumoral

pela ceramida e p8

- THC (in vitro): ndo afetou
significativamente a MMP-2 nas
[HUVECs

- AEA (in vitro): inibiu a expresséao
da MMP-2 nas cels por mecanismo
receptor-independente

- in vivo: THC e JWH inibiram

signifi/e o crescimento dos tumores
C6.9 (mas ndo dos C6.4) bem
como os niveis MMP-2; efeitos
mediados pela ceramida

- humanos: bidpsia de pac. com
GBM mostraram niveis reduzidos
de MMP-2
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Estudo

in vitro e in
Vivo

- in vitro: células

Salazar 2009 |experimental |[U87MG, T98G,

U373MG e células
normais (astrocitos)

- in vivo: tumores de
lratos marcados (U87)

- humanos: biopsias
de 2 pac. com GBM
tratados com THC

por até 24 hs

em ratos marcados com cels
U87MG; cels U87 com
aumento e com diminuigao
|de p8; cels U87 com
aumento e com diminuigao
[de ATG5

- humanos: bidpsias de 2
Ipac. com GBM tratados com
THC (pac. 1 — dose total 1.46
|mg por 30 dias; pac. 2 — dose
total 1.29 mg por 26 dias).

- in vitro: delta-9-THC (5 uM) |- avaliar os

mecanismos do
delta-9-THC na

- in vivo: adm. peritumoral delinducao de morte
THC (15 mg/kg/dia; 14 dias) |celular nos

gliomas

- in vitro: autofagia e estresse do
reticulo endoplasmatico mediaram
a apoptose induzida pelo THC

- seletividade

- sequéncia de eventos in vitro:
THC ativou o receptor CB1 e
induziu estresse do reticulo
endoplasmatico; houve aumento da
ceramida; aumento da fosforilagéo
do elF2a; supra-regulacéo da p8,
com consequente supra-regulacao
da ATF4, CHOP e TRB3; inibicao
do mecanismo AKT/mTORCH1,;
autofagia; ativacao da caspase-3 e
|da Bax/Bak; apoptose

- in vivo: THC diminuiu significa/e o
crescimento dos tumores (U87)
pelo mecanismo autofagico

- analise dos tumores (U87):
aumento da TRB3; diminui¢do da
fosforilacdo da S6; formacéao de
|células com morfologia de
autofagia; caspase-3 ativada

- os efeitos acima foram verificados
lem tumores com alta qte de p8 e
ATG5

- biopsias humanas: aumento da

TRB3 e diminuicdo da fosforilagao
da S6; aumento de cels
autofégicas; caspase-3 ativada.
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(1.4 £ 0.2 uM) por 72 hs

|dos
endocanabindide
s, bem como a
influéncia da
degradacao da
AEA neste
lprocesso

NEUROBLASTOMAS
Estudo - células NB2A do delta-9-THC (1, 10, 100 uM) |Efeitos - morte das células com a dosagem
experimentalneuroblastoma de por 5 dias antiproliferativos |maxima
|[End 1977 N
in vitro ratos
Estudo - células N18TG2 de ||delta-9-THC (0.25-1 pM) por |[Efeitos - apoptose, ndo mediada pelo
Sanchez experimentalneuroblastoma 4-5 dias antiproliferativos |receptor CB1
1998a in vitro - hidrélise da esfingomielina
|((@aumento da ceramida)
- seletividade
Estudo - células CHP100 - AEA (0.1-1 pM), 2-AG (1.4 |- investigar os - apoptose ‘mitocondrial’ induzida
[IMacarrone ||experimentall|do neuroblastoma 0.2 uM), LEA (1.4 £ 0.2 yM), |lefeitos |pela AEA, mas nao pelos outros
2000 in vitro humano OEA (1.3 £ 0.2 uM) e PEA  |lantiproliferativos [[endocanabindides

- medigao pelo VR (mas néo pelos
|ICBRs)

- diminuicdo do potencial da
Imembrana mitocondrial

- mediacao pela cascata de
|caspases

- mediacao pelo mecanismo da 5-
ILOX e COX




endocanabindide
nestas células

Estudo - cels SH-SY5Y - AEA (25-50 uM), meAEA |- efeito - apoptose
IMovsesyan |experimental (50 uM) por 24 hs antitumoral in - aumento do calcio intracelular
2004 in vitro vitro - diminuicdo do potencial da
Imembrana mitocondrial
- liberagao de citocromo ¢
- ativagao da caspase-3
- efeitos mediados pela ativagao da
calpaina, que por sua, foi ativada
pelo aumento de calcio intracelular
induzido pela AEA
-obs: efeito ndo mediado pelo mec.
de caspases intrinsicos ou
|extr|'nsicos
Estudo - cels CHP100 do - AEA (1 uM) nas cels - investigar o |Células CHP100:
Bari experimental|neuroblastoma ICHP100 por 48 hs efeito do MCD - apoptose
ari 2005 e , . -
in vitro nas proteinas do |- liberag&o citocromo ¢
- AEA + MCD sistema - efeito mediado pelo VR1, mas néo
lendocanab. e pela memb. do colesterol e nem
suas implicacbes |pe|a MAPK e PI3K
|na apoptose
induzida pela
AEA
Estudo - células tumorais do ||- AEA (0-12 uM), - avaliacao - apoptose e supra-regulacéo da
|Pasquariello |experimental|neuroblastoma: SH-  |2-AG (12 uM) por 24 hs funcional do proteina BiP (e consequentemente
2009 in vitro SY5Y, SK-NBE, LAN-5 sistema de seus marcadores apoptoéticos

p53 e PUMA) pela AEA (mas nao
pelo 2-AG) nas células SH-SY5Y e
LAN-5 (mas nao nas cels SK-NBE)
- AEA induziu ativagao das MAPKs
p38 e p42/44 precocemente a
supra-regulagéo da BiP

- eventos mediados pelo CB1




FEOCROMOCITOMAS

NF-kB regula a
morte das cels
PC12

Estudo - células PC-12 - AEA (0.01-10 pM) por 24 hs |- avaliar os - apoptose (AEA: 10 uM)
Sarker 2000 |experimental efeitos da AEA |- ativacdo da caspase 3
in vitro nas cels PC-12 |- efeitos mediados pelo CB1 e pelo
(feocromocitoma) [mecanismo de estresse oxidativo
de ratos
Estudo - cels PC-12 - CP55,940 (2 uM) por 15 hs |- avaliar se o - apoptose
|[Erlandsson ||lexperimental fator de - aumento da atividade NF-kB, mas
2002 in vitro transcricao lgue ndo mediou os efeitos

apoptoticos
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Estudo - células PC-12 - AEA (2.5-20 uM) por 18 hs |- avaliar os Sequéncia eventos mediadores:
Sarker 2003a|experimental mecanismos - ativacédo da ASK1 (quinase
in vitro moleculares reguladora sinais apoptose 1)
subjacentes a - ativacao da p38 MAPK e da JNK
apoptose - translocacao da Bad do citosol
linduzida pela lpara a mitocéndria
AEA - liberacéo de citocromo ¢
- ativagao da caspase 3 e PARP
- apoptose
- obs: efeitos ndao mediados pelos
ICBRs ou VR
Estudo - células PC-12 - AEA (10, 20 uM) por 24 hs |- avaliar os - apoptose pela AEA, ndo mediada
Sarker 2003b|experimental mecanismos jpelo VR1 nem pelo CB1 (CB1
in vitro moleculares apresentou efeito sinérgico a AEA)

envolvidos na
morte celular
induzida pela
AEA

- mec. de transporte lipidico mediou
los efeitos da AEA na geragao de
superoxido, na ativacdo da ASK1,

na inducéo da ativagao da p38
MAPK e da JNK, na liberacao de
citocromo c e na ativagao da
caspase 3
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envolvi/o dos
recep. canab.

PROSTATA
Estudo - células PC-3 - delta-9-THC (0-10 yM). WIN||- avaliar o efeito |- diminuicdo da viabillidade celular
[Ruiz 1999  |experimantal 55,212-2 (0.5e 1 uM) por |dos canabinoides |[pelo THC (mas n&o pelo WIN)
in vitro até 6 dias na diminuicdo da |- apoptose
viabilidade celular|- efeito mediado pelo CB1
Estudo - cels tumorais da lin vitro (3 dias): - avaliar atv de |- inibicdo potente do efeito
IMelck 2000 experimentallpréstata DU-145 |qual mec. a AEA |proliferativo induzido pela PRL.:
in vitro (prolactina-sensitiva) |- AEA (0-1 uM) e 0 2-AG inibem |AEA, 2-AG, HU-210 (meAEA
- 2-AG (0-1 uM) a prolif. celular  |menos potente que a AEA)
- meAEA (0-1 uM) induzida pela - infra-regulagdo da PRKr pela AEA
- PEA (0-1 uM) prolactina nas - efeitos mediados pelo CB1
- HU-210 (0-1 uM) cels DU-145
- avaliar o




a7

diferenca de
mecanismo do 2-
AG em diferentes
células hormdnio-
refratarias

Estudo - cels LNCaP, PC-3, |- AEA (1-10 uM) nas cels DU-|- especificar os |- efeito antiprolif. em todas as cels
IMimeaut experimental|DU-145 145 e PC-3 por 5 dias mec. moleculares ||(de forma menos potente nas cels
2003 in vitro - AEA (2-20 puM) nas cels responsaveis LNCaP)

ILNCaP por 5 dias pelos ef. - apoptose (e secundariamente
antiprolif. e necrose) pela mediagao do recep.
apoptoticos da  |CB1 e da ceramida
AEA nestas cels, |- sequestro do ciclo celular na fase
estimuladas pelo |G1
EGF - ef. da AEA potencializado pelo
- avaliar o AM404
envolvi/o dos - diminuicao dos niveis EGFR
CBRs Imediados pelos recep. CB1 e

acoplados a prot. Gi/GO0, e pela
|[diminuicdo da PKA
Estudo - cels androgénio- - 2-AG (1 pM), noladina éter |- investigar o - 2-AG endogeno (e ndo o
INithipatikon experimental||ndependentes (PC-3 (10 uM), WIN 55,212-2 (1- papel do 2-AG  ||lexdgeno) diminuiu a invasivi//
2004 in vitro e DU-145) 100 nM), meAEA (10-1000 |enddgeno e dos |apenas das cels PC-3 e DU-145
- cels androgénio- nM) e SR141716 (10-500 CBRs na - ef. imitados pela noladina-éter,
|[dependentes (LNCaP) |nM) regulacdo da ImeAEA e WIN

- MAFP (1 uM) e MAFP (1 invasividade - 0 bloqueio do metabolismo do 2-

IluM) + SR141716 (500 nM) |destas cels AG, pela MAPF, aumentou os ef.
- verificar a |do 2-AG

- ef. do 2-AG e noladina-éter
mediados pelo CB1 e pela
diminuicdo da PKA

- obs: SR141716 n&o inibiu, mas
aumentou a invasivi//




48

Sarfaraz
2005

Estudo
experimental
in vitro

- cels : LNCaP
(principal neste
estudo)

- cels prostaticas
normais: PrEC, PZ-
HPV-7

24,48 e 72 hs

- WIN 55,212-2 (1-10 yM) por |- efeito do WIN

55,212-2 na
inibicdo do
crescimento
celular da linha
de células
LNCaP
(androgénio —
dependente) e
seus
Imecanismos

- diminuicao da viabili// celular
- apoptose
- mediacao pelo CB1 e CB2

- diminuic&o significante na
expressao da proteina PSA;
diminui¢ao dos niveis secretados
de PSA

- diminuigao significante da
lexpressao da proteina do receptor
androgénio; inibigdo dos niveis de
ImMRNA do receptor androgénio

- diminuig&o significante na
lexpressao da proteina do PCNA
- diminuicdo da expressao da
Iproteina VEGF

- Seguranca
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Sarfaraz
2006

Estudo
experimental
in vitro

- células LNCaP
(androgénio-
dependente)

- células PC-3
|(androgénio—
independente)

- WIN 55,212-2 (1-10 uM)

- avaliar os mec.

nas células LNCaP por 24 hs |envolvidos na

vs controle

- WIN 55,212-2 (5-30 uM)
inas células PC-3 por 24 hs
vs controle

diminuic&do do
crescimento das
células LNCaP
tratadas com
WIN 55,212-2

WIN 55,212-2 (nas cels LNCaP e
PC-3):

- apoptose e sequestro do ciclo
celular na fase G0/G1; mediados
pelos CBRs e pela supra-regulacao
sustentada da ERK 1/2 e inibigao
|[da PI13k/Akt

- supra-regulacéo das caspases 9

(iniciadoras) e 3, 6, 7 (efetoras) e
concomitante clivagem da
poli(ADP-ribose) polimerases

- aumento na proporcao Bax/Bcl-2
|[de modo a favorecer a apoptose

- inducao da p53 e p27/KIP1

- infra-regulagao das ciclinas D1,
D2, E

- diminuicdo da expresséo das cdk-
2, cdk-4 e cdk-6

- diminuicdo da expresséo da
proteina pRb

- infra-regulagédo da E2F (E2F1,
E2F2, E2F3, E2F4)

- diminuicdo da expressao da
Iproteina da DP1 e DP2
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Estudo - in vitro: cels PC-3, - in vitro: meAEA - investigar o - diminuicado da viabilidade das trés
|Olea-Herrero |experimental|DU-145 e LNCaP (0-25 uM), JWH-015 (0-25 papel do receptor |células testadas
2009a in vitro e in MM) por 48 hs CB2 na acéao Células PC-3:
Vivo - in vivo: ratos com antiproliferativa |- apoptose (e necrose,
tumores estabelecidos | . . dos canabindides |[secundariamente)
- in vivo: adm. sc. de JWH- o .
marcados (PC-3) e a transmissdo |- sequestro do ciclo celular na fase
1015 (0.15 mg/kg/rato) vs de sinais pela sub-G1
JWH-015 (0.15 mg/kg/rato) + laacs { " efeitos mediados pelo CB2
SR144528 (0.15 mg/kg/rato) | 32530 & este elertos r P i
: receptor - ef. mediados pela acumulagao da
vs controle, por 14 dias em lceramida de novo
|Egt8_33():om tumores marcados - inducao da fosfo-JNK e fosfo-p38
- infra-regulacdao Akt-mTOR
- indugao de aumento da elF2a
- apoptose ‘mitocondrial’: ativacéo
|da caspase 9 e liberacao de
citocromo ¢
- in vivo: diminuicao significante do
cresci/o tumoral bem como do peso
e do volume do mesmo; ef.
mediados pelo CB2.
Estudo - células PC-3 - meAEA (0-20 pM) por 48 hs |- investigar os - diminuigao viabilidade das cels
|Olea-Herrero |experimental efeitos da |PC-3; mediada pelo receptor CB2 e
2009b in vitro meAEA na acumulo de ceramida de novo
secrecao de IL-6
pelas cels PC-3 e |- inducéo de secrecao de IL-6 pelas
explorar os cels PC-3; mediada pelo CB2 e
mecanismos pela fosforilagdo da ceramida
envolvidos (papel da CERK)
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puM); PEA (dados nao
mostrados)

da AEA,
Oleamida e PEA
nas células EFM-
19

MAMA
Estudo - células MCF-7 In vitro (6 dias): - investigar a - efeito antiproliferativo da AEA,

De experimental|- células EFM-19 lpossivel acao meAEA, 2-AG e HU-210 (PEA e AA

Petrocellis  ||in vitro - AEA (0-10 pM) antimitogénica da |menos efetivos)

1998 - AEA (0-10 uM) + AEA e de outros | - araquidonoiltrifluorometilque-
araquidonoiltrifluorometilquet |[compostos tona (inibidor da enzima FAAH)
lona (5 M) canabimiméticos |potencializou efeitos da AEA
- meAEA (0-5 uM) nas células MCF- |- AEA:

- 2-AG (0-10 pM) 7 e EFM-19 - sequestro do ciclo celular na fase
- PEA (0-10 pM) S mediado pela prolactina mAb
- HU-210 (0-10 uM) |((ndo apoptose, nao citotoxicidade)
- AA (0-10 uM) - efeito mediado pelo CB1
- efeito mediado pela inibicdo do
lreceptor da prolactina
- diminuicdo dos niveis da prot.
|brca1 (mediado pelo CB1)
Estudo - células EFM-19 - AEA (0.5-2 uM); OEA (0.5- |- avaliar os - efeito citostatico pela AEA e OEA
[Bisogno experimental|(carcinoma de mama |10 uM); lefeitos Imediados pelo CB1 (PEA sem ef.
1998 in vitro |humano - AEA (0.5-2 uM) + OEA (0.5 ||antiproliferativos |[antiprolif.)

- efeito da OEA mediado pela AEA

- efeito potencializador da OEA nos
lef. antiprolif. da AEA (OEA diminuiu
a hidrolise da AEA)
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4 dias)

- HU-210 (0-5 uM) (todos por (inibem a

proliferacao
celular induzida
pelo NFG nas
células tumorais
de mama;

- avaliar se os
recep.
canabindides
estdo envolvidos
nos ef. antiprolif.
dos canab.

Estudo - células MCF-7 - AEA (0-25 pM); HU-210 (2.5|- investigar o - efeito citostatico pela AEA e pelo
IMelck 1999 |experimentall- células EFM-19 MM) por 48 hs envolvimento do |HU-210
in vitro mecanismo AEA:
cAMP/PKA e Raf-|- inibiu a formacédo de cAMP
1/MAPK na (mediado pela inibi¢ao da
inibicdo da forscolina) e aumentou a atividade
proliferacdo das |MAPK e a translocacao da Raf-1,
células com consequente infra-regulacéo
cancerigenas de ||dos niveis PRLr/trk e supresséo da
mama humanas ||prolif. celular.
e 0s niveis de - efeitos mediados pelo CB1
PRLr/trk pela - efeitos potencializados pela OEA
AEA le pelos inibidores da hidrélise da
AEA
Estudo - células EFM-19, - AEA (0-5 uM) - avaliar através |- inibicdo do ef. proliferativo
[Melck 2000 |experimental|MCF-7, T-47D - 2-AG (0-5 uM) de qual induzido pelo NGF: AEA, 2-AG,
in vitro - meAEA (0-5 uM) mecanismo a meAEA, HU-210 (mas n&o o PEA)
- PEA (0-5 pM) AEA e 0 2-AG - suprimiu a expressao de trk nas

cels tratadas com NGF: AEA,
|meAEA, HU-210 (mas néao o PEA)
- ef. do HU-210 mediados pelo
|CB1; ef. da AEA mediados pelo
CB1 e VR1
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ineste processo

Estudo - células tumorais de |- PEA (1-10 uM) - investigar se a |— efeitos antiproliferativos
|Di Marzo experimentaljmama: MCF-7, EFM- |- AEA (0.1-1 uM) PEA aumenta o ||(citostaticos) pela AEA e pelo HU-
2001 in vitro 19, T-47D - HU-210 (0.5-10 uM) por 48 |efeito 210 (mas nao pela PEA)
ihs antiproliferativo |- PEA potencializou (n&do mediado
da AEA nas pelo CB2) os ef. antiprolif. da AEA
células MCF-7 e |nas células basais (MCF-7, EFM-
0s mecanismos |19, T47D) e nas induzidas pelo
envolvidos NGF (MCF-7), em parte pela
inibicdo da FAAH
- PEA tb. apresenta efeito sinérgico
|(ndo mediado pelo CB2) com o HU-
210 (mas de forma menos potente)
Estudo - células EVSA-T - delta-9-THC (1-12 yM) por |- avaliar o efeito |- apoptose, principalmente das cels
|Caffarel 2006 jexperimentall|(principal), SKBr3, 72 hs do delta-9-THC |mais agressivas
in vitro MDA-MB-468, no ciclo celular e ||- seguranca
MDA-MB-231, o mecanismo de |- células EVSA-T:
MCF-7, T-47D acao canabindide |- ativacdo da caspase 3 (apoptose)

- sequestro do ciclo celular na fase
IG2-M

- diminuic&o dos niveis totais de
|Cd02 (p34, ciclina dependente de
quinase 1)

- proporcao de Cdc?2 inativa/ativa foi
aumentada

- aumento dos niveis da p21

- aumento dos niveis da proteina
Wee1 e diminui¢ao dos niveis da
|proteina Cdc25C

- diminuicdo dos niveis de survivina
- efeitos mediados pelo CB2




|Ligresti 2006

Estudo

- in vitro: cels MDA-

experimental|MB-231, MCF-7

in vitro e in
Vivo

- in vivo: ratos com
tumores (inoculagao
de células MDA-MB-
231 ou KiMol)

- in vivo: ratos com

metastases de pulméo
(inoculagao de células
MDA-MB-231)

- in vitro: CBD

- investigar as

(principalmente), canabigerol, ||atividades

canabicromo, acido
canabidiol, acido THC;
extratos da Cannabis sativa
(enriquecido tanto com
canabidiol ou THC) vs
canabindides puros

- in vivo: adm. Intratumoral
(2x/sem; 20 dias) de CBD (5
mg/kg) vs CBD + extratos
Cannabis (6.5 mg/kg, que
contém 5mg/kg de
canabidiol) em dois modelos
de ratos inoculados com
células MDA-MB-231ou
KiMol.

- in vivo: adm. Intratumoral
(2x/sem; 20 dias) de THC (5
mg/kg) vs THC + extratos
Cannabis (6.5 mg/kg, que
contém 5mg/kg de THC) em
dois modelos de ratos
inoculados com células MDA-
MB-2310ou KiMol.

- invivo (a cada 72 hs; 21
dias): CBD (5 mg/kg) vs CBD
+ extratos de Cannabis (6.5
mg/kg, que contém 5 mg/kg
de CBD) vs veiculo em
metastases provenientes cels

antitumorais dos
canabindides e
dos extratos da
Cannabis.

MDA-MB-231

|- in vitro: CBD (IC50 6-10.6 pM) foi
0 composto mais potente de todos
- in vitro: CBD - seguranca

- CBD néo apresentou modelo
lunico de acéo:

- nas cels MDA-MB-231: apoptose,
mediada pela caspase 3, ativagao
direta ou indireta dos recept CB2 e
VVR1, elevacgéo intracelular de calcio
atv. mec. receptor-independ.
ICB/VR e formacéao de ROS.

- nas cels MCF-7: sequestro do
[ciclo celular na fase G1/S

- in vivo: diminui¢ao significante do
crescimento dos tumores marcados
com cels MDA-MB-231 e KiMol) em
ralacao ao controle (efeitos
verificados apenas pelo tto. com
ICBD ou CBD + extratos cannabis

- in vivo: diminuicdo das
metastases de pulméo (proveniente
de tumor primario de mama)
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Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

Sarnataro
2006

- in vitro: - células
MDA-MB-231
(principal), MCF-7,
T47D

- in vivo: ratos com
tumores marcados
com células MDA-MB-
231

- in vitro: rimonabanto (0.1-1
MM) por 24 hs

- in vivo: adm. de
rimonabanto (0.7

mg/kg/dose; a cada 72 hs; 20 |MB-231 (in vitro e

dias) em ratos com tumores
marcados com cels MDA-
MB-231 vs controle

- avaliar os
efeitos
antiproliferativos
do rimonabanto
nas células MDA-

in vivo) e seus
mecanismos de
acao.

- efeitos antiproliferativos (ndo
apoptose nem necrose), principal/e
nas cels mais agressivas

- sequestro do ciclo celular na fase
G1/S: diminuicdo da expressao das
ciclinas D e E, e aumento dos
niveis da p27KIP1

- medicao pelo receptor CB1 e pelo
mec. de transporte lipidico

- efeitos depend. das doses do
rimonabanto, dos niveis de
expressao do receptor CB1 e da
integridade da membrana de
transporte lipidico

- seguranga

- in vivo: diminuicao significante do
volume dos tumores

Estudo
|[Laezza 2006 |experimental
in vitro

- cels MDA-MB-231

- Met-F-AEA (10 uM) por 24
Ihs.

- determinar os
Imecanismos
subjacentes aos
lefeitos
antiproliferativos
da AEA nas
|cé|u|as tumorais
altamente
invasivas da
mama.

- efeito antiproliferativo

- sequestro ciclo celular na fase S

- efeitos mediados pelo CB1

- inducéao da fosforilagao da Chk1,
|com consequente diminuicao da
Cdc25A (evento precoce)

- aumento nos niveis das proteinas
Ip27KIP1 e p21WAF

- diminuicdo das ciclinas A e E
|(com consequente inibicdo da
Cdk2)

- hipofosforilagdo da pRB, inclusive

|no residuo S780
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Estudo - in vivo: cels humanas|f- in vitro: Met-F-AEA (2.5-20 |- investigar os - efeito antiproliferativo, de forma
IGrimaldi experimental ((MDA-MB-231, T47D) |[uM) por 24 hs efeitos da Met-F- |mais potente nas cels mais
2006 in vitro e in |le cels de camundongo AEA e os agressivas (MDA-MB-231, TSA-E1)
Vivo (TSA-E1) - in vivo: adm. de met-F-AEA |mecanismos - diminuic&o significante da
(0.5 mg/kg/dose; a cada 72 |lenvolvidos na fosforilagdo da FAK e da Src nas
- in vivo: ratos com hs; 21 dias) em ratos com invasividade e na |células MDA-MB-231
|metéstases pulmao metastases de pulméo vs capacidade de |- diminuig&o signicante da adeséao e
(tumor primario: mama |Met-F-AEA + SR141716 (0.7 |provocar da migragao ao colageno tipo IV
— TSA-E1) mg/kg/dose) vs controle. metastases nas cels TSA-E1 e MDA-MB-231
- efeitos mediados pelo CB1
- in vivo: diminui¢ao significante do
numero e dimensao dos nédulos de
metastases; ef. mediado pelo CB1
Estudo - cels MDA-MB-231 - CBD, CBG, delta-9-THC, |- avaliar os - CBD: ativi// antiproliferativa mais
IMcAllister experimental(fendtipo mais CBN WIN 55,212-2, mecanismos que |potente em ambas as linhas de cels
2007 in vitro agressivo) CP55,940 por 3 dias |poderiam explicar||- CBD, THC e WIN 55,212-2

- cels MDA-MB-436

diminuiram significantemente a

do CBD nas invasao das cels tumorais mais
metastases de  ||agressivas, MDA-MB-231 (CBD
cancer de mama. |mais potente)

- infra-regulacao da proteina Id-1 e
[do mRNA Id-1 (e 434 bp) em
ambas as linhas de cels (evento
|precoce aos outros efeitos)

a acao inibitoria
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|Caffarel 2008|experimental

in vitro

- cels epiteliais

mamarias humanas

(controle)

8e 24 hs

mecanismos dos
efeitos
antiproliferativos
do delta-9-THC
nas células
tumorais da
mama EVSA-T

Estudo - cels MCF-7 - delta-9-THC por 6 dias - avaliar se o - THC diminuiu a viabilidade das
Von Bueren |experimental|- cels MCF7-AR1 (cels THC possui cels MCF-7 (sem induzir
2008 in vitro MCF7 com atividade citotoxicidade)
transferéncia de recep. lestrogénica ou |- THC diminuiu prolif., induzida pelo
androgénio) androgénica B-estradiol, das cels MCF-7
(1C50=0.26 uM) e MCF7-AR1
(IC50=1C50 = 0.09 uM)
- efeito através de mecanismo
lindependente dos receptores
androgénicos ou estrogénicos
Estudo - cels MDA-MB-231 - Met-F-AEA (10 uM), em - investigar os - efeito antimigratério pela infra-
[Laezza 2008 ||experimental meio de cultura livre de soro, |mec. moleculares|[regulacédo do mecanismo RHOA-
in vitro por 24 hs. do potencial ROCK, mediado pelo receptor CB1:
antimetastatico |- diminuicdo dos niveis GTP-RHOA
Met-F-AEA pelo |- acumulo de RHOA no citosol
estudo do efeito |- afetou a atividade RND1/2/3,
deste no agonista|- reorganizacéo citoesqueleto da
CB1, na atividade |actina, diminuindo as fibras de
RHOA e stress da mesma
organizagao da
actina.
Estudo - cels EVSA-T - delta-9-THC (3 e 5 uyM) por |- avaliar os - efeito antiprolif. (sequestro ciclo

|celular ) mediado pela supra-
regulagdo do gene JunD

- aumento gene Tes relacionado ao
aumento gene JunD

- supra-regulacao da p27 mRNA e
|[da Cdkn1B

- infra-regulagao da Cdc2

- obs: supra-regulacao da p8
lindependente do aumento JunD
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Estudo

in vitro e in
Vivo

- in vitro:

[Qamri 2009 |experimentallcels MDA-MB-231 e

MDA-MB-468

- in vivo: ratos
imunodefic. com
tumores marcados
com cels MDA-MB-
231

- in vivo: ratos
imunodefic. com
metastases de pulméao
(oriundas de tumor
primario de mama -
cels MDA-MB-231)

- in vivo: ratos PyMT

- in vitro: WIN 55,212-2 (10
MM) ou JWH-133 (10 uM/L)
vs veiculo, por 24 hs

- in vivo: adm. peritumoral de
((JWH-133) ou (JWH-133 +
SR144528) ou (WIN 55,212-
2) ou (WIN 55,212-2 +
AM251) ou (WIN 55,212-2 +
SR144528) ou (WIN 55,212-2
+ AM251 + SR144528)
I(canab = 5 mg/kg/dia) versus
veiculo, em tumores

estabelecidos de ratos
imunodef. (CB-17) marcados
com cels MDA-MB-231 (inoc.
sc.), durante 4 semanas
I(avaliag&o cresci/o tumoral)

- in vivo: adm. ip. JWH-133
lou JWH + SR ou WIN ou
WIN + AM ou WIN + SR ou
WIN + AM + SR (canab. =5

mg/kg/dia) versus veiculo,
iniciada 24 hs apés inoc. de
cels MDA-MB-231 em veia
periférica de ratos
imunodefici.(CB-17), durante
4 semanas (avaliacéo
Imetastases de pulmao)

- analisar os
efeitos dos
canabindides
sintéticos nao
psicoativos no
crescimento e
nas metastases
de cancer de
mama

lin vitro (ambos os canab. e cels):

- apoptose e sequestro do ciclo
icelular na fase G0-G1

- efeito antimigratério, mediado pelo
ireceptor CB2

- diminuic&o atividade Cdc42

- diminuicdo expressao c-Fos e c-
Jun

- infra-regulagao dos niveis COX-
2/PGE2

lin vivo:
- diminuig&o significante do volume

dos tumores em relagao ao
controle; apoptose; efeitos
mediados pelos CB1 e CB2 (WIN) e
pelo CB2 (JWH)

- diminuig&o significante do numero
de metastases e do tamanho dos
nodulos metastaticos em relagéo ao
controle

lin vivo (ratos PyMT):

-laténcia no cresci/o tumores

- diminuicao cresci/o tumores

- efeito antiproliferativo (diminuigao
significante Ki67)

- efeito antiangiogénico (diminuicao
significante CD31)
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~ TUMORES
CERVIX UTERINO

cervical

Estudo - cels HelLa S3 - delta-9-THC (5, 10, 15, 20, |- avaliar a - efeito antiproliferativo
IMon 1981 experimental 40 uM), delta-8-THC (1, 5, 10 |influéncia os
in vitro IuM), 11-OH-delta-9-THC (5, |canabindides na
10, 15 yM) e canabinol (5, proliferacédo das
10, 15 uM) por 24 e 48 hs células tumorais
humanas HelLa
S3.
Estudo - cels Caski; Hela; - AEA (3-100 uM) por 5 dias |- analisar os - apoptose
[Contassot  |experimental|C299. efeitos da AEA |- ativacdo da caspase 7
2004b in vitro nas linhas de - efeitos mediados pelo VR1
células do
carcinoma - obs: CBRs, ndo s6 nao mediaram
cervical a apoptose, como tiveram ef.
sinérgico com a AEA
Estudo - cels SW756 - 2-AG (10-100 nM) .- determinar se |- 2-AG (+ de 100 yM PMSF) e WIN
[Rudolph experimentall|(carcinoma cervical) |- WIN 55,212-2 (1-30 yM) as cels maduras |55,212-2 inibiram a taxa de
2008 in vitro - cels LAD2 LAD-2 poderiam ||migracao das cels SW756; efeito
|((mastécitos) regular a mediado pelo CB1
malignidade - 2-AG (100 nM) e WIN (30 uM)
afetando o inibiram o ef. estimulatorio na taxa
potencial de migragao das cels SW756,
migratério das induzido pelas cels LAD2; ef.
linhas de cels receptor-indep.
SW756 do
carcinoma
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Estudo
[Ramer 2008 |experimental
in vitro

- cels Hela (cérvix)
- cels C33A (cérvix)
- cels A549 (pulmao)

- meAEA (0.1-10 pM)
e delta-9-THC (0.01-1 uM)
por 72 hs

- avaliar os
efeitos dos
canab. meAEA e
THC na
|invasividade das
cels Hel a.

- diminuicdo da invasao das cels
Hela, C33A e A549 através da
Matrigel

- ef. mediados CB1, CB2, VR1
ImeAEA), e pelos CB1 e CB2 (THC)
- ambos os canab aumentaram a
TIMP-1; mediagéo pelos CB1, CB2
|e VR1 (meAEA) e pelos CB1 e
CB2 (THC)

- a supressao da invasao e o

aumento do TIMP-1 foram
mediados pela fosforilagdo das
MAPKSs p38 e p42/44; efeitos
mediados pelos CB1 e CB2
(meAEA e THC)

Observacgoes:

- ambos os canab. diminuiram
IMMP-2 (mec. recep-independ.)

- a redugao da invasivi// nao foi
relacionada a diminuicéo da
migracao

- sob as condigdes exp. do ensaio
|para invasividade (alta densi//
celular) ndo houve diminuigao da
viabili// pelos canabindides

Estudo
|[Eichele 2009 |experimental
in vitro

- cels Hela (cérvix)
- cels C33A (cérvix)
- cels A549 (pulmao)

- meAEA (10 pM) por até 72
ihs

- investigar o
papel da COX-2
na apoptose
suscitada pelo

endocanab.
meAEA nas cels
Hela.

Sequéncia de eventos:

- aumento da ceramida

- ativacdo da COX-2

- formagao de L-PGDS (PGD2)
- ativagcao do PPARy

- apoptose

- obs: mec. receptor-independ.
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TUMORES DA
TIREOIDE

IBifulco 2001

Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels KiMol

(cels FRTL-5
transformadas pelo
oncogene K-ras); cels
FRTL-5 (epiteliais da
tiredide de ratos:
controle)

- in vivo: ratos com
tumores marcados
com cels KiMol

- in vitro: Met-F-AEA (10 pM)
Ipor 24 hs

- avaliar a acao
da Met-F-AEA no
crescimento

- in vivo: adm. peritumoral dellcelular

a cada 72 hs; 20 dias) vs
IMet-F-AEA (0.5 mg/kg/dose)

+ SR141716 (0.7
mg/kg/dose) vs controle,
iniciada 2 dias depois da
inoculacao sc. de cels KiMol
em ratos

IMet-F-AEA (0.5 mg/kg/dose; |dependente da

oncogene K-ras
(células KiMol)

- in vitro: efeito antiproliferativo nas
|cels tumorais (ndo toxicidade ou
apoptose); seguranga; sequestro do
lciclo celular na fase G0/G1

- in vitro e in vivo: inibicao
significante da atividade p21ras;
lefeitos mediados pelo CB1; potente
supra-regulacao do CB1

- in vivo: diminui¢ao significante do
peso tumoral em relagao ao
controle




62

Estudo
|Portella 2003 ||lexperimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels KiMol,
TK6, MPTK-6
|(metastat|cas ), FRTL-5|-
(normais:controle)

- in vivo: ratos com
tumores marcados

com cels KiMol

- in vivo: ratos com
metastases de pulméo
(inoculagao de células
3LL)

- in vitro: Met-F-AEA (10 uM) |- avaliar o efeito

nas cels KiMol, por 24 hs

6 e MPTK-6, por 4 dias

- in vivo: adm. peritumoral de |esta estabelecido

Met-F-AEA (0.5 mg/kg por
dose) vs Met-F-AEA (0.5
mg/kg por dose) + SR141716
(0.7 mg/kg/dose) vs controle,
a cada 72 hs, 27 dias, em
ratos com tumores (KiMol)
estabelecidos.

- in vivo: adm. ip. de Met-F-
AEA (0.5 mg/kg/dose) vs
IMet-F-AEA (0.5 mg/kg/dose)
+ SR141716 (0.7
|mg/kg/dose vs controle; a
cada 72 hs; 21 dias; iniciada
apods a inoculacao de células
3LL

da Met-F-AEA no |cels TK-6 e MPTK-6, de forma mais

in vitro: Met-F-AEA (10 pM) |crescimento
vs veiculo, 1x/d, nas cels TK-|ftumoral, in vivo,

no contexto em
que o tumor ja

e crescendo

- avaliar o efeito
da Met-F-AEA
NOS processos
angiogénicos e
Imetastaticos

- in vitro: ef. antiproliferativo nas

eficaz nestas ultimas (mais
agressivas)

- supra-regulagao CB1 e infra-
|regulagéo VEGFR, de forma mais
eficaz nas cels MPTK-6

- in vivo (KiMol): diminuicao signif.
|dos tumores

- in vitro e in vivo (KiMol):
|[diminuicdo VEGF e VEGFR1;
aumento da p27KIP1; efeitos
Imediados pelo CB1

- in vivo (3LL): diminuicao signif. do
volume e do numero de nédulos
metastaticos; efeito mediado pelo
CB1
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|Bifulco 2004

Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cultura de
cels KiMol

- in vivo: ratos com
tumores marcados
com cels KiMol

- in vitro: Met-F-AEA, 2-AG,
VDM11, AA-5-HT, arvanil por
24 hs

- in vivo: adm. sc. de veiculo
vs veiculo + Met-F-AEA

(0.5mg/kg/dose) ou 2-AG (5
mg/kg/dose) ou VDM-11 (5
mg/kg/dose) ou AA-5-HT (5
mg/kg/dose) ou arvanil (1
mg/kg por dose) vs veiculo +
SR141716 (0.7 mg/kg),
2x/sem por

5 sem, iniciada junto com a
|inoc. sc. de cels KiMol em
ratos

- in vivo: avaliagao dos niveis
de AEA e 2-AG em tumores
de ratos retirados dos ratos
tratados e nao tratados.

- investigar os ef.
dos inibidores da
degradacgao dos
canabindides no
crescimento de
tumores de
tiredide de ratos
(KiMol), no intuito
de investigar o
possivel ef.
tbnico dos
endocanab. na
proliferacao
celular in vivo.

lin vitro:

- efeito antiproliferativo (ndo
apoptotico) pelos compostos
Ipesquisados

- ef. Met-F-AEA e VDM-11
mediados pelo CB1; outros: ndo
medigao pelos CBRs

lin vivo:

- todos os compostos induziram
|[diminuigao signifi/e do cresci/o
tumoral; o tamanho dos tumores no
final do experimento tb. foram

Met-F-AEA foi mais eficaz que o 2-
AG)

- AA-5-HT induziu aumento signif.
|de AEA e 2-AG (tb. PEA e FAAH -
menor extensio)

- VDM-11 aumentou apenas o0s
Iniveis do 2-AG

- 2-AG endogeno mais eficaz que o
exoégeno (VDM-11 foi mais eficaz
que o 2-AG exdg. em diminuir o
cresci/o tumoral)

menores que os dos controles (obs:




Estudo

in vitro e in
Vivo

|[Pisanti 2007 |experimental|KiMol; PAE (cels

-in vitro: cels tumorais |- Met-F-AEA (5-20 pyM) nas
PAE e HUVECs, com
endoteliais de aorta de||proliferacao induzida pelo
porco), HUVECs (cels |bFGF in vitro, por 24 hs
endot. da veia
umbilical humana) - Met-F-AEA (10 pM) nas
PAE, com formacéao de redes
de capilares induzidas pelo
bFGF, por 6 hs (modelo
bidimensional in vitro)

- modelos
angiogénicos em
segunda e terceira
|[dimensdes in vitro
- Met-F-AEA (10 pM) nas

- ensaio de membrana |[HUVECSs para verificacdo de
|ch|ck corioalantoicas |atividade MMP

(CAM) in vivo.

- Met-F-AEA (10 uM) nas cels
KiMol, por 24 hs (ensaios bi e
tridimensionais in vitro)

- Met-F-AEA (10 pM) in vivo
((CAM)

- avaliar a
atividade anti-
angiogénica da
Met-F-AEA e
seus
mecanismos
moleculares

- apoptose das células endoteliais
(PAE e HUVECS); efeito mediado
pelo receptor CB1 e pela ativacao
da p38 MAPK

- diminuig&o significante da
formacao de redes de capilares nas
PAE (reducao significante do
numero de interseccgdes de
estruturas tubulares)

- diminuicdo da atividade MMP-2
|nas HUVECs; efeito mediado pelo
receptor CB1

- cels KiMol: inibicdo do processo

de renovagao da angiogénese,
induzindo uma forte redugao do
numero de novos vasos e também
no tamanho médio dos mesmos.

- in vivo: efeito antiangiogénico
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Shi 2008

Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels ARO
(carcinoma
anaplastico); cels
ARO/IL-2; cels
ARO/CB2

- in vivo: ratos com
tumores marcados
com cels ARO ou
ARO/CB2

- in vitro (24 hs):

- JWH-133 (2, 20 yM)

- WIN 55,212-2 (1, 5 uM)

- paclitaxel (quimioterapico,
15 uM)

- in vivo: adm. intratumoral
|diaria de JWH-133 (50 pg/ml;
14 d) vs controle, em ratos
com tumores estabelecidos
marcados com cels ARO ou
ARO/CB2 (sc.); tumores
Imensurados ap6s 60 dias.

- investigar o
efeito da
expressao de
CB2 na apoptose
induzida pelo
agonista
canabinode e a
sensibilidade das
cels ARO ao
quimioterapico
paclitaxel

- apoptose (procovada por ambos
0s canabindides) em todas as cels
(de forma significativamente maior
nas cels ARO/IL-12 e ARO/CB2
que nas cels ARO)

- as cels ARO/CB2 e ARO/IL-12
foram mais susceptiveis a apoptose
induzida pelos canabindides e pelo
paclitaxel, comparada com as cels
ARO

- in vivo: diminuicao significativa
|[dos tumores ARO/CB2 em relacao
ao controle e aos tumores ARO.
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THC

PULMAO
Estudo - in vitro: cels do - in vitro: delta-9-THC, delta- |- avaliar o efeito |- evidéncia indireta de diminuigao
[Munson experimentalfadenomacarcinoma  |8-THC, CBN, CBD dos canabindides |da sintese de RNA pelos
1975 in vitro e in ||Lewis de pulméo nas cels tumorais |canabindides delta-9-THC, delta-8-
Vivo - in vivo: adm. oral de e quais 0s THC e CBN
- in vivo: ratos canabindides (delta-9-THC: |possiveis sitios
Imarcados com cels do |25-100 mg/kg; delta-8-THC: |bioquimicos de ||in vivo:
adenocarcinoma Lewis||50-400 mg/kg; CBN: 100 acao - inibicdo do cresci/o dos tumores
|de pulméo mg/kg; CBD: 50-200 mg/kg) pelos delta-9-THC, delta-8-THC e
por 10 dias, com inicio 24 hs CBN (o CBD aumentou o cresc/o
apos a inoc. im. de cels dos tumores)
Lewis de pulmao em ratos - aumento da sobrevida dos ratos
foi verificada no tto. com delta-8-
THC e com doses maximas de
|delta-9-THC
- efeito de tolerancia
Estudo - cels A549 - delta-9-THC (0-15 pyg/ml) |- avaliar os - diminuigdo da viabilidade celular
Sarafian experimental ipor 24 hs efeitos de delta- |- diminuicdo da reserva energética
2002a in vitro 9-THC no (ATP A549) e diminuicao do
mecanismo potencial da membrana
mitocondrial das |mitocondrial
células tumorais
A549 do pulméo
Sarafian Estudo - cels A549 - THC (0-20 uM) por 24 hs |- det. se o stress |- THC: morte necrotica (IC50=16-
2002b experimental - BHA (antioxidante): 10-200 [oxidat. contribui [18uM/ml) (mediado diminui¢ao
in vitro UM + THC p/ a citotocixi// do |[reserva energética); efeito

aumentado pelo BHA (mec. ndo
Imediado estresse oxidativo)
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tumores marcados
com cels A549

delta-9-THC (5 mg/kg/dia; 21
dias) em ratos com tumores
estabelecidos marcados

(injecao sc.) com cels A549.

- in vivo: adm. de delta-9-
THC (5 mg/kg/dia; 28 dias),
com inicio apos 24 hs de
injecéo iv. de células A549
em ratos imunodeficientes —
para verificagao do
crescimento de coldnias
tumorais pulmonares.

metastase,
induzidos pelo
EGF, em cancer
humano de
pulmao que nao
sao de pequenas
icélulas

Estudo - cels H460 - AEA, delta-9-THC, HU-210 |- invest. ef. -apoptose (todos)
Athanasiou |experimental (todos com 100 uM) por 2 hs |[canab. cels H460 |- diminuigdo potencial da memb.
2007 in vitro e se ha relacao c/|mitocondrial e do consumo de 02
a modulacao - mudancas bifasicas na atividade
funcao |[do complexo mitocondrial | e lI/1ll
Imitocondrial
Estudo - in vitro: cels A549 e |- in vitro: delta-9-THC (1-20 |- caracterizar os |in vitro:
|Preet 2008 |experimental[SW1573, IuM) por 72 hs efeitos do delta- |- inibicdo da prolif. e indugéo de
in vitro e in 9-THC no apoptose em 72 hs (mas ndo com
Vivo - in vivo: ratos com - in vivo: adm. peritumoral de [crescimento e 24 hs)

- inibicdo da migracgéo e da invasao
|celular, estimulada pelo EGF

- aumento da fosfo-FAK (sitio
tirosina 397), induz. pelo EGF

- inibicdo da fosfo-Akt

- inibicdo da fosfo-ERK1/2 e
JNK1/2, induzidas pelo EGF

- diminuicdo VEGF

lin vivo (21 dias):

- inibic&o signifi/e do cresci/o dos
tumores ja estabelecidos;
segurancga

- diminuicao da fosforilagao da
FAK, da ERK1/2 e da AKT.

lin vivo (28 dias):
- diminuigao significante dos

nddulos de metastases, bem como
do peso (~50%) e do numero de
lesbes (~60%) dos ratos




68

LEUCEMIAS E LINFOMAS

(1.4 £ 0.2 uM) por 72 hs

|dos
endocanabindide
s, bem como a
|influéncia da
degradacao da
AEA neste
|processo

Estudo - cels leucémicas - delta-9-THC (0,001-10 pM) |- avaliar o efeito |- efeito antiproliferativo
[Rowley 1990 |experimental|lhumanas: ML2 (LMA), |por 6 dias do delta-9-THC |- THC (= 1 yM): diminui¢ao do
in vitro HL60 (leucemia na inibicdo do |conteudo do cAMP nas cels ML2
promielocitica) e K562 crescimento das |lem exp. de 10 min.
(LMC) células tumorais |- THC (0.1-10 pM) diminuiu a
K562 e HL60. atividade da adenil ciclase nas ces
IML2 em exp. de 20 min.
Estudo - cels do linfoma - AEA (0.1-1 pM), 2-AG (1.4 |- investigar os - apoptose ‘mitocondrial’ induzida
IMacarrone |experimental|lhumano: DAUDI e 0.2 uM), LEA (1.4 £ 0.2 uM), |lefeitos |pela AEA, mas nao pelos outros
2000 in vitro ua37 OEA (1.3 £ 0.2 uM) e PEA  |[antiproliferativos [[endocanabindides

- mediagao pelo VR (mas nao pelos
|ICBRs)

- diminuicdo do potencial da
Imembrana mitocondrial

- mediagao pela cascata de
|caspases

- mediagao pelo mecanismo da 5-
[LOX e COX

- obs: 0 antag. CB2R ou o AM404
[ndo s6 ndo inibiram o efeito da
AEA, como tiveram efeito sinérgico

com a mesma
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- células leucémicas e
|de linfomas humanos
(Jurkat, Mot-4, Sup-
T1)

lin vivo:

- ratos com tumores
marcados com cels
EL-4

Sup-T1 por 4 hs

- JWH-015 (1-20 uM) nas
icels Jurkat e Molt-4 por 24 hs
- delta-9-THC (1, 5, 10 uM)
|em cels primarias da LLA
(obtidas de 2 pacientes) por
2-24 hs

- in vivo: adm. de delta-9-
THC (1, 3 ou 5 mg/kg) nas

cels EL-4 provenientes de
fluido da cavidade peritoneal,
um dia apos a morte (10° dia)
de ratos (EL-4) vs controle

- in vivo: adm. intratumoral
de delta-9-THC (5 mg/kg; 14
dias), iniciada um dia apés a
marcagao tumoral, para
avaliacado de sobrevivéncia e
cura dos ratos com tumores
marcados com cels EL-4 vs
controle; ratos com tumores
que sobreviveram mais de 60
dias foram ‘remarcados’ e
testados em relacéo as suas
habilidades de rejeitarem o
tumor.

IHU-210 (2.5-10 uM), AEA (5- |[imunoldgicas
40 uM) em cels Jurkat, Mot-4,|transformadas

(tumorais)

Estudo lin vitro: - delta-9-THC (3 uM), HU-210j}- avaliar se os - diminuicado da viabilidade celular e
IMcKallip experimental|- células leucémicas ||(3 uM), AEA (5 e 10 uM), agonistas CB2  |apoptose induzida por todos os
2002 in vitro e in ||de camundongo WIN 55,212-2 (3 pM) nas induzem canab. (a excegao do WIN)
Vivo murino (EL-4, LSA, icels EL-4 por 4 hs apoptose em - efeitos mediados pelo CB2
P815) - delta-9-THC (2.5-10 M),  ||células

tumoral e, a partir de 3 uM,
apoptose

foram curados e apresentaram

- in vivo: diminuicdo da viabilidade

- in vivo: aumento significante da
sobrevivéncia dos ratos; 25% deles

resisténcia a nova inoculagao de
células do mesmo tipo de tumor
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L144 e L102, obtidas
de bidpsias;

- cels Rec-1 (tumorais
llinfoma);

- SK-MM2-2

(cels leucémicas do
plasma — controle)

icels MCL por 24 hs

- AEA (5 uM) + SR141716
|(O.5 e 5 uM), nas células
Rec-1, por 24 hs.

- WIN 55,212-2 (1 e 10 uM) e
SR141716 (0.1-10 yM), nas
Icélulas Rec-1 por 8 dias

agonistas e
antagonistas dos
|receptores
canabindides na
viabilidade e
crescimento das
|cé|u|as MCL.

Estudo - células HL-60 Todos experimentos - 24 hs: |- avaliar o efeito |- apoptose (causada pelo CBD,
|Gallily 2003 ||experimentall|- monécitos humanos |- CBD (8 ug/ml) combinado da CBD-DMH, irradiagédo gama);
in vitro [normais - CBD-DMH (15 pg/ml) irradiacao gama ||CBD > CBD-DMH
- irradiagao gama (500, 1000, jlcom CBD na - efeito sinérgico da irradiagao
2000 cGy) apoptose das lgama com CBD ou CBD-DMH na
- irradiacao gama (800 cgy) + |células HL-60 apoptose
ICBD (8 pg/ml) - seletividade
- irradiacao gama (800 cgy) + - ativagao da caspase-3
|ICBD-DMH (15 pg/ml)
Estudo - cels Jurkat - arvanil (analogo AEA): 1-25 ||- estudar os ef. |- apoptose
Sancho 2003 |experimental|- cels Jurkat “FADD MM por 6 hs apoptdéticos do |- mediagao principal pela ativagao
in vitro [dominante negativa” arvanil nas cels ||da caspase 8 e pela FAAD
- cels T primarias Jurkat e nas cels |- mediagao secundaria pelo mec.
|(controle) T primarias |de estresse oxidativo
- seletividade
Estudo - cels primarias do - AEA (5-10 uM), WIN - investigagao - diminuicao da viabilidade celular
|[Flygare 2005 |experimentalMCL (sdo cels Bdo  [|55,212-2 (5-10 uM) e dos efeitos do linduzida pela AEA, pelo WIN e pelo
in vitro linfoma ndo-Hodgkin: |SR141716 (0.1-10 uM), nas |tratamento com [SR141716 (= 1 uM)

principal/e em meio de cultura com
pouco soro; apoptose pela AEA e
WIN na dosagem max.

- AEA + SR (0.5 uM) = leve ef.
antagoniz. da viabili// celular; AEA +
SR (5 uM) = ef. aditivo na
|[diminuicdo da viab. celular e
apoptose nas cels Rec-1

- WIN apresentou ef. antiprolif. com
8 dias nas cels Rec-1; ef. imitado

pelo SR141716 (mas com 10 pM)
- apoptose nas cels Rec-1 pela
AEA e pelo WIN mediada pelo CB1




71

HEL-92 (leucemia
eritroblastica)

- células leucémicas
HL60 (leucemia
promielocitica aguda)
- células leucémicas
Molt-4 (LMA)

sanguineas mononucleares
Iperiféricas)

canabindides
como mediadores
da apoptose em
linhas de células
leucémicas

Estudo - células leucémicas |- delta-9-THC (1.5 yM) por 2 |- investigar o - diminuicdo da viabilidade celular
[Herrera 2005 |lexperimental{Jurkat hs possivel pelo THC e JWH
in vitro - JWH-133 (10 uM) por 2 hs lenvolvimento das |- apoptose pelo THC
MAPKSs na Sequéncia de eventos (THC):
apoptose das - ativagao do receptor CB2
cels leucémicas |- ativacdo da ERK JNK e p38
humanas IMAPK, mas somente esta ultima
induzidas pelo teve efeito mediador
recep. CB2 - diminuic&o do potencial da
Imembrana mitocondrial
- ativacdo das caspases 3 e 8
- liberagao de citocromo c
- apoptose
Estudo - células leucémicas |- delta-9-THC (0-100 uM), - investigar o - THC induziu apoptose e sequestro
|[Powles 2005 |experimental[CEM (LMA) IPEA (1-100 uM) por 48 hs papel dos |do ciclo celular na fase G1 (PEA s/
in vitro - células leucémicas |lversus controle (cels receptores efeito), sem seletividade

- mecanismo receptor-
lindependente

- THC induziu a fosforilagao da
[ERK

- THC induziu mudanga no perfil
dos genes compativel com
diminuicdo do mecanismo MAPK
- THC induziu infra-regulagéo das
lisoformas codificadas histona H1.

- obs: THC néo teve efeito sinérgico
lcom a cisplatina
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ILombard
2005

Estudo
experimental
in vitro

- cels Jurkat normais
- cels Jurkat
deficientes em alguns
mecanismos: defic. em
FADD, defic. caspase-
8, cels dominante-
|negativo caspase-9,
cels com
superexpressao de
Bcl-2

- delta-9-THC (10 uM) nas
células testadas por 3 hs.

- analisar o mec.
apoptotico
induzido pelo
delta-9-THC nas
cels leucémicas
mutantes (com
defeitos nos
mecanismos
intrinsicos e
extrinsicos)

|— apoptose induzida pelo THC nas
cels Jurkat ‘normais’

- apoptose nas cels FAAD-defic. e
|caspase-8—defic, embora em nivel
menor que as cels ‘normais’;

- as cels caspase 9-defic. foram as
mais resistentes aos ef. apoptaticos
do THC

- as cels com superexp. Bcl-2 foram
as mais resist. por 3 hs, mas
Imostrou um progressivo aumento
apos este periodo.

- todas as cels sofreram perda do
potencial da memb. mitoc. (evento
precoce a ativ. das caspases)

- células Jukat ‘normais’:

- apoptose mitocondrial precoce

- apoptose (mec. “morte-receptor”
tardia, pela clivagem da Bid)
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Jia 2006

Estudo
experimental
in vitro

- cels Jurkat (principal
linha de cels
estudadas), Molt4,
Sup1, Hut78

- delta-9-THC (10 uM), por
12-24 hs, nas células Jurkat
versus controle

- investigagao
dos mec.
moleculares
subjacentes a
apoptose
linduzida pelo
THC, com
especificidade
para o papel do
mec. da MAPK.

- apoptose

- mediacao dos recep. CB1,CB2 e
acoplados a prot. G, aumento da
Iproteina Bad, diminuicdo da
fosforilagdo da Bad, infra-regulagao
|[da ERK

|[Eventos induzidos pelo THC:

- infra-regulagao do eixo Raf-1,
MEK 1/2, ERK 1/2 e RSK
(Thr359/Ser363) com consequente
translocacao da Bad para a
Imitocdndria.

- diminuicao da fosforilagdo da Bad
Ino sitio Ser112, mas nao no sitio
Ser136

- diminuic&do da fosforilagdo da Akt;
|efeito sem relagdo com a
diminuicao da fosfo-Bad

- ativagao das pré-caspases 8, 9, 3,
le de outros marcadores da
apoptose (processamento do Bid,
|degradacao da PARP,
fragmentacéo do DNA) nas células
Jurkat.

- também houve marcante reducéao
|[dos niveis da fosforilagdo da ERK
1/2 nas cels Molt4, Hut78 e SupT1
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pela metil-B-
ciclodextrina
(MCD)

Estudo - in vitro: cels EL-4 - in vitro: CBD (1.25, 2.5, 5, ||- avaliar o uso - in vitro: diminuicao da viabilidade
IMcKallip experimental(camundongo) e cels |10 yM) nas cels EL-4 por 24 |potencial do celular e apoptose em todas as
2006 in vitro e in ||Jurkat e Molt-4 ihs canabidiol na linhas de cels
Vivo |((humanas) - in vitro: CBD (2.5 e 5 uM) ||doenga - efeitos mediados pelo CB2
Inas cels Molt-4 e Jurkat por |linfoblastica - envolvi/o direto da mitoc.: perda
- in vivo: ratos 24 hs do potencial mitocondrial e
marcados com células |Iiberag;éo do citocromo ¢
EL-4 - in vivo: fluido da cavidade - stress oxidativo: aumento da
peritoneal de ratos (EL-4) formacao de ROS (efeito mediador)
tratados com CBD (12.5 ou - aumento significante nos niveis
25 mg/kg ip.) por 10 dias das NAD(P)H oxidases Nox4 e
p22phox (ef. mediador)
- diminuicado dos niveis da fosfo-p38
MAPK (mediado pelo ROS)
- ativacdo da cascata de caspases:
morte ‘mitocondrial’ e ‘morte
receptor’
- in vivo: diminuicdo da viabili// e
aumento significante da apoptose
Estudo - cels do linfoma - AEA (10 uM) por 48 hs - investigar se os |- apoptose
|Bari 2006a |experimental|lhumano: DAUDI e ireceptores CB2 |- mediacgéo pelo VR1
in vitro U937 sao modulados |- mediagao pelo transporte lipidico:

IMCD antagonizou os efeitos
apoptoéticos da AEA

- obs: 0 antag. CB2R ou o inib.
MAPK (PD98059) ndo s6 néo
inibiram o efeito da AEA, como

tiveram efeito sinérgico com a
|mesma
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1, Jeko, JVM-2

- cels B normais e cels
tumorais U937 (cels
controle)

mecanismos que
levam a apoptose
nas células MCL

Estudo - cels Jurkat - delta-9-THC (1.5 pM)por 2 |- investigar o Sequéncia de eventos:
|[Herrera 2006 |experimental hs papel da sintese |- ativagéo do receptor CB2
in vitro da ceramida de |- aumento ceramida de novo
novo no - diminuicdo do potencial da memb.
mecanismo de mitocondrial e liberacao do
apoptose citocromo ¢
induzida pelo - ativagao das caspases 3/7 e 8, e
receptor CB2 iclivagem da PARP
- obs: mec. ‘morte mitocondrial’ &
anterior ao mec. ‘morte receptor’
- apoptose
Estudo - células primarias do |- meAEA (10 uM), WIN - esclarecer o Sequéncia de eventos MCL.:
|Gustafsson |experimental|MCL: L718, L1547, 55,212-2 (10 uM), nas cels  ||papel de cada - ativagao dos receptores CB1 e
2006 in vitro L1676 (obtidas de IMCL por 4 hs receptor ICB2
bidpsias de pacientes) canabinoide e - acumulacao da ceramida de novo
- cels do linfoma: Rec- delinear os - ativacao da p38 MAPK

- perda do potencial da memb.
Imitocondrial

- ativagao da cascata de caspases
- apoptose (e secundaria/e
necrose); sem afetar as cels
controle

- seguranca (seletividade)
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IGustafsson
2008

Estudo

experimental|do linf. ndo-Hodgkin
tipo B: Rec-1 do MCL,

in vitro e in
Vivo

- in vitro: painel de cels|- in vitro: meAEA (10 uM) por

MEC1 e MEC2 do

CLL, Raji e Namalwa

do BL, SK-MM-2

(plasma), JEKO-1 do

MCL

- in vivo: ratos com
tumores marcados
(cels JEKO-1 MCL)

24 hs

- in vivo (33 dias): adm. sc.
meAEA

(5 mg/kg; 12/12 hs) versus
controle em ratos marcados
(JEKO-1), iniciada 3 dias
apos a inoculagéo sc. das
Icels tumorais

- efeitos
antiproliferativos

- meAEA induziu apoptose nas
linhas cels MCL e CLL, mas néo
nas cels BL (que expressam baixos
niveis de CB2) e cels SL-MM-2
(que expressam baixos niveis de
CB1)

- ativagao da caspase 3

- ef. mediados pelos CB1/CB2

- in vivo: diminuigao significante dos
tumores em relagéo ao grupo
|controle; os tumores apresentaram
25% de reducgao indice mitético,
Imas sem diferenga na apoptose.

|Liu 2008

Estudo
experimental
in vitro

- cels leucémicas:

|CEM, HL60, MOLT4

- delta-9-THC (0.3-30 pM) por
24 hs

- quimioterapicos (QT):
|citarabina, doxorubicina,
vincristina

- investigar a
possivel
interagcao entre o
delta-9-THC e
agentes
quimioterapicos
estabelecidos

- testar o conceito
de que a reducao
do mecanismo
MAPK pelo THC
pode deixar as
células tumorais
mais susceptiveis
a quimioterapia.

- apoptose induzida pelo THC
- diminuicado da fosfo-ERK

- THC (1 yM), que néao teve ef. na
|diminui<;éo da viabilidade das cels
CEM, mas que reduziu os niveis da
fosfo-ERK, aumentou significativa/e
los efeitos dos QT na diminuicdo da
viabilidade celular (verificada pelas
|[diminuicdes de seus valores de
IC50).

- importancia da diminuicdo da ERK
Ipara a sensibizacido, mediada pelo
THC, dos ef. dos QT, foi confirmada
lem exp. com cels CEM mutantes.
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IGustafsson
2009a

Estudo
experimental
in vitro

- cels Rec-1 do MCL

- meAEA (10 uM), WIN
55,212-2 (10 uM) por 12-24
hs

- investigar o - morte celular das cels Rec-1
mecanismo da |- supra-regulacéo da CerS3 e da
acumulacdo da ||[CerS6 em 2-2.6 vezes; ef.
ceramida nas mediados pelo CB1 (ambas) e CB2
células Rec-1 do |(CerS3) com consequente

MCL acumulacao da ceramida de novo

- aumento (2-3.5 vezes) de
subespécies da ceramida; ef.
|mediados pelo CB1 (C16,C18 e
C24 e pelo CB2 (C16 e C18)

- ef. sobre 0 aumento de ceramida
e sobre a morte celular foram
potencializados pela supressao das
enzimas (KS-1, GCS) que
metabolizam a ceramida
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PELE

|Casanova
2003

Estudo - in vitro: cels tumorais
experimental |[PDV.C57 e HaCa4;

in vitro e in |lcels nao tumorais

Vivo MCA3D e HaCat
(controle)

- in vivo: ratos com
tumores marcados
com cels PDV.C57

- in vitro: WIN 55,212-2,
JWH-133 e HU-210 (todos
lcom 25 nM), por 4 dias

- in vivo: adm. de WIN
55,212-2 (1,580 pg) vs JWH-
133 (1,580 ug) vs controle,

em ratos com tumores
estabelecidos marcados
(PDV.C57), via bomba de
fluxo, 0.52 ul/h, 11 dias,
inserida em local proximo a
inoculacao das cels

- avaliar a

utilidade dos
canab. como
terapia
antitumoral em
cancer de pele

- diminuic&do da viabilidade celular e
apoptose (todos os CBs)

- medicao pelos CBRs

- diminuicdo do EGF-R

- seletividade

in vivo (ambos os canab.):

- blogqueio signifi/o do cresci/o dos
tumores e inibicdo da angiogénese
- aumento n° cels apoptéticas

- diminuicdo VEGF, PIGF e Ang2

- perfil de vasos estreitos

- infra-regulagéo EGF-R

- efeitos mediados pelos CBRs
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Estudo - in vitro: cels - in vitro: - delta-9-THC (1-3 |- avaliar a lin vitro:
Blazquez experimentallmelanoma: B16 pMM) e WIN 55,212-2 (100 eficacia dos - diminuicdo da viabilidade celular e
2006 invitro e in ||(ratos), A375 e nM), por 72 hs agonistas dos apoptose (todas)
Vivo MelJuso (humanas); receptores - sequestro do ciclo celular na
cels ndo tumorais: - in vivo: adm. peritumoral de |canabindides no (transicdo G1-S (B16 e A375)
Melan-c (ratos) e WIN (50 pg/dia) vs JWH-133 |cancer de pele |- infra-regulacao da fosfo-pRb (B16)|
Hermes 2b (human.) (50 pg/dia) vs veiculo (melanoma) - inibicdo da Akt (B16)
(controle) (controle), 8 dias, em ratos - ativagao da caspase 3
imunosuficientes e - seletividade
- in vivo: ratos com imunodeficientes (pesquisado
tumores marcados somente com o WIN 55,212- lin vivo:
(B16) 2) marcados com cels B16 - diminuicdo marcante do cresci/o
I(sc.) apos o tumores terem tumoral
- in vivo: ratos com atingido média de 300 mmz2. - diminuicao da fosfo-pRb
nodulos metastaticos - aumento n° cels apoptéticas
de pumao e figado - in vivo: adm. ip. WIN (50 - diminuicdo da vascularizacéo
(tumor primario pele — |jug/dia) vs veiculo, a cada 3 tumoral (densi// celular)
B16) dias, 21 dias (em ratos
C57BL/6) ou durante 12 dias - diminuicdo dos nddulos
(ratos nus) em ratos com |metastéticos de figado e pulméao
metastases de figado e em ambos os modelos de ratos
pulméo
Estudo - cels JWF2 (CA - AEA (0.15-30 uM) e PEA |- avaliar se - AEA (15-30 uM): apoptose das
Van Dross |lexperimentaljescamoso) 1(0.15-30 uM) por 24 hs produtos cels JWF2 (clivagem caspase-3 e
2009 in vitro - cels HaCat metabdlicos da ||PARP), mas nao das cels HaCat

COX-2 contribui
para a morte
celular tumoral
induzida pelo
endocanab.

(seletividade)

- ef. mediados pelo catabolismo da
atividade da COX-2 (PGs série D e
J)

- obs: PEA (30 uM): morte celular

nao apoptotica (JWF2), mas nao
nas cels HaCat
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TUMORES DO
PANCREAS

|[Fogli 2006

Estudo
experimental
in vitro

- cels MIA PaCa-2

lin vitro (24-72 hs):

- WIN 55,212-2 (0,01-100
(HM)

- ACEA

1(0,01-100 pM)

- JWH-015

1(0,01-100 pM)

- AM251 (10 uM)

- SR141716 (10 uM)

- AM630 (10 uM)

- 5-FU (droga quimioterapica
lusada como referéncia)

- investigar as
atividades
antitumorais dos

canabindides e o
papel potencial
de seus

- 0s compostos testados, a excecao
[do WIN e do SR1, induziram ef.
antiprolif., principal/e em meio de
lcultura com pouco ou nenhum soro

- O AM251 foi o canabinéide mais
potente em comparacgéo aos outros,

receptores nestas|[funcionando com agonista inverso

cels

CB1.

- AM251 (1 uM) + 5-FU (0.5-5 pM)
|demonstrou sinergismo na inibigao
da proliferagao

AM251 (10 uM):

- apoptose mediada pela ativagao
|das caspases 3/7

- modulagao dos genes JAK-STAT
le MAPK
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|Carracedo
2006b

Estudo
experimental
in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels
MiaPaCa2; Panc1,
Capan2, BxPc3

- biépsias tumores

lpancreat. humanos
- tecido normal do

Ipancreas

- in vivo: ratos

imunodefientes com
tumores marcados
(MIA PaCa-2 via sc e
via intra-pancreatica)

- in vitro: delta-9-THC (0-4
MM) por 66 hs

- investigar as
acoes dos
canabindides no

- in vivo: adm. peritumoral de ||cancer de

THC (15 mg/kg/dose) vs
JWH-133

(1.5 mg/kg/dose) vs veiculo,
por 15 dias, em tumores (ja
estabelecidos) de ratos
imunodeficien-tes marcados
com cels MiaPaCa-2 (sc.)

- in vivo: adm. ip. 1x/d de
WIN, 14 dias (1.5 mg/kg nos
dias 1- 2; 2.25 mg/kg nos
dias 3-4; 3 mg/kg nos dias 5-

14) vs veiculo, em ratos
imunodefic. marcados com
cels MiaPaCa-2 (via intra-
pancreatica)

pancreas
(adenocarcinoma
) € 0S seus
mecanismos
moleculares.

- diminuic&o da viabi// celular em
todas as linhas de cels

Sequéncia eventos (MiaPaCa2

le Panc1):

- ativagao do receptor CB2
- acumulagao de ceramida
- aumento da p8 mRNA

- aumento ATF-4 e TRB3
- ativagao caspases 3/7

- apoptose

- in vivo: THC ou JWH-133

reduziram, de forma marcante, o
crescimento de tumores
pancreaticos ja estabelecidos

- in vivo: WIN 55,212-2 reduziu
marcadale o cresci/o dos tumores
intra-pancreaticos bem como
diminuiu significante/e a extens&o
de cels tumorais nos 6rgaos
préximos e distantes; aumentou o

n°® de cels apoptdticas; aumentou a

TRB3; selevidade (seguranga)
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TUMORES DE
ORIGEM HEPATICA

Estudo - cels do hepatoma: |- AM251 (10 uM) por 5 dias |- investigar os ef. |Sequencia de eventos:
lLee 2003a |experimental|HepG2 do AM251 - ativagdo da AMPK
in vitro (antagonista - aumento fosfo-JNK (Thr172)
CB1) na - aumento da fosfo-ATF3
viabilidade das |- diminuicdo viabilidade celular
lcels HepG2
Estudo - cels do hepatoma: |- AEA (1-15 yM) por 24 hs |- avaliar os - apoptose
Biswas 2003 |experimental|HepG2 mecanismos do |- sequestro do ciclo celular na fase
in vitro - hepatécitos ‘normais’ canabindide AEA |G0/G1
nas células - fosforilacdo de ambas p38 MAPK
HepG2 do le JNK
hepatoma - infra-regulagdo da AKt/PKB

- mec. receptor-independentes

- ef. apoptotico mediado pela
membrana do colesterol e, por
consequéncia, pelo estresse
oxidativo

obs: AM404 nao alterou a apoptose
|induzida pela AEA
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Estudo - cels Mz-ChA-1 - AEA (1 nM - 10 uM), 2-AG |- avaliar os - AEA (10 uM) induziu ef. anti-
[IDeMorrow  lexperimentall|(vesicula biliar), HuH- (1 nM — 10 uM) por 24, 48 e |efeitos e os prolif. nestas cels; ja 0 2-AG
2007 in vitro 28 (ducto biliar intra- |72 hs mecanismos de |[apresentou ef. estimulatorio do
hepatico), HUCC-T1 acao da AEA e |[crescimento celular
(duto biliar intra- do 2-AG no - ef. receptor-independentes
hepatico), SG231 crescimento das ||AEA (nas cels Mz-ChA-1):
(ducto biliar intra- células do - apoptose
hepatico) colangiocarcino |- sequestro do ciclo celular
- cels H69 (n&o ma. - mediagéo pelo mec. de transporte
[tumorais — controle) llipidico e pelo
aumento da ceramida
- recrutamento da Fas e FasL para
as fragcdes do transp. lipidico da
Imemb. plasmatica
- formacao complexo ‘morte-
|receptor’
Estudo - in vitro: cels Mz-ChA-|- in vitro: AEA - avaliar os |in vitro: efeitos antiprolif. (sequestro
[DeMorrow  |lexperimental||1 (10 yM) por 24 hs efeitos antiprolif. |do ciclo celular) mediados pelo
2008 in vitro e in da AEA no aumento da Wnt 5a e pela ativagao
Vivo - in vivo: ratos com - in vivo: adm. ip. de AEA (10 ||colangiocarcinom |do recep. 6rfao Ror2, com
tumores marcados img/kg/dia), a in vivo consequente aumento da fosfo-JNK
com cels Mz-ChA-1 3 x/sem. vs veiculo (controle) |- determinar os
em ratos com tumores ef. da AEA no lin vivo (tto. prolongado):
(estabelecidos) marcados mec. Wnt e - diminuigao signifi/e do cresci/o
(sc.) com cels Mz-ChA-1; avaliar o papel |dos tumores a partir do 41° dia;

deste mecanismo
no cresci/o
celular do
colangiocarcino-
ma.

estudo por 72 dias

diminuicdo da area de necrose
tumoral e aumento de fibrose;
seguranga

- diminuicdo VEGF-C, VEGF-R2,
VEGF-R3

- aumento da Wnt 5a mRNA e de

sua imunorreatividade




IGiuliano
2009

Estudo - cels do hepatoma:
experimental[HepG2
in vitro

- WIN 55,212-2
(1-10 uM) por até 72 hs

- investigar se o
canab. WIN induz
apoptose nas
cels HepG2 e
avaliar se este
efeito é
dependente da
modulacéo do
PPARYy

- apoptose
- sequestro do ciclo celular na fase
subG0/G1

Sequéncia de eventos molec.:

- ativacao do CB2

- mec. de transp. lipidico

- ativagcao do PPARy

- infra-regulagéo dos niveis de
survivina, Hsp72 e fosfo-Akt,

lcom consequente diminui¢c&o da
fosfo-Bad (Ser136)

- diminuicado da Bcl-2 e Bcl-XL e
aumento da Bax e Bcl-XS;

- perda do potencial da memb.
Imitocondrial

- mec. de ‘morte mitocondrial’

- clivagem da Bid para a sua forma
ativa t-Bid e ativagao pro-caspase 8
|((mec. ‘morte receptor’)

- obs: houve aumento signifi/e da
fosfo-p38 MAPK e fosfo-JNK, mas
leste evento nao foi mediador
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TUMORES
COLO-RETAIS

|Ligresti 2003

Estudo
experimental
in vitro

- cels CaCo-2 e DLD-1

(obtidas de biopsias
pac. com
CA colo-retal

- cels de bidpsias de
Ipodlipos adenomato-
SOS

- cels de bidpsias de
Imucosas saudaveis

- AEA (0.1-10 pM),

dias

2-AG (0.1-10 uM),
HU-210 (0,001-0.1 uM), por 5|lendocanab. e da

- avaliar os

efeitos dos

inibicdo seletiva
da inativagao dos
mesmos na
proliferacao das
cels CaCo-2 e
DLD-1

- efeitos antiproliferativos (ndo
toxicidade, nao apoptose), de forma
|mais potente nas cels CaCo-2
(mais invasivas)

- HU-210 foi mais potente que os
lendocanab.

- ef. dos endocanab. mediados pelo
ICB1 e pelo mecanismo da COX-2

- ef. do HU-210 mediados pelos
ICB1 e CB2

|Observacgoes:

- todos os tecidos expressaram
AEA, 2-AG, CBRs e FAAH

- VDM11, VDM13 e AA-5-HT

(todos: 10 yM) aumentaram os
niveis dos endocanab. nas cels
CaCo-2 e inibiram a prolif. das

mesmas; mediagao pelo CB1
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Estudo

in vitro e in
Vivo

- in vitro: cels Raji

|[Kogan 2004 |lexperimental|/(linfoma), Jurkat

(leucemia), SNB-19
(glioblastoma),

MCF-7 (mama),
DU-145 (prostata),
NCI-H-226 (pulm&o) e
HT29 (colon)

- in vivo: ratos com
tumores marcados
(HT29)

- in vitro (3 dias) : HU-311
(CBD-quinona), CBN-
quinona, delta-8-THC-
quinona (todos: 0-25 uM)

|de HU-311 (5 mg/kg) vs
controle, iniciada a partir do
2° dia da inoc. sc. em ratos

- in vivo (2): adm. sc.
(3x/sem) de HU-331 (5
mg/kg) vs controle, iniciada a
partir do 2° dia da inoc. sc.
em ratos

- in vivo (3): adm.
lintratumoral (3x/sem) de HU-
331 (5 mg/kg) versus
icontrole, iniciada a partir do
14° dia da inoc. sc. em ratos

- in vivo (4): adm. ip. (3x/sem)
|[de HU-331 (2.5 mg/kg)
versus controle, iniciada a
partir do 2° dia da inoc. sc.
em ratos

- avaliar a
atividade
antineoplasica
dos
canabindides-

- in vivo (1): adm. ip. (3x/sem)|quinona in vitro e

do CBD-quinona
(HU-331) in vivo

- HU-331 (CBD-quinona), CBN-
quinona e delta-8-THC-quinona
exibiram ef. inibitério das cels
tumorais testados, sendo que o HU-
331 foi o mais potente.

- in vivo: diminuicao significante do
|cresci/o dos tumores, independente
da via de administracao
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- HCA7/C29 (exp.
altos niveis COX-2)

- SW480 (expressa
|baixos niveis COX-2)

versus
AEA (1, 10, 25 pM) + NS398
|(inib. selet. COX-2) por 6 dias

Estudo - células SW 480 - AEA (40 nM) e - investigar o - AEA, por si sO, nao teve ef. na
Joseph 2004 |experimental HU-210 (10 nM) por 14 hs, |papel da AEA na |migragao das cels SW480
in vitro para avaliagdo da migragdo |migragao de - AEA e HU inibiram totalmente a
de cels induzidas pela células tumorais |migragao das cels, induzidas pela
norepinefrina (induzidas pela |norepinefrina
(10 uM) norepinefrina) - efeito mediado pelo CB1
Estudo Icels CA colo-retal: - AEA (10 uM) por 72 hs - avaliar se a - ef. antiproliferativo (ndo
|Patsos experimental|- HT29 (exp. niveis AEA e as PG- apoptotico) signifi/e nas cels HT29
2005a in vitro Imoderados COX-2) - AEA (1, 10, 25 uM) EAs induzem le HCA7/C29 (mas nao nas cels

morte em células
do carcinoma
colo-retal

- avaliar se
poderia ser
utilizado altos
niveis de COX-2
nestas cels para
seus especificos
alvos na morte
icelular pela AEA

SW480)

- efeito mediado pelo metab. da
|COX-2

- ef. potencializado pelo MAPF
|(inib. FAAH)

- ef. caspase-independente

- AEA: aumento signifi/e da
Iproducéo total PGE2/PGE2-EA

- PGE2-EA (1, 10 uM) e PGD2-EA
(1, 10 yM) (mas nao a PGF2a-EA),
por 72 hs, inibiram

A prolif. das cels HT29 e HCA7/C29
|((mec. apoptdtico)
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[Kogan 2006

Estudo

- in vitro: BAECs e

experimental|[HUVECs

in vitro e in
Vivo

- ex vivo: anél adrtico
de ratos embebidos de
colageno na presenca
de VEGF ou FGF

- in vivo: ratos com
tumores marcados

- in vitro: BAECs (por 48 hs)
e HUVECs (por 24 hs): HU-
331, CBD, HU-336, delta-8-
THC, HU-210, HU-335
|(todos: 0.6-300 uM)

- ex vivo: HU-331 (300 nM)
Ipor 5-7 dias

- in vivo: adm. ip., iniciada 2

com células HT29

dias apos a inoc. sc. em
ratos, de veiculo versus
HU-331 (5 mg/kg; 3x/sem)
versus doxorubicina (0.83
Img/kg; 3x/sem) por 35 dias.

- investigar a
acao
antiangiogénica
dos derivados
canabindides
quinondides

- diminuicao do cresci/o das BAECs
(todos, sendo o HU-331 o0 mais
potente)

- HU-311 (4.8 uM): apoptose das
BAECs e HUVECs

- HU-331 (HUVECSs): aumentou os
niveis MRNA da osteoprotegerina,
MMP-1 e COX-2, e diminuiu os
niveis mMRNA chemotatico mondcito
proteina-1, Von Willebrand factor
(VWF) e fosfolipase A2.

- HU-331 (300 nM): efeito
antiangiogénico ex vivo — agao
|direta nas cels endoteliais

- in vivo: DU-331 induziu a uma

(CD31), sendo este efeito ndo

‘diminuigéo da densi// vascular
imitado pela doxorubicina

|Greenhough
2007

Estudo
experimental
in vitro

- cels do CA coloretal:
SW480, HCT-15,
HT29, CaCo-2,
HCT116, LS174T,
SW620 (as trés
primeiras foram as +
pesquisadas)

- delta-9-THC (2.5-12.5 uM)
lpor 72 hs

- avaliar o efeito

do delta-9-THC
nas células do
carcinoma
coloretal humano
e seus
mecanismos de
acao.

Sequéncia de eventos:

- ativacao do receptor CB1

- infra-regulagao dos eixos
RAS-MAPK (diminuicéo da fosfo-
ERK) e PI3K-Akt

- desfosforilacdo da Bad em ambos
[residuos serina 112 e serina 136

- aumento da caspase-3

- apoptose
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|[Kogan 2007b

experimental
in vivo

icels HT29 (cdblon)

- ratos marcados com
|cels Raji (linfoma B)

a inoc. sc. cels HT29 e Raiji:

- adm. ip. de HU-331 (5
mg/kg, 3x/sem) versus
doxorubicina (0.83 mg/kg,
3x/sem) vs veiculo em ratos
((HT29) por 2 meses

- adm. ip. de HU-331 (15
|mg/kg, 1x/sem) versus
doxorubicina (4.5 mg/kg,
1x/sem) vs veiculo em ratos
|(Raiji) por 3 sem.

lefeitos

antitumorais do
canabindide
quinona HU-331
com o
quimioterapico
doxorubicina.

Estudo - cels HT29 (cdlon), - HU-311 (100 nM — 10 uM) |- investigar o - morte celular necrética (todas as
|[Kogan 2007al|lexperimental|Raji (linfoma) e Jurkat |por até 48 hs mecanismo cels
in vitro (leucemia) através do qual o |- efeito mediado pela inibicao
HU-311 induz |catalitica da topoisomerase |l
morte celular
tumoral - obs: ef. ndo mediados pelos
CBRs, cascata de caspases, stress
oxidativo, modulacao dos fatores de
sobrevivéncia celular e nem
topoisomerase |
Estudo - ratos marcados com |- adm. Iniciadas 15 dias apds |- comparar os - HU-331 e doxorubicina:

|diminuigéo significante dos tumores
em relagcédo ao controle

- HU-311: diminuicao significante
dos tumores em relagao a
doxorubicina

- ratos tratados com HU-331
ganharam peso e nao tiveram
cardiotoxicidade nem
mielotoxicidade

- ratos tratados com doxorubicina
|perderam peso e tiveram
cardiotoxicidade e mielotoxicidade
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Estudo - in vitro: cels HT29, |- in vitro: ACEA (ag. CB1, - investigar os - ACEA: apoptose das cels DLD-1 e
|Cianchi 2008 |lexperimental|DLD-1, LoVo, HCT8, ||100 nM), CB13 (agon. CB2, |mec. moleculares||HT29; efeito mediado pelo CB1
invitro e in  |SW480, HCA7, HCT15{100 nM) por 48 hs subjacentes a - CB13: apoptose das cels DLD-1 e
Vivo atividade IHT29 e diminuicao da viabili// de
- tec. adenoCA colo- |- in vivo: administ. apoptotica todas as cels pesq.; efeito mediado
iretal peritumoral de CB13 (2.5 linduzida pela Ipelo CB2
- mucosa normal mg/kg/dia; 12 d) ativacdes dos
|(adjacente tumor) em tumores (ja ICBRs Sequéncia de eventos:
estabelecidos) de ratos - estim. dos respectivos CBRs
- in vivo: ratos imunodefic. marcados com - aumento da sintese de TNFa
imunodeficientes com |cels DLD-1 vs controle - acumulagao de ceramida de novo
tumores marcados - ativagao da caspase 3
com cels DLD-1 - apoptose

- in vivo: diminuicao signifi/e dos
tumores em relagéo ao controle;
Iniveis aumentados de

TNFa
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IGustafsson
2009b

Estudo - cels CaCo-2, HT29,
experimental[HCT116
in vitro

- exp. por 3 dias:

- HU-210 (0.03-3 pM)

- AEA (0.3-30 uM)

- NAGly (analogo AEA, 0.3-

30 pM)
- AA (1-100 pM)

- acido eicosapentaenoico (1-

100 pM)
- 5-FU (1-100 uM)

- investigar os
efeitos dos
canabindides
sintéticos e dos
lendocanab. (e
seus acidos
graxos
relacionados) na
viabilidade das
cels

CaCo-2

- determinar se
os efeitos dos
|canabinéides séo
sinérgicos com o
5-FU.

- AEA, HU, AA, 5-FU induziram
toxicidade nas cels CaCo-2, mas
ambos os canab. (princ. o HU-210)
foram mais potentes que o 5-FU

- ef. mediados pelo mecanismo de
transporte lipidico (HU e AEA)

- ef. dos canab. independentes dos
CBRs, VR, recept. acoplados a
prot. G, ceramida, mec. MAPK,
FAAH, LOX, COX

- 0s outros compostos induziram
apoptose

|Efeito sinérgico:

- HU-210 (3 pM) teve efeito
|citotdxico sinérgico ao 5-FU (3, 10,
30 uM) nas cels CaCo-2, mas nao
nas células HT29 e HTC116; ef.
mediado pelo mecanismo de
transp. lipidico

- ndo houve efeito sinérgico entre a
AEA e o0 5-FU.
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Estudo - in vitro: cels DLD-1,
Santoro 2009 lexperimental|CaCo-2 e SW620

in vitro e in

Vivo - in vivo: ratos com

lesdes pré-tumorais
geradas pelo AOM
(genotdxico)

- in vitro: Rimonabanto (0.1-
20 uM) por 24 e 48 hs

- in vivo: ratos com lesdes
Ipré-cancerosas tratados com
veiculo vs AOM + veiculo vs
AOM (16 mg/kg no total, ip.,
2x/sem, 1°, 3° e 5° sem. tto)
+ rimonabanto (3 mg/kg ip.,
todos os dias, com excecéo
dos dias em que o AOM é
administrado)

- investigar os ef.
do rimonabanto

- ef. antiprolif. e morte (ndo
apoptotica, nao necrética) das cels

na prolif. das cels |pesq.

DLD-1, CaCo-2 e
SW620 e os
mecanismos
moleculares
subjacentes aos
|efeitos deste nas
cels DLD-1

- sequestro do ciclo celular na fase
IG2-M

|Células DLD-1:

- morte celular por catastrofe
Imitética

- aumento da Ciclina B1

- diminuicdo dos niveis de
lexpresséo da Aurora B

- inibicdo da expressao total de
IPARP-1

- inibicao da fosforilacdo da p38
IMAPK

- diminuic&do da fosforilagdo da
IChk1

- in vivo: redugao signifi/e da
porcentagem, assim como do
numero de ratos com formagao de
criptas aberrantes (contendo 4 ou
mais criptas), sem reduzir o total de
form. de criptas aberrantes/rato.
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CARCINOMA
EPITELIAL ORAL

- determinar se

- ef. antiproliferativo (citotoxicos):

in vitro

celular, apoptose
e expressao de
MAPKs nas
células humanas
do
osteossarcoma

Estudo - cels tumorais CB In vitro (48 hs)
[Baek 1998 |experimentall|- cels ndo tumorais - CBs: canabigerol, |os canabinoides [[todos os compostos)
in vitro |(fibroblastos: NIH3T3 |canabidiol e agentes - ordem de poténcia: CBG
— controle) - geraniol anticancer (IC50=31.3 uM) > Olivetol
- olivetol possuem ‘(IC50=105.1 uM) > CBD (1C50=273
- 5-FU atividade pMM) > Geraniol (IC50=482.74 uM)
|(todos: 0-100 pM) inibitoria contra
as células do - ndo houve seletividade:
|carcinoma |citotoxicidade nas cels normais
epitelial oral
OSTEOSSARCOMA
Estudo - cels MG63 - AEA (0-200 pM) por 24 hs |- examinar se a Sequéncia de eventos:
[Hsu 2007 experimental AEA causa morte |- aumento de calcio intracelular

pela AEA

- aumento da fosfo-p38 MAPK
- ativacao da caspase 3

- apoptose

- obs: também houve aumento da

fosfo-ERK e fosfo-JNK (ndo foram
mediadores)
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- HUVECs (controle
positivo para presenca
de CBRs)

- JWH-133 (1-5 uM)
I(todos: 24-96 hs)

moleculares dos
canabindides no
sarcoma de

|Kaposi humano.

TIMOMA
Estudo - cels EL-4 - CBD (1-16 pM) por 24 hs |- investigar e - apoptose em ambos os tipos de
lLee 2008b |experimental|- timdcitos normais comparar a icels
in vitro |(controle) influéncia do - aumento producéo de ROS
CBD na apoptose |- stress oxidativo (mediador)
entre as células |- ndo seletividade
EL-4 do timoma e
as cels do timo
normais de
camundongo
SARCOMA DE KAPOSI
Estudo - cels KS-IMM (cels - WIN 55,212-2 (25 nM -5 |- avaliar os - apoptose pelo WIN (mas nao
[Luca 2009 |experimental|sarcoma derivadas de |uM) efeitos e os Ipelos outros dois compostos)
in vitro |cel. endotelial) - ACEA (1-5 uM) mecanismos - WIN: mais efetivo nas HUVECs

lque nas cels KS-IMM

- efeito mediado pelo CB2

- aumento da fosfo-ERK1/2

- ativagdo das caspases 3 e 6

fosfo-dJNK

- aumento nos niveis da fosfo-p38 e
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RABDOMIOS-
SARCOMA

Estudo
|Oesch 2009 |lexperimental
in vitro e in
Vivo

lin vitro:

- cels tumorais Rh4 e
IRh28

- cels controle: MRC-5
|(fibroblastos), que nao
expressam CB1

- in vivo: ratos
imunodeficientes com
tumores
(estabelecidos)
marcados com células
Rh4

- in vitro: HU-210 (0.25-1 pM)
por 72 hs; delta-9-THC (0-5

15 uM) por 48 hs

- in vivo: adm. peritumoral de
IHU-210 (0.2 mg/kg; 13 dias)
vs veiculo em ratos
imunodefic. marcados com
cels Rh4 (inj. sc.)

- avaliar os

efeitos dos

MM) por 24 hs; Met-F-AEA (0-|canabindides nas

cels tumorais do
rabdomiossarcom
a in vitro e in vivo

- diminuicdo da viabilidade das cels
Rh4 (todos os canab.); e das cels
Rh28 (s6 o HU-210)

- seletividade

|CELULAS Rh4:

- apoptose

- ef. mediado pelo CB1

- clivagem PARP e caspase-3

- infra-regualacgéao fosfo-AKT
|(Ser473) (mediador) e da GSK3p

- supra-regulagao da p8 (mediador)

- in vivo: redugao significante dos
tumores; apoptose
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+ paclitaxel (10 pM) por 2
|dias

CA GASTRICO
Estudo - cels MKN-28, MKN- |- AEA (0.01-1 uM ou 10 uM) |- avaliar se a AEA (10 pM):
[Miyato 2009 |lexperimental|45, MKN-74, HGC-27 |por 2 dias AEA muda os - ef. antiprolif. cels MKN-28, MKN-
in vitro - AEA (0.01-1 uM ou 10 pM) |efeitos do 74, HGC-27

quimioterapico
paclitaxel nas
linhas de células
cancerigenas
gastricas

- apoptose (HCG-27) mediada pelo
ireceptor CB1

- ef. sinérgico ao paclitaxel na
linducao de apoptose

AEA (0.01-1 uM):

- ef. estimulante da proliferagéo nas
lcels HGC-27

- ndo alterou ef. citotdoxico do
Ipaclitaxel

- obs: cels MKN-45 insensivel a
AEA em qualquer concentragao




97

CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS INCLUIDOS
NA REVISAO SISTEMATICA

CANABINOIDES E GLIOMAS

Esta revisdo contemplou trinta estudos sobre os efeitos antitumorais dos
canabindides nos tumores cerebrais. Apenas um estudo foi realizado em humanos
(Guzman et al., 2006), no qual foi pesquisado em ensaio clinico fase I/ll o efeito do
delta-9-THC em pacientes com glioblastoma multiforme recorrente. Os demais
estudos foram experimentais. Treze deles pesquisaram os efeitos antitumorais dos
canabinoides in vivo (Galve-Roperh et al., 2000; Recht et al., 2001; Sanchez et al.,
2001a; Blazquez et al., 2003; Blazquez et al., 2004; Massi et al., 2004; Duntsch et
al., 2006; Guzman et al., 2006; Carracedo et al., 2006a; Massi et al., 2008;
Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b; Salazar et al., 2009). Diferentes
dosagens dos canabindides, bem como diferentes células tumorais cerebrais
foram utilizadas nestes estudos. Adicionalmente, alguns estudos utilizaram ratos
imunodeficientes para avaliacdo da influéncia da imunidade sob os efeitos dos
canabinodides (Galve-Roperh et al., 2000; Sanchez et al., 2001a; Blazquez et al.,
2003; Blazquez et al., 2004).

Quanto aos fitocanabindides, o delta-9-THC foi o mais estudado (End et al.,
1977; Sanchez et al., 1998a; Galve-Roperh et al., 2000; Goémez Del Pulgar et al.,
2002; Blazquez et al., 2003; Blazquez et al., 2004; Hinz et al., 2004a; Goncharov
et al., 2005; McAllister et al., 2005; Guzman et al., 2006; Carracedo et al., 2006a;
Galanti et al., 2008; Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b; Widmer et al.,
2008; Salazar et al., 2009), seguido pelo canabidiol com quatro artigos (Massi et
al., 2004; Vaccani et al., 2005; Massi et al., 2006; Massi et al., 2008) e o delta-8-
THC com dois estudos (Recht et al., 2001; Duntsch et al., 2006).

Considerando os endocanabindides, a anandamida (AEA) foi utilizada em
seis estudos (Jacobsson et al., 2001; Fowler et al., 2003; Contassot et al., 2004a;
Hinz et al., 2004a; Bari et al., 2005; Blazquez et al., 2008b), e seu analogo estavel

metanandamida (meAEA) em quatro artigos (Jacobsson et al., 2001; Fowler et al.,
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2003; Hinz et al., 2004a; Eichele et al., 2006). O 2-AG (Jacobsson et al., 2001), o
1-AG (Fowler et al., 2003) e o SEA (Macarrone et al., 2002b) foram utilizados em
apenas um estudo.

Ja em relacdo aos canabinodides sintéticos, o mais pesquisado foi o WIN
55,212-2 em 8 trabalhos (Galve-Roperh et al., 2000; Jacobsson et al., 2001;
Sanchez et al., 2001a; Blazquez et al., 2003; Blazquez et al., 2004; McAllister et
al., 2005; Ellert-Miklaszewska et al., 2005; Widmer et al., 2008). O JWH-133 foi
estudado em 4 artigos (Sanchez et al., 2001a; Blazquez et al., 2003; Blazquez et
al., 2004; Blazquez et al., 2008b). O CP 55,940 (Jacobsson et al., 2001; Widmer et
al., 2008) e o HU-210 (Blazquez et al., 2003; Widmer et al., 2008) foram utilizados
em dois estudos. O acido ajulémico (AJA) (Recht et al., 2001), KM-233 (Duntsch et
al., 2006) e o JWHO015 (Jacobsson et al., 2001) foram pesquisados em apenas um
estudo.

Quanto as células tumorais utilizadas, as mais estudadas foram as células
U87 MG em 13 estudos (Recht et al., 2001; Contassot et al., 2004a; Massi et al.,
2004; Vaccani et al., 2005; McAllister et al., 2005; Duntsch et al., 2006; Carracedo
et al., 2006a; Massi et al., 2006; Massi et al., 2008; Galanti et al., 2008; Blazquez
et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b; Salazar et al., 2009). As células U373MG
foram pesquisadas em cinco estudos (Sanchez et al., 1998a; Massi et al., 2004;
McAllister et al., 2005; Widmer et al., 2008; Salazar et al., 2009). As células U251
(Contassot et al., 2004a; McAllister et al., 2005; Galanti et al., 2008) e as células
T98G (Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b; Salazar et al., 2009) foram
estudadas em trés artigos. As células U118 (Blazquez et al., 2008a; Blazquez et
al., 2008b), SW1088 (Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b) e as células
H4 (Hinz et al., 2004a; Eichele et al., 2006) foram analisadas em dois estudos. Por
fim, as células SF126 (McAllister et al., 2005), SF188 (McAllister et al., 2005) e as
células Gos3 (Carracedo et al., 2006a) foram pesquisadas em apenas um estudo.

Esta revisdo também comtemplou estudos que utilizaram biépsias de dois
pacientes com glioblastoma multiforme (GBM) recorrente, que foram tratados com
delta-9-THC (Blazquez et al., 2004; Carracedo et al., 2006a; Blazquez et al.,
2008a; Blazquez et al., 2008b; Salazar et al., 2009) para avaliagao dos efeitos
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celulares e moleculares deste canabindide. Dois estudos (Sanchez et al., 2001a;
Blazquez et al., 2003) também utilizaram células do GBM para serem inoculadas
em ratos para avaliagao dos efeitos dos canabindides nos tumores destes animais
marcados com estas células.

As células C6 foram as linhas de células mais pesquisadas dos gliomas de
ratos, totalizando 11 estudos (End et al., 1977; Recht et al., 2001; Sanchez et al.,
2001a; Jacobsson et al., 2001; Macarrone et al.,, 2002b; Fowler et al., 2003;
Blazquez et al., 2003; Blazquez et al., 2004; Goncharov et al., 2005; Ellert-
Miklaszewska et al., 2005; Bari et al., 2005). Alguns estudos utilizaram subclones
destas células (C6.9 e C6.4) para a avaliagdo dos efeitos diferenciais dos
canabinoides nas mesmas. Cinco estudos analisaram ambos os subclones das
células C6 (Galve-Roperh et al., 2000; Gémez Del Pulgar et al., 2002; Carracedo
et al., 2006a; Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b), enquando um artigo
pesquisou apenas as celulas C6.9 (Sanchez et al., 1998a).

Os estudos desta revisao pesquisaram os efeitos de morte celular tumoral
pelos canabindides, mostrando diversos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nestes efeitos. Também foram analisados os efeitos antiangiogénicos e

antimetasticos dos mesmos nas diferentes linhas de células pesquisadas.

CANABINOIDES E NEUROBLASTOMAS

Esta revisdo sistematica contemplou cinco estudos sobre os efeitos
antitumorais dos canabindides nos neuroblastomas. Todos os estudos foram
experimentais e in vitro.

A AEA foi pesquisada em trés estudos (Macarrone et al., 2000; Bari et al.,
2005; Pasquariello et al., 2009), o 2-AG em dois (Macarrone et al., 2000;
Pasquariello et al., 2009). Ja o delta-9-THC (End et al., 1977), assim como os
analogos endocanabindides (LEA, OEA e PEA) (Macarrone et al., 2000) foram
pesquisados em apenas um estudo.
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Dentre as células do neuroblastoma pesquisadas, apenas as células NB2A
eram de ratos (End et al., 1977). As outras células do neuroblastoma eram
humanas e incluiram as CHP100, pesquisadas em dois estudos (Macarrone et al.,
2000; Bari et al., 2005), as N18TG2 pesquisadas em um estudo (Sanchez et al.,
1998); SH-SY5Y, LAN-5 e as SK-NBE estudadas em um artigo (Pasquariello et al.,
2009).

CANABINOIDES E FEOCROMOCITOMAS

Esta revisdo sistematica contemplou quatro estudos sobre os efeitos
antitumorais dos canabindides no feocromocitoma. Todos os estudos foram
experimentais e in vitro.

O canabinoide AEA foi pesquisado em trés estudos (Sarker et al., 2000;
2003a; 2003b), enquanto o CP55,940 foi pesquisado em apenas um estudo
(Erlandsson et al., 2002). As células PC12 foram pesquisadas em todos os
estudos. Os efeitos apoptéticos da AEA nestas células, assim como os

mecanismos moleculares subjacentes a estes efeitos foram descritos.

CANABINOIDES E TUMORES DE PROSTATA

Esta revisdo sistematica incluiu oito estudos sobre os efeitos antitumorais
dos canabindides nos canceres de préstata, sendo todos experimentais e in vitro,
a excegcao de um no qual foi tanto in vivo como in vitro (Olea-Herrera et al.,
2009a).

O WIN 55,212-2 (Ruiz et al., 1999; Nithipatikom et al., 2004; Sarfaraz et al.,
2005; Sarfaraz et al., 2006) e a metanandamida (analogo AEA) (Melck et al., 2000;
Nithipatikom et al., 2004; Olea-Herrero et al., 2009a; Olea-Herrero et al., 2009b)
foram os canabindides mais utilizados nos estudos, totalizando 4 estudos para
cada um deles. A AEA (Melck et al., 2000; Mimeault et al., 2003) e o 2-AG (Melck
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et al., 2000; Nithipatikom et al., 2004) foram pesquisados em dois estudos,
enquanto que a noladina éter (analogo 2-AG) (Nithipatikom et al., 2004), o delta-9-
THC (Ruiz et al., 1999), o HU-210 (Melck et al., 2000) e o JWH-015 (Olea-Herrero
et al., 2009a) foram pesquisados em apenas um estudo.

Trés linhas de células tumorais de prostata foram majoritariamente
pesquisadas (in vitro) para avaliacdo dos efeitos antiproliferativos dos
canabindides: as células PC-3 (androgénio-independentes) foram pesquisadas em
seis estudos (Ruiz et al., 1999; Mimeault et al., 2003; Nithipatikom et al., 2004,
Sarfaraz et al., 2005; Sarfaraz et al., 2006; Olea-Herrero et al., 2009a, Olea-
Herrero et al., 2009b), as células DU-145 (androgénio-independentes e prolactina-
responsivas) foram pesquisadas em cinco estudos (Melck et al., 2000; Mimeault et
al., 2003; Nithipatikom et al., 2004; Sarfaraz et al., 2005; Olea-Herrero et al.,
2009a), assim como as células LNCaP (androgénio-dependentes) (Mimeault et al.,
2003; Nithipatikom et al., 2004; Sarfaraz et al., 2005; Sarfaraz et al., 2006; Olea-
Herrero et al., 2009a).

CANABINOIDES E TUMORES DE MAMA

Esta revisdo sistematica incluiu 15 estudos sobre os efeitos antitumorais
dos canabindides nos cénceres de mama. Todos os estudos incluidos nesta
revisdo foram experimentais, sendo que quatro deles (Ligresti et al., 2006;
Sarnataro et al., 2006; Grimaldi et al., 2006; Qamri et al., 2009) utilizaram
experimentos in vivo além dos experimentos in vitro.

A AEA (De Petrocellis et al., 1998; Bisogno et al., 1998; Melck et al., 1999;
Melck et al., 2000; Di Marzo et al., 2001) e o delta-9-THC (Ligresti et al., 2006;
Caffarel et al., 2006; McAllister et al., 2007; Von Bueren et al., 2008; Caffarel et al.,
2008) foram os canabindides mais estudados, totalizando 5 estudos cada. O HU-
210 foi pesquisado em quatro estudos (De Petrocellis et al., 1998; Melck et al.,
1999; Melck et al., 2000; Di Marzo et al., 2001), a PEA (Bisogno et al., 1998; Melck
et al., 2000; Di Marzo et al., 2001) e a Met-F-AEA (Grimaldi et al., 2006; Laezza et
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al., 2006; Laezza et al., 2008) em trés, o 2-AG (De Petrocellis et al., 1998; Melck et
al., 2000), a metanandamida (De Petrocellis et al., 1998; Melck et al., 2000), o
CBD (Ligresti et al., 2006; McAllister et al., 2007) e o WIN 55,212-2 (McAllister et
al., 2007; Qamri et al., 2009) em dois estudos e a oleamida (Bisogno et al., 1998),
os extratos da planta Cannabis (Ligresti et al., 2006), o CP 55,940 (McAllister et
al., 2007) e o JWH-133 (Qamri et al., 2009) foram utilizados em apenas um
estudo.

Varias linhas de células tumorais de mama foram pesquisadas in vitro para
avaliacdo dos efeitos antiproliferativos dos canabindides: as células tumorais
humanas MCF-7 (De Petrocellis et al., 1998; Melck et al., 1999; Melck et al., 2000;
Di Marzo et al., 2001; Ligresti et al., 2006; Caffarel et al., 2006; Sarnataro et al.,
2006; Von Bueren et al., 2009) e as células MDA-MB-231 (Ligresti et al., 2006;
Caffarel et al., 2006; Laezza et al., 2006; Sarnataro et al., 2006; Grimaldi et al.,
2006; McAllister et al., 2007; Laezza et al., 2008; Qamri et al., 2009) foram
pesquisadas em oito trabalhos cada. As células tumorais humanas EFM-19 foram
pesquisadas em cinco estudos (De Petrocellis et al., 1998; Bisogno et al., 1998;
Melck et al., 1999; Melck et al., 2000; Di Marzo et al., 2001) bem como as células
tumorais humanas T47D (Melck et al., 2000; Di Marzo et al., 2001; Caffarel et al.,
2006; Sarnataro et al., 2006; Grimaldi et al., 2006). As linhas de células tumorais
de mama EVSA-T (Caffarel et al., 2006; Caffarel et al., 2008) e as células MDA-
MB-468 (Caffarel et al., 2006; Qamri et al., 2009) foram pesquisadas em dois
estudos e finalmente as células MDA-MB-436 (McAllister et al., 2007), SKBr3
(Caffarel et al., 2006) e as linhas de células tumorais de camundongo TSA-E1
(Grimaldi et al., 2006) foram pesquisadas em apenas um estudo.

Efeitos antimetasticos in vitro foram pesquisados nas células MDA-MB-231
(McAllister et al., 2007; Laezza et al., 2008; Qamri et al., 2009), MDA-MB-468
(Qamri et al., 2009) e MDA-MB-436 (McAllister et al., 2007). As linhas de células
tumorais MDA-MB-231 foram as unicas linhas de células humanas pesquisadas in
vivo, tanto para os efeitos na diminuicdo de tumores de ratos inoculados com
estas células (Ligresti et al., 2006; Sarnataro et al., 2006; Qamri et al., 2009)

quanto para os efeitos antimetastaticos de cancer de pulmao, derivados de tumor
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primario de mama, em ratos inoculados com estas células (Ligresti et al., 2006;
Qamri et al., 2009).

Efeitos antimetastaticos também foram pesquisados in vivo em linhas de
células tumorais de camundongo TSA-E1 (Grimaldi et al., 2006), que quando
inoculados com estas células, desenvolveram metastase de pulmao derivada de

tumor primario de mama.

CANABINOIDES E TUMORES DO CERVIX UTERINO

Esta revisdo contemplou cinco estudos sobre os efeitos antitumorais dos
canabindides nos tumores do cérvix uterino humano. Todos os estudos foram
experimentais e in vitro.

O canabindide metanandamida (meAEA) (Ramer and Hinz, 2008; Eichele et
al., 2009) e o delta-9-THC (Mon et al.,, 1981; Ramer and Hinz, 2008) foram
pesquisados em dois estudos. Ja a AEA (Contassot et al., 2004b), o 2-AG
(Rudolph et al., 2008), o WIN 55,212-2 (Rudolph et al., 2008), o delta-8-THC (Mon
et al.,, 1981), o 11-OH-delta-9-THC (Mon et al., 1981) e o canabinol (Mon et al.,
1981) foram pesquisados em um estudo cada.

As células tumorais HeLa foram as mais estudadas em relacdo aos seus
efeitos antiproliferativos (Mon et al., 1981; Contassot et al., 2004b; Eichele et al.,
2009) e antimetastaticos (Ramer and Hinz, 2008). Nestes estudos (Ramer and
Hinz, 2008; Eichele et al., 2009), as células do adenocarcinoma cervical (C33A) e
as células do adenocarcinoma de pulmao (A549) também foram pesquisadas com
o intuito de se verificar um possivel efeito mais global dos canabindides. As
células Caski e C299 também tiveram seus efeitos antiproliferativos estudados
(Contassot et al., 2004b). As células HPV-18 positivas, SW756, por sua vez, foram

estudadas em relagcao aos seus efeitos antimigratérios (Rudolph et al., 2008).
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CANABINOIDES E CANCER DE TIREOIDE

Todos os estudos incluidos nesta revisdo sistematica sobre os efeitos
antitumorais dos canabindide no cancer de tiredide foram experimentais, tanto in
vitro quanto in vivo (Bifulco et al., 2001; Portella et al., 2003; Bifulco et al., 2004;
Pisanti et al., 2007; Shi et al., 2008).

O canabindide sintético Met-F-AEA, analogo estavel da anandamida, foi
pesquisado em quatro estudos (Bifulco et al., 2001; Portella et al., 2003; Bifulco et
al., 2004; Pisanti et al., 2007), sendo que em trés deles (Bifulco et al., 2001;
Portella et al., 2003; Bifulco et al., 2004), foram estudados o efeito antiproliferativo
in vitro e o efeito na diminuigdo do volume tumoral in vivo. Um estudo (Portella et
al., 2003) avaliou os efeitos antimetasticos da Met-F-AEA enquanto outro (Pisanti
et al., 2007) os seus efeitos antiangiogénicos. O canabindide 2-AG foi pesquisado,
in vitro e in vivo, em apenas um estudo (Bifulco et al., 2004). Os canabindides
WINS5,212-2 (in vitro) e JWH-133 (in vitro e in vivo) também foram estudados em
um estudo.

As linhas de células KiMol, transformadas pelo oncogene k-ras, foram
pesquisadas em quatro estudos (Bifulco et al., 2001; Portella et al., 2003; Bifulco
et al., 2004; Pisanti et al., 2007). Ja as linhas de células TK-6, também
transformadas pelo oncogene K-ras, e as células células metastaticas de pulmao,
MPTK-6 (derivadas de tumor primario da tiredide — células TK-6), foram
pesquisadas em apenas um estudo (Portella et al., 2003). As células ARO,
ARO/IL-12 e ARO/CB2 também foram pesquisadas em um estudo (Shi et al.,
2008).

CANABINOIDES E CANCER DE PULMAO

Esta revisdo sistematica contemplou cinco estudos sobre os efeitos

antitumorais dos canabindides nos canceres de pulmé&o. Todos os estudos foram
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experimentais, sendo que dois deles (Munson et al., 1975; Preet et al., 2008)
foram também in vivo, além de in vitro.

O canabindide delta-9-THC foi pesquisado em todos os estudos (Munson et
al., 1975; Sarafian et al., 2002a; Sarafian et al., 2002b; Athanasiou et al., 2007;
Preet, 2008). Ja o delta-8-THC, o canabinol e o canabidiol foram pesquisados em
apenas um estudo (Munson et al.,, 1975). A AEA e o HU-210 também foram
pesquisados em um estudo apenas (Athanasiou et al., 2007).

As células tumorais pesquisadas foram as células do adenocarcinoma
Lewis de pulmao (Munson et al., 1975), as células do adenocarcinoma de pulméo
que nao sao de pequenas células, H460 (Athanasiou et al., 2007), A549 (Sarafian
et al., 2002a; Sarafian et al., 2002b; Preet et al., 2008) e SW-1543 (Preet et al.,
2008). Os efeitos antimetastaticos do delta-9-THC, bem como seus mecanismos

subjacentes, foram descritos para estas duas ultimas linhas de células.

CANABINOIDES E LEUCEMIAS E LINFOMAS

Todos os estudos incluidos nesta revisdo sistematica foram experimentais,
sendo que quatro deles (McKallip et al., 2002; Mckallip et al., 2006; Gustafsson et
al., 2006; Gustafsson et al., 2008) utilizaram experimentos in vivo além dos
experimentos in vitro.

O delta-9-THC foi o canabindide mais utilizado, sendo estudado em 8
estudos (Rowley and Rowley, 1990; McKallip et al., 2002; Herrera et al., 2005;
Powles et al., 2005; Lombard et al., 2005; Jia et al., 2006; Herrera et al., 2006; Liu
et al., 2008). A AEA (Macarrone et al., 2000; McKallip et al., 2002; Flygare et al.,
2005; Bari et al., 2006a) e o WIN 55,212-2 (McKallip et al., 2002; Flygare et al.,
2005; Gustafsson et al., 2006; Gustafsson et al., 2009a) foram pesquisados em
quatro estudos, enquanto que a metanandamida (Gustafsson et al., 2006;
Gustafsson et al., 2008; Gustafsson et al., 2009a) foi pesquisada em trés estudos.
O canabinoide PEA (Macarrone et al., 2000; Powles et al., 2005) e o CBD (Gallily

et al., 2003; McKallip et al., 2006) foram pesquisados em dois estudos. Os outros
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canabindides foram pesquisados em apenas um estudo cada, incluindo o HU-210
(McKallip et al., 2002), JWH-015 (McKallip et al., 2002), JWH-133 (Herrera et al.,
2005), 2-AG (Macarrone et al., 2000), Arvanil (Sancho et al.,, 2003), LEA
(Macarrone et al., 2000), OEA (Macarrone et al., 2000), SR141716 (Flygare et al.,
2005).

As linhas de células de linfomas estudadas foram as provenientes do
linfoma n&o Hodgkin de células B (MCL, CLL, BL) (Flygare et al., 2005;
Gustafsson et al., 2006; Gustafsson et al., 2008; Gustafsson et al., 2009a), as
células tumorais U937 (Macarrone et al., 2000; Bari et al., 2006a) e as células
DAUDI humanas (Macarrone et al., 2000; Bari et al., 2006a).

As linhas de células leucémicas mais estudadas foram as linhas de células
humanas Jurkat (McKallip et al., 2002; Sancho et al., 2003; Herrera et al., 2005;
Lombard et al., 2005; Jia et al., 2006; McKallip et al., 2006; Herrera et al., 2006) e
as linhas de células de camundongo murino EL-4, sendo estas ultimas estudadas
in vivo (McKallip et al., 2002; McKallip et al., 2006). As células HL60 foram
pesquisadas em trés estudos (Rowley and Rowley, 1990; Gallily et al., 2003;
Powles et al., 2005), enquanto as células CEM (Powles et al., 2005), HEL (Powles
et al., 2005) e K562 (Rowley and Rowley, 1990) foram estudadas em um estudo

cada.

CANABINOIDES E CANCER DE PELE

Os trés estudos incluidos nesta revisdo sistematica, sobre os efeitos dos
canabindides nos tumores de pele, foram experimentais, in vitro (Casanova et al.,
2003; Blazquez et al., 2006; Van Dross, 2009) e in vivo (Casanova et al., 2003;
Blazquez et al., 2006).

O canabinoide WIN 55,212-2 e o JWH-133 foram pesquisados, in vitro e in
vivo, em dois estudos (Casanova et al., 2003; Blazquez et al., 2006). Os
canabindides delta-9-THC (Blazquez et al., 2006), HU-210 (Casanova et al.,
2003), AEA (Van Dross, 2009) e PEA (Van Dross, 2009) foram pesquisados
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apenas in vitro e em um estudo cada. Os estudos in vitro avaliaram os efeitos dos
canabindides na viabilidade das células tumorais, enquanto que os in vivo focaram
na redugdo do crescimento tumoral, bem como seus efeitos antiangiogénicos e
antimetastaticos.

Dois estudos pesquisaram linhas de células de cancer de pele (néo
melanoma). Um deles (Casanova et al., 2003) pesquisou as linhas de células
tumorais epidermais PDV.C57 e HaCa4 in vitro, sendo que as primeiras também
foram pesquisadas in vivo. Outro (Van Dross, 2009) pesquisou as células JWF2 e
HaCat apenas in vitro. Um terceiro estudo in vitro (Blazquez et al., 2006)
pesquisou as linhas de células tumorais do melanoma B16, A375 e MelJuso,

sendo que as primeiras também foram pesquisadas in vivo.

CANABINOIDES E TUMORES DO PANCREAS

Esta revisdo sistematica contemplou dois estudos sobre os efeitos
antitumorais dos canabindides nos tumores pancreaticos. Ambos foram
experimentais, sendo que um deles (Carracedo et al., 2006b) pesquisou os efeitos
dos canabindides ndo somente in vitro, mas também in vivo.

O canabindide WIN 55,212-2 foi pesquisado nos dois estudos, in vitro (Fogli
et al., 2006) e in vivo (Carracedo et al., 2006b). O JWH-015 (Fogli et al., 2006) e o
JWH-133 (Carracedo et al., 2006b) foram pesquisados in vitro em um estudo
cada. Os derivados canabindides AM251 e AM630 (antagonistas CB1 e CB2,
respectivamente) foram pesquisados em um estudo (Fogli et al., 2006). Por fim, o
delta-9-THC foi pesquisado in vitro e in vivo em um estudo (Carracedo et al.,
2006Db).

A linha de células pancreaticas mais estudadas foi a MiaPaCa2, in vitro
(Fogli et al., 2006; Carracedo et al., 2006b) e in vivo (Carracedo et al., 2006b). As
linhas de células Panc1, Capan2 e BxPc3 foram pesquisadas in vitro em apenas

um estudo (Carracedo et al., 2006b).
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Os estudos in vitro avaliaram os efeitos dos canabindides na viabilidade das
células tumorais, enquanto que os in vivo focaram a redugdo do crescimento

tumoral.

CANABINOIDES E TUMORES DE ORIGEM HEPATICA

Esta revisdo sistematica contemplou cinco estudos sobre os efeitos
antitumorais dos canabinddes nos tumores de origem hepatica. Todos eles foram
experimentais, sendo que um deles (De Morrow et al., 2008) pesquisou os efeitos
dos canabindides ndo somente in vitro, mas também in vivo.

Nas células tumorais do colangiocarcinoma, houve a pesquisa dos
canabinoides AEA (De Morrow et al., 2007; De Morrow et al., 2008) e 2-AG (De
Morrow et al., 2007). As linhas de células do colangiocarcinoma estudadas foram
as Mz-ChA-1 (De Morrow et al., 2007; De Morrow et al., 2008), HuH-28, HUCC-T1
e SG231 (De Morrow et al., 2007). As células HepG2 foram as unicas células do
hepatoma estudadas, sendo pesquisados os efeitos antitumorais dos derivados
canabinodides AM251 (Lee et al., 2008a), AEA (Biswas et al., 2003) e WIN 55,212-
2 (Giuliano et al., 2009).

Os estudos in vitro avaliaram os efeitos dos canabindides na viabilidade das
células tumorais enquanto que os in vivo focaram na redugcdo do crescimento

tumoral.

CANABINOIDES E TUMORES COLO-RETAIS

Esta revisao sistematica incluiu onze estudos sobre os efeitos antitumorais
dos canabindides nos tumores colo-retais. Todos os estudos incluidos foram
experimentais, sendo que trés deles (Kogan et al., 2004; Kogan et al., 2006;

Kogan et al., 2007b) foram in vivo, além de in vitro.
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A anandamida (AEA) foi o canabindide mais utilizado nos estudos (Ligresti
et al., 2003; Joseph et al., 2004; Patsos et al., 2005; Gustafsson et al., 2009b),
para a avaliagao de seus efeitos antiproliferativos (Ligresti et al., 2003; Patsos et
al., 2005a) e efeitos antimigratérios (Joseph et al., 2004). O HU-331 (canabidiol-
quinona) também foi avaliado em quatro estudos (Kogan et al., 2004; Kogan et al.,
2006; Kogan et al., 2007a; Kogan et al., 2007b) O canabinoide HU-210 foi usado
para comparagdo com a AEA em trés estudos (Ligresti et al., 2003; Joseph et al.,
2004; Gustafsson et al., 2009b). O delta-9-THC (Greenhough et al., 2007), o
rimonabanto (Santoro et al., 2009), o ACEA (Cianchi et al., 2008) e o CB13
(Cianchi et al., 2008) foram pesquisados em um estudo cada, para a avaliagao dos
seus efeitos antiproliferativos.

As linhas de células tumorais colo-retais estudadas foram todas de origem
humana, incluindo: CaCo-2 (Ligresti et al., 2003; Greenhough et al., 2007;
Gustafsson et al.,, 2009b; Santoro et al., 2009), SW480 (Joseph et al., 2004;
Patsos et al., 2005a; Greenhough et al., 2007; Cianchi et al., 2008), HT29 (Patsos
et al.,, 2005a; Greenhough et al., 2007; Cianchi et al., 2008; Gustafsson et al.,
2009b), HCA7/C29 (Patsos et al., 2005a), DLD-1 (Ligresti et al., 2003; Cianchi et
al., 2008; Santoro et al., 2009), SW620 (Greenhough et al., 2007; Santoro et al.,
2009), HCT116 (Greenhough et al., 2007; Gustafsson et al., 2009b), HCT-15 e
LS174T (Greenhough et al., 2007), LoVo, HCT8 e HCA7 (Cianchi et al., 2008).



110

CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS EXCLUIDOS

Oitenta de dois artigos capturados pela estratégia de busca foram excluidos
por nao serem objetos da presente revisdo: treze estudos apresentaram efeitos
pro-tumorais pela agdo canabindide (Hashibe et al., 2002; Galve-Roperh et al.,
2002; Jorda et al., 2002; Sanchez et al., 2003b; Gardner et al., 2003; Jorda et al.,
2004; Oka et al., 2004; Hart et al., 2004; Gokoh et al., 2005; Spiegel and Milstien,
2005; Mckallip et al., 2005; Endsley et al., 2007; Zhang et al., 2007); trinta e oito
artigos abordaram alguns mecanismos de ac&o dos canabindides, mas néo
pesquisaram os seus efeitos antitumorais (Tucker and Friedman, 1977; Blevins
and Smith, 1980; Howlett, 1985; Mackie and Hille, 1992; Maurelli et al., 1995;
Bisogno et al., 1997; Mclintosh et al., 1998; Macarrone et al., 1998; Bisogno et al.,
2001b; Esposito et al., 2001; Velasco et al., 2001; Granberg et al., 2001; Curran et
al., 2001; Ramer et al., 2001; Espdsito et al., 2002; De Petrocellis et al., 2002;
Ramer et al., 2003; Macarrone et al., 2003; Keren and Sarne, 2003; Islam et al.,
2003; Winnicka et al., 2003; Sanchéz et al., 2003a; Hinz et al., 2004b; Sarnataro et
al., 2005; Aguado et al., 2006; De Lago et al., 2006; Mormina et al., 2006; Graham
et al., 2006; Xu et al., 2006; Dickason-Chesterfield et al., 2006; Russo and Guy,
2006b; Svensson et al., 2006; Rao and Kaminski, 2006; Matas et al., 2007; Lam et
al., 2007; Del Giudice et al., 2007; Bosier et al., 2008; Michalski et al., 2008); dois
artigos mostraram intervengdes apenas com inibidores de endocanabindides, mas
ndo com os proprios canabindides, e foram apenas discutidos (Jonsson et al.,
2003; Nithipatikom et al., 2005); dois artigos mostraram efeitos ndo significativos
da acéo antitumoral dos canabindides (Jacobsson et al., 2000; Giuliano et al.,
2006); um artigo mostrou efeito anulatério da apoptose induzida por
quimioterapico (Jeong et al., 2007); um artigo mostrou acado canabindide em
células pré-tumorais, e nao tumorais (lzzo et al., 2008); vinte e cinco artigos foram
revisdes (Piomelli et al., 2000; Di Marzo et al., 2000; Maher et al., 2001; Guzman
et al.,, 2002; Parolaro et al., 2002; Velasco et al., 2004; Kraft and Kress, 2004;
Robson, 2005; Kogan, 2005; Patsos et al., 2005b; Fonseca et al., 2005; Vidinsky
et al., 2006; Fernandez-Ruiz et al., 2006; Sing and Budhiraja, 2006; Bari et al.,
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2006b; Bifulco et al., 2006; Engels et al., 2007; Velasco et al., 2007; Cudaback and
Stella, 2007; Peters and Kogan, 2007; Costa, 2007; Bifulco et al., 2007; Parolaro
and Massi, 2008; Izzo and Camilleri, 2009; Pisanti et al., 2009).
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5- DISCUSSAO

UMA VISAO GERAL DOS MECANISMOS
MODULADOS PELOS CANABINOIDES

Ha evidéncias de que os canabindides possuem acgao antitumoral ao anular
a resisténcia dos tumores, por si sO, e que podem causar a morte das células
tumorais através de diferentes mecanismos dependendo do composto
canabinoide utilizado e das células tumorais investigadas (Massi et al., 2006). A
seguir serao descritos importantes mecanismos envolvidos na agao antitumoral
dos canabindides.

A apoptose, também chamada de morte celular programada, é um
programa de suicidio celular com caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas
especificos. Todos os mecanismos apoptédticos convergem numa familia de
cisteina aspartases, as caspases, cuja atividade direciona os eventos bioquimicos
para o rompimento e morte celular (Massi et al.,, 2006). As caspases sao
constitutivamente formadas nas células e estdo normalmente presentes como
proenzimas inativas (Salazar et al., 2006), sendo ativadas durante a apoptose
numa cascata auto-amplificada (Saraste and Pulkki, 2000). Os mecanismos pro-
apoptoticos ativadores das caspases precoces ou iniciadoras, como as caspases
8, 9 e 10, provocam uma ativacao proteolitica das caspases tardias ou efetoras 3,
6 e 7 (Sarfaraz et al., 2006). Dois mecanismos principais promovem a ativagao
das caspases iniciais: os mecanismos de morte celular ‘mitocondrial’, que envolve
a caspase-9, e 0 mecanismo ‘morte-receptor’, que envolve a caspase-8. Em
diferentes modelos experimentais, estes mecanismos bioquimicos convergem na
ativacdo da mais importante caspase executora, a caspase-3. Esta, por sua vez,
cliva varios substratos de proteinas, incluindo poli(ADP ribose)polimerase (PARP),
resultando na auto-destruigdo das células (Massi et al., 2006).

Anadlises moleculares de tumores humanos revelaram que os reguladores
do ciclo celular sofrem frequentes mutagdes na maioria das malignidades comuns

(Kastan et al., 1995; Molinari, 2000). Atualmente, a inibicdo do ciclo celular tem
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sido um importante alvo no manejo do cancer (McDonald and El-Deiry, 2000; Own
et al., 2000). Existem evidéncias que a indugao de apoptose é dependente do ciclo
celular (Hartwell and Kartan, 1994; Morgan and Kastan, 1997; King and Cidlowski,
1998; Sandhu and Shingerland, 2000; Vermeulen et al., 2003).

O ciclo celular nos eucariotes € regulado por membranas de complexos de
proteina cinase. Cada complexo €& composto minimamente por ciclinas
(subunidades regulatérias) que se ligam aos cdks (quinases dependentes de
ciclinas) (subunidades cataliticas) para formar complexos ativos, ciclina-cdk. Estes
complexos sao ativados em diferentes pontos de checagem depois de certos
intervalos durante o ciclo celular e podem também ser regulados por varios fatores
exdgenos (Kastan et al., 1995). A atividade da cdk & adicionalmente regulada por
pequenas proteinas conhecidas com ckis, que incluem os membros das proteinas
p21/WAF1 e p27/KIP1 (Sarfaraz et al., 2006). Foi descrito que as ckis inibem a
atividade cinase associada com os complexos cdk-ciclina, modulando desta forma
os eventos de fosforilagdo que sdo cruciais na progressdo do ciclo celular
(Macleod et al., 1995; Sherr, 1996; Jacks and Weinberg, 1996; Sherr and Roberts,
1999; Sanchez and Dynlacht, 2005).

Estudos recentes tém mostrado que assim como as ciclinas e cdks, a
progressao do ciclo celular através da fase G0O-G1 e a apoptose também sao
regulados pela p27/KIP1 (Macri and Loda, 1998; Pavletich, 1999; Atallah et al.,
2004). As proteinas cdk4 e cdk6 e a ciclina D1 s&o recrutadas precocemente na
fase G1, enquanto que a cdk2/ciclina regula a transicdo da fase G1 para a fase S
(Sanchez and Dynlacht, 2005; Sherr, 1994). Alguns estudos mostraram que a
infra-regulagcdo das cdk4/6 cursa com uma diminuigcdo na expressao da proteina
supressora de tumor retinoblastoma (pRb), proteina chave para a transigcdo da
fase G1 para a fase S no ciclo celular (Nevins et al., 1997; Deshpande et al.,
2005). A pRb, encontrado em grande quantidade na forma hipofosforilada na fase
precoce G1, controla o ciclo celular por ligar-se a familia E2F e desta forma
promove uma inibicdo dos fatores de transcricdo desta familia, que s&o essenciais
para a fase S (Deshpande et al., 2005; Weinberg, 1995; Kaelin, 1999; Harbour and

Dean, 2000; Masciullo et al., 2000). A progresséo da fase S no ciclo celular é
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acompanhada por uma ativagao transcripcional dos genes-alvo da E2F através da
fosforilagdo de varias proteinas pelas cdks (Sanchez and Dynlacht, 2005; Kasten
and Giordano, 1998; Morris et al., 2000). Alguns trabalhos mostraram que
membros da familia do retinoblastoma sdo capazes de exercer supressdao da
atividade do crescimento devido as suas interagdes com os heterodimeros
E2F/DP, cuja fungdo é ativar a transcricdo dos genes requeridos para a
progressao do ciclo celular (Kasten and Giordano, 1998; Taya, 1997).

A proteina p53 € uma das maiores reguladoras da apoptose, e a expresséo
deste supressor tumoral sensibiliza as células para ocorrer apoptose em resposta
ao stress (Sarfaraz et al., 2006). A supra-regulagdo da p53 resulta na
sobreposicdo de mecanismos subjacentes que suprimem o0s mecanismos
mitogénicos e os de sobrevivéncia celular com os que promovem o mecanismo de
apoptose (Sarfaraz et al., 2006). Membros da familia de proteinas Bcl-2 sdo
reguladores criticos do mecanismo apoptotico (Strasser et al., 2000; Oltersdorf et
al.,, 2005) e eles podem ser ativados pela supra-regulacédo da proteina p53
(Sarfaraz et al., 2006). A Bcl-2 é identificada como um potente supressor da
apoptose (Hockenbery et al., 1993), sendo superexpresso em mais da metade dos
tumores humanos. O mecanismo envolvido na supressdo da apoptose se da pela
inibicdo do fator pro-apoptético Bax, ja que a Bcl-2 se liga ao Bax, formando um
heterodimero inativado. Sendo assim, alteracbes nos niveis de Bax e Bcl-2 e
consequentemente na proporcdo Bax/Bcl-2, sdo cruciais para determinar se as
células vao sofrer apoptose sob condigbes experimentais que promovem morte
celular (Sarfaraz et al., 2006).

Os estudos desta revisdo descreveram varios mecanismos envolvidos nos
efeitos antitumorais dos canabindides in vitro e in vivo. Embora varias dessas
acbes tenha envolvido a ativagdo de receptores (ex: canabindides, vanildide)
(Jacobsson et al., 2001; Blazquez et al., 2004; Bari et al., 2005), muitos estudos
mostraram que estes efeitos ocorreram através de mecanismo receptor-
independentes (Sarker et al.,, 2003; Kogan et al.,, 2007a). A importancia de
transportadores lipidicos de membrana nas acdes antitumorais dos canabindides

também foi verificada em muitos estudos (Sarnataro et al., 2006; De Morrow et al.,
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2007). Em relagado aos mecanismos de sinalizacdo intracelular, temos que muitos
deles podem ser modulados pela agado dos canabindides. Séo eles: MAPK, calcio,
ceramida, COX-2, estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico, entre
outros (Pushkarev et al., 2008). A relagdo dos canabindides com estes
mecanismos moleculares, bem como a relagdo dos mesmos com os mecanismos
celulares serao aprofundados nas discussdes especificas de cada tipo de cancer.

Destaca-se que o ciclo da esfingomielina tem mostrado uma importancia
central na regulagcdo da funcdo celular, sendo associado a morte celular
programada (apoptose) em células tumorais no sistema nervoso central (Sanchez
et al., 1998; Galve-Roperh et al., 2000; Salazar et al., 2009), bem como em células
tumorais periféricas (Herrera et al., 2006; Gustafsson et al., 2006; Gustafsson et
al., 2009a, Olea-Herrero et al., 2009a). Varios trabalhos tém mostrado que os
canabindides podem modular o mecanismo de metabolizagdo dos esfingolipidios
através do aumento dos niveis intracelulares de ceramida (Guzman et al., 2001b),
um lipidio segundo mensageiro que controla o destino celular em diferentes
sistemas (Hannun and Obeid, 2002; Kolesnick, 2002).

Em relacdo aos mecanismos de sobrevivéncia celular, sabe-se que a
sinalizacdo celular mediada pela cascata PI3K/AKT ao estimular fatores de
crescimento é essencial para a sobrevivéncia celular. Ja o ERK 1/2 tem um
comportamento dual e esta envolvido tanto na proliferacao celular como no
sequestro do ciclo celular (Sarfaraz et al., 2006). A ativacdo da ERK 1/2 na morte
celular/proliferagcao é complexa e depende de varios fatores, entre eles a duragao

do estimulo (Sarfaraz et al., 2006).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS GLIOMAS

A constituicdo do cérebro saudavel inclui neurdnios e glia, sendo a glia
classificada em astrécitos, oligodendrdcitos ou microglia (Cudaback and Stella,
2007). Os gliomas sao classificados como tumores primarios de origem na glia,
sendo os astrocitomas os maiores representantes deste grupo (aproximadamente
metade dos tumores cerebrais) (CBTRUS, 2005). Estes ultimos sdo considerados
altamente agressivos, geralmente com massa tumoral com alto grau de
heterogeneidade e com proliferagdo microvascular significante.

A OMS classifica os astrocitomas em baixo grau (I ou Il) ou alto grau (lll e
IV) de malignidade, dependendo da sua localizagdo e da taxa de crescimento.
Astrocitomas anaplasticos (grau lll) e glioblastoma multiforme (GBM - grau V)
representam 0s mais agressivos tumores primarios do sistema nervoso central,
sendo responsaveis por um ter¢o dos diagnosticos de tumores cerebrais (Kleihues
et al., 2002).

Esta revisdo contemplou diversos mecanismos na indugdo dos efeitos
antiproliferativos e antitumorais dos canabindides nos gliomas, mediados ou nao
pelos respectivos receptores CB1 e CB2. Mecanismos apoptéticos e de sequestro
do ciclo celular bem como mecanismos antiangiogénicos e antimetastaticos foram
descritos in vitro e in vivo em diversos modelos tumorais. Os mecanismos
moleculares bem como as vias de sinalizagao intracelular subjacentes aos efeitos
celulares dos canabindides foram exaustivamente pesquisados em muitos

estudos.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

O primeiro estudo a descrever o efeito dos canabindides nas células
tumorais cerebrais foi o de End (1977). Neste estudo o autor descreveu que o

delta-9-THC (100 pM) reduziu o numero de células tumorais C6 de ratos a
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aproximadamente 13% das células de controle e que as mesmas voltaram a
crescer apos a remogao do delta-9-THC no dia 3, recuperando crescimento
comparavel as células de controle (End et al., 1977).

Varios anos se passaram até que no final da década de 1990 houve
novamente o interesse de varios pesquisadores por esta tematica. Galve-Roperh
(2000) descreveu dois subclones das células C6 do glioma, C6.4 e C6.9, com
caracteristicas diferentes em relagdo a sensibilidade aos canabinodides. Ambos os
subclones demonstraram mecanismos similares apenas com a administracdo do
delta-9-THC por curto periodo de tempo. No entanto, as células C6.9 foram
sensiveis e as células C6.4 foram resistentes ao tratamento quando o delta-9-THC
foi exposto de forma mais prolongada (Galve-Roperh et al., 2000). Foi constatada
morte celular apoptotica das células C6.9, a qual foi revertida apenas com a
adicdo simultdnea (mas nao isolada) dos antagonistas dos receptores
canabinoides CB1 (SR141716) e CB2 (SR144528).

Outros estudos mostraram o efeito apoptético do delta-9-THC nas células
C6 (Sanchez et al., 1998a; Gémez del Pulgar et al., 2002a; Goncharov et al.,
2005; Blazquez et al., 2008a). Nas concentragdes de (0.25-1 pyM) o delta-9-THC
induziu apoptose em células C6.9 do glioma de forma concentragao- e tempo-
dependentes apds 4-5 dias, sem a mediagao do receptor CB1 (Sanchez et al.,
1998a). Goncharov (2005) descreveu que a exposi¢ao por curto periodo de delta-
9-THC (0.5, 2 yM) provocou dano celular de células C6, sob estresse oxidativo, de
forma concentragao-dependente. Além disso, o aumento do tempo de exposicao
ao delta-9-THC provocou um efeito ainda mais evidente, levando a quase
completa morte celular (com concentragao de 2 uM de THC). No entanto, diferente
de Sanchez, 1998a, os efeitos foram mediados pelo receptor CB1 (Goncharov et
al., 2005). Neste sentido, o delta-9-THC induz apoptose tanto por mecanismos
dependentes como independentes da sinalizagdo mediada pelos receptores CB1.
Gbmez Del Pulgar (2002a) mostrou que o delta-9-THC aumenta a sintese da
ceramida de novo via indugdo da serina palmitoiltransferase, uma enzima

regulatéria da biossintese do esfingolipidio.
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Outros canabindides, além do delta-9-THC promovem apoptose das células
C6. Jacobsson (2001) descreveu que a AEA e o 2-AG inibiram a proliferagao
destas células de forma tempo- e concentragcdo- dependentes. Efeitos pro-
apoptoéticos da AEA também foram encontrados em suspensdes de outras linhas
de células, incluindo as células C6 (Macarrone et al., 2000; Bari et al., 2005). Vale
ressaltar que os efeitos descritos por Jacobsson (2001) foram mediados pelos
receptores canabindides e vaniléide. De fato, a administracdo concomitante de
SR141716 e SR144528, aboliu o0s efeitos antiproliferativos destes
endocanabindides. No entanto, a administracdo isolada destes compostos inibiu
de forma discreta o efeito do 2-AG, mas n&o o da AEA. Curiosamente, em uma
segunda etapa do estudo foi verificado que o AM251 (um antagonista dos
receptores CB1) reverteu o efeito antiproliferativo da AEA enquanto que o AM630
(um antagonista dos receptores CB2) nao teve nenhuma agao detectavel. Quanto
aos canabindides sintéticos, o CP 55,940 (IC50 5.6 uM) e o JWH-015 (IC50 3.2
MM) tiveram efeitos antiproliferativos similares aos dos endocanabindides. No
entanto, neste caso, ndo houve mediagao dos receptores canabindides e vanildide
(Jacobsson et al., 2001).

Os efeitos dos antagonistas dos receptores canabindides (tanto SR141716
+ SR144528 ou AM251) verificados no estudo de Jacobsson (2001) divergem dos
reportados por Macarrone (2000). No estudo de Macarrone, 0 numero de corpos
apoptoticos de células C6 incubadas com AEA (10 uM) por 48 h aumentou em
77% na presenca de SR141716 e em 11% na presenca de SR144528 (ambos 1
MM) (Macarrone et al., 2000). O efeito sinérgico do SR141716 e da AEA sobre a
apoptose das células C6 foi confirmado por Bari (2005). As divergéncias entre o
estudo de Jacobsson (2001) com os de Macarrone (2000) e Bari (2005) podem ser
em decorréncia de possiveis diferengcas das propriedades das células C6
utilizadas nestes estudos, ja que as células C6 apresentam subclones com
diferentes sensibilidades aos efeitos dos canabindides (Galve-Roperh et al., 2000).

Outros canabindides foram avaliados no estudo de Jacobsson (2001) em
células C6, entre eles o olvanil e a metanandamida (meAEA). Considerando que

estes compostos, assim como a AEA, sdo agonistas dos receptores canabindides
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e vanildide (Di Marzo et al., 1998b) seria esperado efeitos similares aqueles
obtidos com a AEA. Curiosamente, a meAEA produziu efeitos mais discretos
quando comparados aos da AEA (Jacobsson et al., 2001). Além disso, o Olvanil,
embora tenha evidenciado efeito antiproliferativo, o mesmo nao foi revertido por
antagonistas dos receptores canabindides e vanildide (quando administrados tanto
em combinagdo quanto de forma isolada), sugerindo que este composto
independe da sinalizagcdo mediada por estes receptores. Embora ndo haja uma
explicacdo clara para estes resultados divergentes, é possivel que um
determinado balango entre a ativacéo dos diferentes receptores canabindides seja
necessario para a ocorréncia dos efeitos antiproliferativos. No caso da AEA,
concentragdes requeridas para a ativagcdo do receptor TRPV1 séo
aproximadamente 10 vezes maiores do que as necessarias para a ativacdo do
receptor CB1 (Zygmunt et al., 1999; Smart et al., 2000). Ja o Olvanil apresenta
uma maior afinidade para o receptor TRPV1 (Di Marzo et al., 1998b; De Petrocellis
et al., 2000).

Corroborando os achados de Jacobsson (2001), Fowler (2003) descreveu
que a AEA e o 2-AG apresentaram efeitos antiproliferativos, que foram
antagonizados pela administragdo de antagonistas dos receptores CB1 e TRPV1.
Ja o efeito antiproliferativo da meAEA nao foram mediados por estes receptores.
No entanto, o achado mais interessante € que o 1-AG (IC50=5.73+0.06) teve uma
acgao similar a do 2-AG (IC50=5.51+0.04), tanto em termos de eficacia quanto na
sensibilidade ao antagonismo pela capsazepina e antagonistas dos receptores
canabindides. Este resultado poderia ser explicado pelo fato do 2-AG, em
condigdes fisiologicas, ser rapidamente metabolizado em 1-AG (Savinainen et al.,
2001; Rouzer et al., 2002), considerando as IC50 similares entre os compostos
(Fowler et al., 2003). Curiosamente, tanto a capsazepina quanto o SB366791
(ambos antagonistas do receptor vanildide), reverteram o efeito do 1-AG. No
entanto, a capsazepina foi significativamente mais efetiva. Portanto, neste modelo,
o efeito da capsazepina pode ser tanto dependente quanto independente da
sinalizacdo mediada pelos receptores TRPV1. De fato, sabe-se que a

capasazepina apresenta uma importante acdo antioxidante (Garle et al., 2000).
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Além disso, os efeitos antiproliferativos do 2-AG e da AEA foram prevenidos pelo
alfa-tocoferol (Jacobsson et al., 2001).

Outras linhagens celulares, além da C6 sofrem apoptose apds a exposigao
aos canabindides. Carracedo (2006a) mostrou que o delta-9-THC (0-3 uM)
diminuiu a viabilidade celular e induziu apoptose das células C6.9 do glioma de
ratos (mas ndo das células C6.4) e também das células U87MG do astrocitoma
humano e das células Gos3 do oligodendroglioma humano. Adicionalmente, foi
mostrado que os efeitos antiproliferativos deste canabindide foram mediados pelos
receptores CB1 e CB2 nas células U87MG (Carracedo et al., 2006a).

Em relagdo as células U87 e U251 do glioma humano, que expressam tanto
o receptor TRPV1 quanto os receptores canabinodides (Contassot et al., 2004a), a
AEA (3-100 uM) diminuiu a viabilidade celular in vitro de forma concentragao-
dependente (Contassot et al., 2004a). Resultados similares foram verificados em
células ex vivo, derivadas da bidpsia de tumor (Ge227 e Ge228) (Contassot et al.,
2004a). No entanto, a apoptose induzida pela AEA, ndo foi mediada pelos
receptores canabindides que, ao contrario, exibiram um efeito protetivo (Contassot
et al., 2004a). Ja o receptor vanildide, mediou a apoptose induzida pela AEA
(Contassot et al., 2004a). Todavia, o efeito da capsazepina nunca foi 100% ao
final do periodo estudado, sugerindo um possivel envolvimento de receptores
adicionais. Ainda assim, é evidente a importancia do receptor TRPV1 no efeito
antiproliferativo da AEA. E possivel que a supra-regulacdo deste receptor seja um
mecanismo natural de prevencdo da proliferacdo destas células. Contassot
(20044a) relatou um aumento na expressdo de RNAm de TRPV1 em gliomas de
baixo grau de malignidade. Vale ressaltar que nas células dos gliomas, a
expressao do receptor TRPV1 esta restrita as células tumorais, estando ausente
nas células vizinhas saudaveis (Contassot et al., 2004a), o que abre uma atrativa
janela terapéutica. Evidéncias sugerem que a AEA, além de ativar os receptores
CB1, CB2 e TRPV1, pode atuar como agonista de outros receptores ainda nao
identificados (Jarai et al., 1999; Wagner et al., 1999). Outro estudo sugere que a
morte celular induzida pela AEA envolve a ativacdo de um receptor independente

localizado na membrana do transportador lipidico (Contassot et al., 2004a). Vale
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ressaltar que este ultimo mecanismo foi descrito por Bari (2005) como possivel
mediador da apoptose das células C6 do glioma induzida pela AEA (secao
abaixo).

Outro estudo com varias linhas de células do glioblastoma multiforme
(GBM) (U87, U251, U373, SF126 e SF188), mostrou que o delta-9-THC (2 uM) e o
WIN 55,212-2 (1.25 pM) reduziram significantemente o crescimento de todas as
células analisadas num tratamento realizado por 7 dias (McAllister et al., 2005). A
linhagem de células SF126 foi a mais sensivel ao tratamento com os dois
canabindides (McAllister et al., 2005). Neste estudo, os efeitos do delta-9-THC (1
MM) foram mais evidentes quando comparados aos do WIN 55,212-2 (1.25 uM).
Curiosamente, sabe-se que o WIN 55,512-2 tem tanto afinidade como eficacia
significantemente maior para ambos os receptores CB1 e CB2 quando comparada
ao delta-9-THC (Felder and Mitchell, 1995; Showalter et al., 1996; Pertwee, 1997).
Neste sentido, as diferengas entre o efeito antiproliferativo do delta-9-THC e do
WIN 55,512-2 ndo foram devidas aos receptores canabindides. A atividade dos
canabindides através do mecanismo da ceramida pode explicar a aparente
discrepancia verificada nas poténcias entre o delta-9-THC e o WIN 55,212-2 no
estudo de McAllister (2005), pois foram avaliados os efeitos de longa exposi¢cao
aos canabindides. Outra explicacdo pode ser a possivel ativacdo de receptores
adicionais além dos CB1 e CB2 (Massi et al., 2004; Breivogel et al., 2001), ja que
os efeitos antiproliferativos tanto do delta-9-THC quanto do WIN 55,212-2 foram
apenas parcialmente revertidos quando os antagonistas CB1 ou CB2 foram
administrados isoladamente ou de forma combinada (McAllister et al., 2005).
Finalmente, em outro estudo em que o delta-9-THC e o WIN 55,212-2 foram
administrados por via intratumoral, foi constatado que este ultimo teve uma maior
eficacia que o primeiro (mesmo na concentragcao de 10% daquela utilizada pelo
delta-9-THC) na diminuigdo dos tumores de ratos inoculados com células C6.9 do
glioma (Galve-Roperh et al., 2000). Vale ressaltar que naquele estudo estes
canabindides aumentaram a sobrevida dos ratos e houve casos de erradicagao

total dos tumores (Galve-Roperh et al., 2000).
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Ainda em relagéo as células de gliomas humanos, Massi (2004) descreveu
que o fitocanabindide canabidiol (CBD) inibiu o crescimento de células tumorais in
vitro (U87 e U373) e in vivo (U87). No entanto, nao ficou totalmente esclarecido o
mecanismo através do qual o CBD produziu a apoptose e os efeitos
antiproliferativos. O CBD afetou a viabilidade das células U373 e U87 de forma
concentragao- (a partir de 15 pM) e tempo- (a partir de 24 hs) dependentes, sendo
este efeito mediado parcialmente pelo receptor canabindide CB2 (Massi et al.,
2004). A acao inibitéria do CBD reportada por Massi (2004) contrasta com o efeito
modesto deste canabinodide descrito por Jacobsson (2000) nas células C6 do
glioma sob as mesmas condi¢cdes deste estudo (auséncia de soro). No que se
refere aos experimentos in vivo, no 18° dia de tratamento o canabidiol (0,5 mg/kg)
diminuiu em 70% o tamanho do tumor, enquanto que no 23° dia de tratamento a
diminuicao foi de 50% (Massi et al., 2004). Neste sentido, é possivel que possa
haver toleréncia quanto aos efeitos do canabidiol. Finalmente, os efeitos in vitro
nao foram mediados por receptores canabindides CB1, TRPV1 e outros
receptores acoplados a proteina Gi/GO (Massi et al., 2004). Sendo assim, a
despeito da presenca de receptores canabindides nas células dos gliomas, os
mesmos apresentam pouco envolvimento sobre a acdo do CBD (Showalter et al.,
1996; Bisogno et al., 2001a). Este estudo diverge de evidéncia pregressa que
sugere que o CBD pode se ligar aos receptores vanildides (Bisogno et al., 2001a).

As células U87 do glioma humano bem como as células C6 do glioma de
ratos, também foram utilizadas como amostra para a avaliacdo dos efeitos
antitumorais dos canabindides AJA e delta-8-THC (Recht et al., 2001). Em estudo
in vitro com células C6 do glioma, o AJA (0-100 uM) (agonista dos receptores
CB2), e o delta-8-THC (0-100 uM) (agonista dos receptores CB1 e CB2) inibiram
similarmente a proliferacédo celular de forma concentracdo-dependente em estudo
realizado por 48 hs (Recht et al., 2001). Vale ressaltar que nas linhas de células
C6 e U87 in vitro, a efetividade do AJA, além de superior a do delta-8-THC, foi
mantida em estudo com longa duragdo (5 dias) (Recht et al., 2001). A maior
efetividade do AJA em relacdo ao delta-8-THC foi corroborada em experimento in

vivo em ratos marcados com células U87MG tratados por 22 dias. No entanto, no
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final do tratamento, a diminuigdo deixou de ser significativa, embora suas meédias
de diametro continuassem a ser menores que nos do grupo controle (Recht et al.,
2001).

Em outro estudo comparativo da eficacia entre agonista de receptor CB2
(KM-233) e agonista de receptores CB1 e CB2 (delta-8-THC), constatou-se que o
KM-233 foi tao eficaz quanto o delta-8-THC (ambos em concentragédo de 5 pM) em
diminuir a viabilidade celular das células U87 (Duntsch et al., 2006). Vale ressaltar
que este efeito foi superior ao quimioterapico anti-glioma comumente usado,
BCNU (300 pM) (Duntsch et al., 2006). Resultados similares foram obtidos em
estudo com células U373 do glioma humano e em células C6 e F98 de gliomas de
ratos (dados ndo mostrados), indicando que os efeitos toxicos do KM-233 ocorrem
a despeito da linha de célula ou da espécie testada (Duntsch et al., 2006). Ja o
experimento in vivo, mostrou que o KM-233 (2 mg/kg) tanto por via intratumoral
quanto sistémica diminuiu significativamente o volume dos tumores de ratos
marcados com células U87 (Duntsch et al., 2006). O fato do KM-233 ativar os
receptores canabindides e somente em seguida promover alquilagdo do DNA
(enquanto o BCNU age exclusivamente sobre o ultimo mecanismo) sugere a
possibilidade de um efeito sinérgico destes compostos (Duntsch et al., 2006).

A apoptose foi o mecanismo de morte celular mais descrito nos estudos
avaliados. No entanto, outros mecanismos de inibicdo do crescimento e da
proliferagcao celular do glioma foram identificados nesta revisdo sistematica. Recht
(2001) descreveu que o efeito antiproliferativo do AJA nas células C6 do glioma
envolveu mecanismos citostaticos (nao apoptose e ndao necrose), com influéncia
minima na progressao do ciclo celular, ficando as células remanescentes com
uma alta taxa (95%) de viabilidade. Ja Ellert-Miklaszewska (2005) descreveu que
o WIN 55,212-2 reduziu a viabilidade celular das células C6, induziu apoptose e
apresentou efeito antiproliferativo através do bloqueio da progressao do ciclo
celular, além de aumentar a porcentagem de células na populagao apoptotica sub-
G1. Galanti (2008), por sua vez, mostrou em experimento in vitro que o delta-9-

THC promoveu morte das células do glioblastoma multiforme (U251 e U87) por
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mecanismos nao apoptoticos e que os efeitos antiproliferativos foram decorrentes
de mecanismo de sequestro do ciclo celular.

Finalmente, esta revisdo sistematica identificou um estudo em humanos
(Guzman et al., 2006). Neste estudo, os efeitos do delta-9-THC foram pesquisados
em pacientes com glioblastoma multiforme recorrente. Na amostra, foram
incluidos nove pacientes que nao tiveram sucesso com as terapias-padrao
(cirurgia e radioterapia) e que apresentavam claras evidéncias de progressao
tumoral. Os mesmos também apresentavam alteracbes moderadas na
performance fisica (média KPS = 81) (Guzman et al., 2006). Guzman mostrou que
a administragcdo intratumoral do canabindide, através de catéter intracraniano
inserido durante o segundo procedimento de ressec¢do tumoral cirurgica dos
pacientes, foi segura e sem efeitos colaterais excessivos, nao tendo havido
significantes alteragbes fisicas, neuroldgicas, bioquimicas e hematolégicas em
nenhum dos pacientes (Guzman et al., 2006). Em relacdo aos efeitos do delta-9-
THC na sobrevivéncia dos pacientes, este estudo mostrou-se inconclusivo. Por
outro lado, foi relatado que o delta-9-THC nao induziu crescimento tumoral nem
diminuiu a sobrevivéncia dos pacientes (Guzman et al., 2006). Em relagdo aos
parametros celulares do tumor, foi mostrado que o delta-9-THC, in vivo, reduziu a
proliferagcao celular tumoral (imunoensaio Ki67) em dois pacientes (Guzman et al.,
2006). Estes mesmos pacientes também apresentaram uma discreta diminuicao
da vascularizagao de seus tumores (imunoensaio CD31) in vivo, (Guzman et al.,
2006). Por outro lado, os experimentos in vitro, realizados com material de bidpsia
dos tumores destes pacientes, mostraram que o delta-9-THC diminuiu a
viabilidade das células do glioblastoma multiforme. Este efeito ocorreu, pelo
menos em parte, por morte celular apoptética e foi mediado pelos receptores CB1
e CB2. Adicionalmente, foi verificado um pequeno declinio na expressdo do
receptor CB1 e nenhuma mudanca na expressao do receptor CB2, provavelmente
pela ligagdo predominante do delta-9-THC ao CB1 ou a alta susceptibilidade deste
receptor a dessenssibilizacdo. A limitacdo deste estudo basea-se no fato que a
infusdo da droga por cateter provavelmente n&o atinge todo o tumor em casos de

tumores maiores. Portanto, € necessaria a realizagao de novos estudos utilizando
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solugcdes de THC com melhor perfil de distribuicdo, buscando atingir o tumor em
sua integridade. Adicionalmente, se faz necessaria a busca de vias de
administracdo nao invasivas e menos traumaticas para o paciente.

Tendo em vista a importdncia de mecanismos precoces ao
desencadeamento da morte celular tumoral, Salazar (2009) mostrou que o delta-9-
THC (5 pM) induziu um mecanismo celular autofagico que precedeu a morte
celular apoptoética, tanto nas células tumorais dos gliomas humanos (U87MG,
T98G, U373MG) como nas células tumorais pancreaticas, da mama e do
hepatoma (dados ndo mostrados). Este mecanismo celular autofagico foi seletivo
nas células cancerigenas e envolveu a sinalizagdo mediada pelos receptores CB1.
Adicionalmente, este mecanismo foi verificado também in vivo em tumores de
ratos marcados com células tumorais humanas U87MG (Salazar et al., 2009). A
autofagia tem sido proposta como protetora da apoptose, como um mecanismo
alternativo desta e também como tendo ag&o conjunta com a apoptose em um
mecanismo combinado para a morte celular (Maiuri et al., 2007; Yousefi et al.,
2006). No caso do estudo de Salazar (2009), houve a descricdo de uma
interconexao desses dois processos celulares no controle do crescimento tumoral

em resposta ao canabindide delta-9-THC.

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Galve-Roperh (2000) descreveu os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos apoptoticos do delta-9-THC em cultura de células C6.9 dos gliomas.
Neste estudo, foi destacada a importancia da ativagdo sustentada da Raf1 e da
acumulacao de ceramida sobre a apoptose induzida pelo delta-9-THC. A Raf1 é
extremamente importante para o controle do destino celular e envolve a ativagao
da cascata bioquimica mediada pela cinase ERK (cinase regulada por sinal
extracelular). Ja a acumulagdo de ceramida promove uma inibicao sustentada da
Akt (Gémez del Pulgar et al., 2002b), bem como de outras proteinas cinases,

como a c-Jun N-terminal cinase (JNK) e p38 MAPK (cinase ativada por mitégeno)
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(Galve-Roperh et al., 2000). A acao apoptotica do delta-9-THC foi condicionada ao
pico prolongado da ativacdo ERK, pois o inibidor seletivo da cascata ERK
(PD098059) inibiu a morte celular das células C6 do glioma induzidas pelo delta-9-
THC. Portanto, a ativacdo sustentada da ERK foi mediadora da acao apoptética
induzida pelo delta-9-THC. Adicionalmente, Gémez Del Pulgar (2002) constatou
em células C6 uma relacdo direta entre o acumulo de ceramida e a ativacédo da
ERK em decorréncia da exposi¢ao ao delta-9-THC. A mediacido da apoptose pelo
aumento da atividade da ERK, induzida pelos canabindides, também foi descrita
em células vasculares endoteliais (Blazquez et al., 2003). Vale ressaltar que a
ativacdo da cascata ERK guarda uma relagdo diretamente proporcional a
proliferacao celular (Derkinderen et al., 1999). No entanto, em algumas situagdes
a mesma media o sequestro celular (Pumiglia et al., 1997), antiproliferagao (York
et al., 1998), assim como morte celular por apoptose (Mohr et al., 1998), ou nao-
apoptose (Murray et al., 1998), incluindo de células neurais (Galve-Roperh et al.,
2000). Portanto, a relacédo entre a ativagdo da ERK e o destino celular é
extremamente complexa. Sabe-se que a mesma depende de varios fatores
(Velasco et al., 2004), entre eles o estimulo que ativa a ERK (Marshall, 1998).
Além do aumento de ceramida e ativacdo da ERK, existem outros
mecanismos moleculares associados a apoptose. Massi (2004) descreveu que o
efeito apoptotico do CBD em células de glioma humano (U87 e U373) nao foi
mediado pela acumulacdo de ceramida, mas sim, ao menos em parte, por
estresse oxidativo. De fato, o alfa-tocoferol inibiu parcialmente os efeitos
antiproliferativos do CBD (Massi et al., 2004). Estes achados foram posteriormente
confirmados em outro estudo de Massi (Massi et al., 2006), no qual o CBD (25 uM)
induziu apoptose via estresse oxidativo, aumentando a expressao de substancia
oxidativas reativas ao estresse e diminuindo a agao intracelular de glutationa
(GSH). Outro mecanismo adicional incluiu a ativacdo das caspases (mecanismo
‘mitocondrial’ e ‘morte-receptor’) (Massi et al., 2006). Vale lembrar que o
mecanismo de morte ‘mitocondrial’ envolve a liberacdo de citocromo ¢ da
membrana mitocondrial (Massi et al., 2006), e esta presente nos efeitos do delta-
9-THC e AEA (Macarrone et al., 2000; Sarafian et al., 2003). Outro mecanismo
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potencial do CBD envolve a ativagao da fosfolipase A2 e o consequente aumento
intracelular de acido araquidénico (Chan et al., 1998).

Em um outro estudo, Goncharov (2005) demonstrou que células C6 do
glioma sob exposicdo prolongada ao delta-9-THC, sob estresse oxidativo
(utilizando quelante quinona Fe(lll) que permeia as células), sofreram danos
celulares mais intensos quando comparados aos efeitos da exposicdo ao
canabinoide por um curto periodo de tempo. Adicionalmente, a utilizacdo de
quinona e delta-9-THC, no contexto de auséncia de glicose, provocaram danos
celulares maiores que aqueles observados com a longa exposi¢édo ao delta-9-THC
(Goncharov et al., 2005). Importante ressaltar que outros estudos mostram uma
relacdo entre o delta-9-THC com o destino da glicose. Sanchez (1997a, 1998b)
mostrou que o delta-9-THC aumenta o metabolismo de glicose, enquanto que
Goncharov (2005) relatou que o delta-9-THC diminuiu a captagdo de glicose.
Possivelmente estes dois eventos ocorrem concomitantemente, provocando uma
diminuicdo expressiva da reserva de energia celular, tornando-as mais sensiveis
ao estresse oxidativo (Goncharov et al., 2005). Nestas mesmas células (C6),
Jacobsson (2000) descreveu que os efeitos antiproliferativos da AEA e do 2-AG
sdo revertidos pela administracdo de alfa-tocoferol. Sarker (2000) descreveu
efeitos similares da AEA em células PC-12, sendo constatado um aumento
intracelular de superéxido, que foi revertido pela N-acetil cisteina, um agente
antioxidante.

Além da inducao de estresse oxidativo, outros mecanismos foram descritos
para os efeitos apoptoticos da AEA nas células C6. Bari (2005) mostrou que a
apoptose foi mediada por mecanismo de transporte lipidico, pois o depletor da
membrana do colesterol (MCD) reverteu a apoptose induzida pela AEA.
Adicionalmente, a AEA diminuiu a ativacdo da MAPK e da PI3K e aumentou a
liberacdo de citocromo ¢ pela mitocéndria, sendo que todos estes efeitos foram
mediados pela membrana de transporte lipidico (Bari et al., 2005).

Mecanismos adicionais envolvidos na acdo dos canabindides inclue a
modulagéo da lipooxigenase (LOX). Massi (2008) descreveu que o CBD inibiu o

crescimento tumoral das células do glioma humano (U87), pelo menos em parte,



129

através da infra-regulacdo da 5-LOX. Adicionalmente, o inibidor da 5-LOX, MK-
866, potencializou o efeito antiproliferativo do CBD. Vale ressaltar que a
superexpressao e/ou ativacdo da 5-LOX esta relacionada com desenvolvimento
de tumores (Manev et al., 2000; Montine & Morrow, 2005). Adicionalmente, sabe-
se que o CBD modula a homeostase intracelular de calcio (Drysdale et al., 2006;
Ligresti et al., 2006), assim como a produgado de ROS (Massi et al., 2006; Mckallip
et al., 2006) e que estes dois elementos tem uma relagao direta com a LOX (Massi
et al., 2008). Portanto, estes resultados sugerem que a 5-lipooxigenase tem um
papel crucial no controle da proliferagédo celular do glioma (Massi et al., 2008).

Outro mecanismo importante dos canabindides envolve a atividade da
ciclooxigenase-2 (COX-2), Hinz (2004a) descreveu que a meAEA é capaz de
ativar a COX-2, e consequentemente, aumentar a produgao de prostaglandina E2
(PGE2) em células tumorais H4 do glioma humano. Estes efeitos (bem como sua
acao apoptatica) foram antagonizados pelo inibidor da COX-2, celecoxibe (Hinz et
al., 2004a). Vale ressaltar que a administracdo de PGE2 também diminuiu a
viabilidade celular e promoveu apoptose nas células H4 (Hinz et al., 2004a). Ja o
delta-9-THC, diferente da meAEA, apresentou efeitos antiproliferativos por
mecanismos nao relacionados a COX-2 (Hinz et al., 2004a). Finalmente, os efeitos
observados com a meAEA nao foram mediados pelos receptores canabindides,
mas sim, pelo menos em parte, pelo acumulo de ceramida (Hinz et al., 2004a). Em
um outro estudo utilizando-se da mesma linhagem de células, Eichele (2006)
descreveu que a meAEA induziu morte apoptética mitocondrial, envolvendo
portanto a liberagao de citocromo c e a ativagao das caspase 9, 3 e PARP. Estes
efeitos foram mediados pela COX-2 e pelo mecanismo de caspases, ja que 0s
inibidores da COX-2 e da caspase 3 antagonizaram os efeitos da meAEA.

Em relacdo aos efeitos antitumorais dos canabindides e os mecanismos de
sobrevivéncia, Ellert-Miklaszewska (2005) mostrou que o WIN 55,212-2 infra-
regulou a Akt e a ERK1/2 antes do aparecimento de qualquer sinal de apoptose
nas células C6. Adicionalmente, o WIN 55,212-2 ativou a caspase 9 no inicio do
tratamento (Ellert-Miklaszewska et al., 2005), indicando envolvimento da

mitocondria (Ellert-Miklaszewska et al., 2005; Massi et al., 2006), bem como ativou
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as caspases 3 e 7 (Ellert-Miklaszewska et al., 2005), que sédo executoras da
apoptose. Além disso, o WIN 55,212-2 diminuiu a fosforilagdo da proteina Bad.
Esta proteina pré-apoptotica pode ter uma importante ligacdo entre a infra-
regulagcdo dos mecanismos de sobrevivéncia e a ativagao das caspases evocadas
pelo tratamento com canabindide, resultando na morte celular do glioma (Ellert-
Miklaszewska et al., 2005). Evidéncias prévias sugerem que a inibicao de cinases
que tem como alvo a Bad, incluindo a Akt (Datta et al., 1997; Zha et al., 1996) e a
ERK1/2 (Scheid and Duronio, 1998), pode iniciar o processo de apoptose. Isso se
deve a formacao de heterodimeros entre a Bad nao fosforilada e os supressores
da morte celular da familia Bcl-2, levando a um rompimento da integridade da
membrana mitocondrial e a liberacdo de proteinas mitocondriais (Yang et al.,
1995).

Quanto aos mecanismos envolvidos no sequestro do ciclo celular,
caracteristicas intrinsicas ocorrem nas células dependendo da fase do ciclo em
que ocorre este bloqueio. Em estudo com células tumorais do astrocitoma humano
(U251MG e U87MG), Galanti (2008) descreveu que o delta-9-THC alterou o
conteudo das proteinas que regulam a progresséo do ciclo celular. O conteudo
celular de E2F1 e Ciclina A, duas proteinas que promovem a progressao do ciclo
celular, foi diminuido tanto nas células U251MG quanto nas células U87 MG. O
declinio dos niveis de E2F1 foi decorrente da degradagdo mediada pelo
proteasoma, ja que foi revertido pelos inibidores de proteasoma (MG132).
Adicionalmente, houve um aumento nos niveis de p16INK4A, um inibidor do ciclo
celular (Galanti et al., 2008). A proteina E2F1 é um mediador essencial para a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células (Dyson, 1998). A importancia da
diminuicdo da E2F1 pelo delta-9-THC pode ser devida ao achado de que a
timidilate sintase (TS), cuja expressdo é controlada pela E2F, foi infra-regulada
pelo tratamento das células com delta-9-THC (Galanti et al., 2008). Este achado
tem grande relevancia clinica, pois estudos clinicos mostraram niveis elevados de
RNAm e proteina da TS em varios canceres humanos com potente invasividade
tumoral e metastases (Nomura et al., 2002; Mizutani, et al. 2003; Shintani et al.,
2003).
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A Ciclina A é uma proteina regulatéria do ciclo celular que funciona nas
fases S e G2 e pode se ligar e ativar a cinase 2 dependente de ciclina (cdk2) e a
cinase 1 dependente de ciclina (cdk1) (Pagano et al., 1992). Galanti (2008)
mostrou que o delta-9-THC supra-regulou a p16INK4A, uma proteina inibidora da
cinase dependente de ciclina (Galanti et al., 2008). Nos gliomas, a p16INK4A é
inativada em mais de 50% dos casos (Schmidt et al., 1994; Kyritsis et al., 1996;
Costello et al., 1996). A supressao da progressao do ciclo celular através da E2F1
parece ser multifatorial: a p16INK4A suprime a progressao do ciclo celular pela
fosforilacdo da RB (retinoblastoma) mantendo, dessa forma, a E2F1 num
complexo transcripcional inativo com a RB, em adic&o a degradacgéo das proteinas
mediada pelo proteasoma assim como pela diminuicdo de mRNA em resposta ao
delta-9-THC (Galanti et al., 2008). O mecanismo de sequestro do ciclo celular
também foi verificado em células de epitelioma da tiredide, onde o canabindide
ativou a p27 Kip1 (um inibidor de cinase dependente de ciclina) (Portella et al.,
2003). Considerando que os canabinoide diminuem a atividade da Akt em células
de gliomas (Gémez del Pulgar et al., 2002b), e que a Akt inibe a agédo da p27 kip1
(Viglietto et al., 2002), € possivel que o mecanismo Akt / p27 kip1 esteja envolvida
na agao dos canabindides nos gliomas (Velasco et al., 2004).

Sabe-se que mecanismos precoces que antecedem a desregulacdo dos
mecanismos de sobrevivéncia celular, bem como outros mecanismos que levam a
morte celular tumoral, como a ativacdo da cascata de caspases sao alvos
importantes da agao dos canabindides. Salazar (2009) mostrou que o delta-9-THC
promove estresse do reticulo endoplasmatico durante a indugéo de autofagia e
posterior apoptose das células tumorais (U87MG, T98G e U373MG) do glioma
humano (Salazar et al., 2009). Evidéncias prévias mostraram que a ceramida
induz estresse do reticulo endoplasmatico (Swanton et al., 2007; Kolesnick et al.,
2007) e autofagia (Lavieu et al., 2007). Adicionalmente, a fosforilagdo do elF2a
(marcador da resposta de estresse do reticulo endoplasmatico) esta presente em
processos de autofagia em resposta a diferentes situagdes (Talloczy et al., 2002;
Kouroku et al., 2007; Hoyer-Hansen and Jaattela, 2007). O estudo de Salazar

(2009) demonstrou que a supra-regulagdo do mecanismo p8-TRB3, que foi
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previamente implicada na evocagédo da morte celular pelo canabindide (Carracedo
et al., 2006a), constitui o mecanismo pelo qual a ceramida sintetizada de novo e a
fosforilagdo do elF2a promovem autofagia. Portanto, este mecanismo representa
uma nova conexao entre o estresse do reticulo endoplasmatico e a autofagia
(Salazar et al.,, 2009). Os dados deste estudo também demonstram que o
mecanismo regulado pela ativagdo da p8 é baseado em sua habilidade de inibir o
eixo Akt/mTORC1 (Salazar et al., 2009). A supra-regulacéo da TRB3 induzida pelo
delta-9-THC aumenta a sua interacdo com a Akt, diminuindo a fosforilagdo dessa
cinase e de seus substratos diretos, TSC2 e PRAS40, os quais provocam a
inibicdo da mTORC1 (Salazar et al., 2009). Adicionalmente, outros estudos
mostraram a TRB3 como inibidora da Akt (Du et al.,, 2003; Matsushima et al.,
2006). Além da indugdo de autofagia, o mecanismo p8-TRB3 mostrou ser
essencial para a agao antitumoral do delta-9-THC (Salazar et al., 2009; Carracedo
et al., 2006a).

Os varios experimentos realizados no estudo de Salazar (2009)
possibilitaram a avaliagdo dos eventos sequenciais envolvidos na morte celular
tumoral induzida pelo delta-9-THC. A ativagcdo do receptor CB1 promoveu o
acumulo de ceramida, que por sua vez ativou a resposta precoce do estresse do
reticulo endoplasmatico (Carracedo et al.,, 2006a; Salazar et al., 2009). Esta
resposta precoce mediou a fosforilagdo da EIF2a (Salazar et al., 2009) bem como
a supra-regulacao da p8, com consequente supra-regulacéo da ATF3 (Carracedo
et al., 2006a; Salazar et al., 2009). Adicionalmente, o aumento da p8 e da ATF3
induziram autofagia das células tumorais pela inibicdo do eixo Akt/mTORC1
(Salazar et al., 2009). Finalmente, houve ativagéo da cascata de caspases e morte
celular apoptaética (Salazar et al., 2009).

Andlise de tumores de ratos marcados com células tumorais U87MG
também revelou aumento da expressado da p8 (Carracedo et al., 2006a) e TRB3
(Carracedo et al., 2006a; Salazar et al., 2009). Adicionalmente, foi verificada uma
diminui¢ao da fosforilagdo da S6 (que provoca inibi¢ao do sistema AKT/mTORC1),
formagdo aumentada de células no estagio LC3-ll (sinal de autofagia) e

observacao de ativagcdo da caspase-3 (sinal de apoptose) (Salazar et al., 2009).
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Estes efeitos também foram observados nos tumores em que houve transferéncia
de p8 para os mesmos (alta quantidade de p8), bem como nos tumores em que
houve transferéncia de proteina essencial para a autofagia, ATGS (alta quantidade
de ATG5), o que demonstra que o mecanismo de morte celular pela ativagao da
autofagia € indispensavel para a agao antitumoral canabindide (Salazar et al.,
2009).

A analise de bidpsias de 2 pacientes com glioblastoma multiforme tratados
com delta-9-THC, por sua vez, também revelou um aumento da expressao da p8
(Carracedo et al.,, 2006a) e da TRB3 (Salazar et al., 2009). Adicionalmente, foi
verificada uma diminuicdo da fosforilagdo da S6, bem como um aumento no
numero de células com fendtipo autofagico e caspase-3 ativada (Salazar et al.,
2009). Estes dados sugerem que a administragdo de canabindide poderia ativar a
morte celular, mediada pela autofagia, também em tumores humanos (Salazar et
al., 2009).

Por fim, deve ser considerado de relevancia clinica o fato de que as
concentragdes de delta-9-THC usadas no estudo de Salazar (2009) foram
semelhantes as administradas intracranialmente em pacientes que apresentaram
morte celular mediada pela autofagia (Guzman, 2003). Além disso, os efeitos
antitumorais (autofagia e apoptose) em ratos com tumores marcados com células
U87MG foram decorrentes de administracdo de delta-9-THC via intraperitoneal
(Salazar et al., 2009).

INIBICAO DA ANGIOGENESE TUMORAL

Os gliomas adquirem o seu suprimento sanguineo principalmente por vasos
cerebrais normais ja existentes, formando uma massa tumoral bem vascularizada
sem a necessidade de iniciar a angiogénese (Holash et al., 1999; Zagzag et al.,
2000; Vajkoczy et al., 2002). Assim que a vasculatura conjunta com os vasos
normais regridem e as células malignas passam a proliferar rapidamente, ha a

progressao dos gliomas e os mesmos se tornam hipoxicos (Blazquez et al., 2004).
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Esta condicdo de hipdxia, por sua vez, induz um robusto processo angiogénico
através do sistema VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) e Ang2
(angiopoetina-2). Este brotar de novos vasos distingue o astrocitoma grau IV
(GBM) dos baixos graus de astrocitomas (Holash et al., 1999; Zagzag et al., 2000;
Vajkoczy et al., 2002).

Para crescerem, os tumores precisam gerar uma nova vasculatura de
suporte (angiogénese) para nutricdo da célula tumoral, troca de gases e
eliminagédo de residuos. Portanto, bloquear o processo de angiogénese constitui-
se em uma das mais promisssoras estratégias antitumorais disponiveis (Kerbel &
Folkman, 2002; Huang et al., 2003; Willett et al., 2004).

Andlise histoquimica e funcional em modelos de gliomas em ratos
(Blasquez et al., 2003) mostraram que a administracdo de canabindide transforma
a hiperplasia caracteristica dos tumores em crescimento ativo em um padrdo no
qual os vasos sanguineos tornam-se pequenos, diferenciados e com capilares
impermeaveis (Velasco et al.,, 2004). A inibicdo da angiogénese tumoral pelos
celular e da sobrevivéncia das células da vasculatura endotelial; ii. supressao de
fatores pré-angiogénicos (Casanova et al., 2003; Blazquez et al., 2003; Portella, et
al. 2003) e da expressao da matriz metaloproteinase (MMP) nos tumores
(Blazquez et al., 2003). A observagcdo de que os canabindides agem
diretamente nas células vasculares endoteliais € sustentada por evidéncias
recentes, as quais mostram que a células vasculares endoteliais expressam
receptores CB1 (Wagner et al., 1997; Batkai et al., 2001; Ros et al., 2002) e CB2
funcionais (Blazquez et al., 2003). Vale ressaltar que os receptores canabindides
modulam fungdes essenciais da célula endotelial, como migragao e proliferagcao
(Blazquez et al., 2003). Por outro lado, ndo deve ser descartada a existéncia de
receptores endoteliais ndo-CB1 e ndo-CB2 em alguns vasos sanguineos (Jarai et
al., 1999).

Os fatores proangiogénicos VEGF e Ang2 sdo essenciais na vascularizagao
dos gliomas e de outros tipos de tumor (Casanova et al., 2002; Holash et al., 1999;

Maher et al., 2001), sendo que a VEGF é a mais importante citoquina
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proangiogénica, tanto em condicdes fisioldégicas como patologicas (Blazquez et al.,
2003). A Ang2, por sua vez, ndo € expressa no cérebro humano sadio, mas é
induzida significativamente nos gliomas humanos, contribuindo para um aumento
expressivo da angiogénese e do crescimento tumoral, pelo menos na presenga de
VEGF (Holash et al., 1999; Maher et al., 2001; Zagzag et al., 2000). A
administracdo de canabindides diminui a expressdao dos maiores fatores
proangiogénicos (Blazquez et al., 2003). A maioria dos tumores soélidos apresenta
alta expressdo de Ang2, associada a aumento da atividade MMP-2 (matriz
metaloproteinase-2) e aumento da permeabilidade celular, caracteristicas estas
antagOnicas aos tumores tratados com canabinoides (Blazquez et al., 2003).

Em estudo com bidpsias obtidas de tumores de ratos marcados com células
C6 do glioma (Blazquez et al., 2004), foi mostrado que o tratamento com
canabindide (JWH-133, 100 nM; WIN 55,212-2, 100 nM e AEA, 2 pM) inibe a
expressdo do VEGF e subsequente ativacdo de seu receptor, VEGFR-2.
Resultados similares foram verificados em bidpsias obtidas de 2 pacientes com
GBM apés tratamento com delta-9-THC (Blazquez et al., 2004). Estas
observagdes, contudo, ndo excluem a possibilidade de que os canabindides
possam diminuir a atividade do VEGF de forma indireta, através de alvos em
outros processos mediados por receptores que estimulam o sistema VEGF
(Blazquez et al., 2004).

Sabe-se que a ceramida, um lipidio segundo mensageiro que controla o
destino celular em diferentes sistemas (Hannun and Obeid, 2002; Kolesnick,
2002), também inibe tanto a produgdo de VEGF como a ativagdo de seu receptor,
indicando que a ceramida tem um papel central na agdo anti-angiogénica dos
canabindides (Velasco et al., 2004). Portanto, os canabindides inibem o
crescimento tumoral ao ativar receptores canabindides tanto nas células tumorais
quanto nas células da vasculatura endotelial. Pela inibicdo da migragcdo e
sobrevivéncia da célula endotelial, os canabindides irdo prevenir diretamente a
formagao de vasos sanguineos. Ja no alvo tumoral, os canabindides irdo induzir

apoptose das células tumorais e também suprimir os fatores pro-angiogénicos e a
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producdo de MMP, desta forma bloqueando o crescimento tumoral e a

angiogénese.

EFEITO ANTIMIGRATORIO (ANTIMETASTATICO)

A acdo da matriz metaloproteinases (MMPs) e de seus inibidores (tecidos
inibidores da matriz metaloproteinases — TIMPs) tem um papel central na
migracdo e na invasividade das células tumorais (Blazquez et al., 2008a).
Aumento da expressao e ativacdo das MMPs, incluindo a MMP-2 (Eglebad and
Werb, 2002; Overall and Kleifeld, 2006; Rao, 2003; Nakada et al., 2007) foi
identificado na maioria dos canceres humanos, comparados com tecidos normais,
sendo este aumento associado a prognéstico pobre (Eglebad and Werb, 2002;
Deryugina and Quigley, 2006; Overall and Kleifeld, 2006). Adicionalmente, o mais
proeminente inibidor MMP, TIMP-1, é seletivamente supra-regulado em varios
tumores (ex: mama, gastrico, coloretal, entre outros), também sendo associado a
prognostico pobre (Hornebeck et al., 2005; Wurtz et al., 2005; Yasui et al., 2005;
Chirco et al., 2006). Este achado se deve, pelo menos em parte, a agdes do TIMP-
1 independentes da MMP, como promocéao da proliferacdo e sobrevivéncia celular
do tumor assim como da angiogénese tumoral (Hornebeck et al., 2005; Chirco et
al., 2006). Ainda assim, pesquisas adicionais sao necessarias para determinar se
a inibicao do TIMP-1 induzida pelo canabindide esta relacionada com suas agdes
antitumorais nos gliomas, como na inibicdo da migragao celular tumoral (Blazquez
et al., 2008a), na indugcado de morte celular tumoral e na inibicdo da angiogénese
tumoral (Blasquez et al.,, 2008a). Salienta-se que, nas células tumorais HelLa
(carcinoma cervical humano), o aumento (e ndo a diminuigao) do TIMP-1, induzido
pelo delta-9-THC, foi associado a diminuicdo da invasividade destas células
(Ramer and Hinz, 2008).

Ao explorar o efeito dos canabindides sobre o TIMP-1 (Blazquez, 2008a) e
a MMP-2 (Blazquez et al., 2008b), esta autora descreveu que a administragcao

peritumoral de delta-9-THC diminuiu o crescimento do tumor e a expressao de
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TIMP-1 e MMP-2 em ratos imunodeficientes marcados com células C6.9 do glioma
(mas nao nos ratos marcados com células C6.4). Esta agao foi mimetizada pelo
JWH-133 (um agonista do receptor canabinéide CB2) e inibida pela fumonisina
B1, sugerindo uma relagdo direta da ceramida neste mecanismo. Similar
diminuicdo de TIMP-1 e de MMP-2 foi constatada em material de bidpsias
adquiridas de dois pacientes com GBM tratados com delta-9-THC (Blazquez et al.,
2008a; 2008b). Os achados in vitro foram corroborados por estudos in vivo. O
delta-9-THC diminuiu 0 mMRNA de TIMP-1 e de MMP-2 em cultura de células C6.9
do glioma, efeito este ndo verificado em cultura de células C6.4 (resistentes)
(Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b). Durante o periodo de avaliagdo
(24 hs), o delta-9-THC nao diminuiu a viabilidade das células C6.9, mostrando que
a expressdées do TIMP-1 e da MMP-2 precedem a apoptose evocada pelo
canabinodide (Blazquez et al., 2008a).

A diminuicdo das expressdes do TIMP-1 e do MMP-2 também foi observada
em varias linhas de células do astrocitoma humano in vitro apds a administragao
de delta-9-THC (SW1088, T98 G, U87 MG e U118 MG, células do GBM)
(Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b). Estas acbdes também foram
mediadas pela ceramida, pois outro inibidor seletivo da sintese de ceramida de
novo, ISP-1, bloqueou os efeitos encontrados pelo delta-9-THC. Outro elemento
envolvido nos efeitos deste canabindide foi a proteina de stress p8, ja que a
diminuicdo da sua expressao reverteu os efeitos do delta-9-THC sobre a
expressao do TIMP-1 e da MMP-2 (Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al.,
2008Db).

A migracéo celular do glioma também foi avaliada em cultura de células C6
e U87. Neste estudo foi constatado que o delta-9-THC (1.5 yM) inibiu a migragéo
destas células, ao menos em partes, via ativagao de receptores CB2 (excegao
feita para as células C6.4) (Blazquez et al., 2008a; Blazquez et al., 2008b).
Resultados similares foram verificados com a AEA (5, 10 uM), que diminuiu os
niveis de MMP-2 nas células U87 (Blazquez et al., 2008b). No entanto, este efeito
nao envolveu a ativagcao dos receptores canabindides. Outros canabindides, como
o JWH-133 (25 uM) e WIN 55,212-2 (25 uM), também exerceram efeitos anti-
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migratorios nas células vasculares endoteliais que, neste caso, foram mediados
pelos receptores canabindides. Adicionalmente, o JWH-133 também diminuiu a
atividade e a expressao da matriz metaloproteinase-2 (marcador de malignidade
tumoral), uma enzima proteolitica que permite o colapso dos tecidos e a
remodelacao durante a angiogénese e metastase, em células C6 e em células do
astrocitoma humano (Blazquez et al., 2003).

A relagdo entre a inibicdo da expressao da MMP-2 e a inibigcdo da invasao
celular do glioma sugere que a MMP-2 pode ser utilizada como um novo marcador
da atividade antitumoral canabindide (Blazquez et al., 2008b). Adicionalmente a
essa infra-regulacao, fatores como mudancgas nos niveis de TIMP-1 (Blazquez et
al., 2008a) sao provavelmente envolvidas tanto na inibicdo da atividade enzimatica
da MMP-2 (Blazquez et al., 2003) quanto no controle global da invaséao celular
tumoral pelo canabindide (Blazquez et al., 2008b).

Em relagdo a outros canabinoides, Vaccani (2005) relatou um significativo
efeito anti-migratério do CBD em células U87 do glioma humano in vitro, sendo
este efeito ndo mediado pelos receptores canabindides, TRPV1 ou outros
receptores acoplados a protéina G1/0. Em um estudo prévio, foi descrito que o
CBD estimula a migragao das células BV-2 (microglia) em ratos (Walter et al.,
2003), através de sua interagdo com um receptor ainda nao estabelecido chamado
“‘endothelial receptor sensitive to Ab-CBD” (Jarai et al., 1999). Neste sentido, os
efeitos anti-migratérios do CBD no glioma podem ser decorrentes da interagcao
deste canabindide com um tipo de receptor similar ao descrito por Jarai (1999) que
apresenta propriedades agonistas inversas (Vaccani et al., 2005). Finalmente,
vale ressaltar que o efeito anti-migratério dos canabindides tem sido reportado em
outros tipos de células tumorais, como nas células SW480 de carcinoma do cdlon
(Joseph et al., 2004) e em células de cancer de tiredide em ratos (Portella et al.,
2003; Pisanti et al., 2006).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS NEUROBLASTOMAS

Neuroblastoma é o tumor extracranial sélido mais comum na infancia e
corresponde a 15% das mortes por cancer pediatrico (Wagner and Dauks, 2009).
Pelo menos 40% das criangas com neuroblastoma s&o designados como
pacientes de alto risco, com base em caracteristicas adversas, tais como idade =
18 meses, presenca de doenca disseminada, caracteristicas histologicas
desfavoraveis e amplificacdo do oncogene MYCN (Park et al., 2008). O tratamento
atual para o neuroblastoma de alto risco consiste de uma sequéncia coordenada
de quimioterapia, cirurgia e radiagao (Matthay et al., 1999; Pearson et al., 2008).
Mesmo com os tratamentos mais avangados disponiveis atualmente, &€ esperado
que apenas um terco das criangas com neuroblastoma de alto risco sobrevivam
(Wagner and Dauks, 2009).

Esta revis&o incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histoldgicos dos
neuroblastomas. As linhas de células N18TG2, SH-AY5Y e LAN-5 (mas ndo a SK-
NBE) expressam o receptor CB1. Ja a linha de células CHP100 expressa poucos
receptores canabindides funcionais, no entanto, diferente das demais, expressa o
receptor TRPVA1.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

O primeiro estudo a descrever o efeito dos canabindides nos
neuroblastomas foi o de End (1977). Neste estudo o autor descreveu que o delta-
9-THC (100 uM) foi extremamente toxico as células NB2A do neuroblastoma de
ratos, evidenciado por uma rapida redugéo no numero de células (decresceu para
menos de 1% do controle no final de 5 dias), sem o retorno do crescimento apods a
remogao dos 100 yM de THC no dia 3. Sanchez (1998a) encontrou resultados
similares em células N18TG2, no entanto, com concentragcbes de delta-9-THC

significativamente inferiores (0.25-1 pM) aquelas utilizadas por End. Embora as
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células N18TG2 expressem o receptor CB1, o0 mesmo ndo mediou os efeitos
apoptoticos do delta-9-THC, ja que a administragao de SR141716, nao reverteu os
efeitos observados por este canabindide (Sanchez et al., 1998a). Adicionalmente,
os efeitos do delta-9-THC foram similares ao observado pela N-acetilesfingosina,
um analogo da ceramida.

Em um outro estudo, utilizando células CHP100 do neuroblastoma humano,
Macarrone (2000) descreveu que a AEA (0.1-1 pM) induziu apoptose de forma
tempo- e concentragdo- dependentes. Curiosamente, outros endocanabindides,
como o o 2-AG (14 %= 0.2 pM), linoleoiletanolamida (1.4 = 0.2 uyM),
oleoiletanolamida (1.3 = 0.2 pM) e palmitoiletanolamida (1.4 + 0.2 uM) nao
exerceram efeitos apoptoticos sob as mesmas condigdes experimentais
(Macarrone et al., 2000). Vale ressaltar que em células C6, o 2-AG apresentou
efeito antiproliferativo similar ao da AEA (Jacobsson et al.,, 2000). Esta
discrepancia pode ser explicada pelo fato das células CHP100 apresentarem
poucos receptores CB1 e CB2 funcionais e desta forma a AEA (mas n&o o 2-AG)
poderia interagir com receptores TRPV1. De fato, o efeito apoptético da AEA foi
revertido pela capsazepina (um agonista dos receptores TRPV1) e adicionalmente
a capsaicina (um agonista dos receptores TRPV1) mimetizou os efeitos
encontrados pela AEA. Estes achados foram corroborados por Bari (2005).
Evidéncias prévias sugerem que a AEA atua como agonista total dos receptores
TRPV1 em humanos (Zygmunt et al., 1999, Smart et al., 2000). A ativagdo deste
receptor pode induzir apoptose em células neuronais (Sugimoto et al., 1999) e
imunologicas (Macho et al., 1999), através do aumento de calcio intracelular (Lam
et al., 2007).

Assim como nas células CHP100, a exposicdo de AEA (10-100 yM) por 24
h diminuiu a viabilidade celular e induziu morte celular apoptética nas células SH-
SY5Y do neuroblastoma (Movsesyan et al., 2004). Pasquariello (2009), por sua
vez, pesquisou os efeitos antitumorais da AEA nao apenas nas células SH-SY5Y,
mas também nas células LAN-5 e SK-NBE do neuroblastoma. Em estudo com
duracdo de 24 hs, relatou que a AEA (0-12 pM) diminuiu a viabilidade celular e

induziu apoptose das células SH-AYSY e LAN-5 de forma concentragao-
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dependente. No entanto, as células tumorais SK-NBE, que ndo expressam os
receptores CB1, ndo sofreram alteragbes com o tratamento com a AEA
(Pasquariello et al., 2009). Adicionalmente, o 2-AG (12 uM), diferente da AEA, nao
apresentou efeitos antiproliferativos nestas células (Pasquariello et al., 2009).
Estes achados suportam a hipétese que os efeitos da AEA nestes modelos sao

dependentes da sinalizacdo mediada pelos receptores TRPV1.

MECANISMOS MOLECULARES

Nas células CHP100 do neuroblastoma humano, a AEA exerceu seus
efeitos na morte celular pela mediagéo da liberagéo de citocromo ¢ (Macarrone et
al., 2000; Bari et al., 2005) e ativagado das caspases 3 e 9 (apoptose ‘mitocondrial’)
(Macarrone et al., 2000). Também houve o envolvimento da COX-2 e da 5-LOX, ja
que os seus respectivos inibidores antagonizaram o efeito apoptético exercido
pela AEA (Macarrone et al., 2000). Vale ressaltar que o ATFMK, um inibidor da
enzima que degrada a AEA (FAAH) potencializou os efeitos da AEA neste modelo
(Macarrone et al., 2000). Resultados similares foram encontrados com o inibidor
da recaptura intracelular de AEA (o AM404) (Macarrone et al., 2000). Neste caso,
a inibicdo da degradacédo e recaptura intraneuronal da AEA disponibiliza uma
maior quantidade intracelular de AEA, que ao atuar em receptores vanildides, ativa
0s mecanismos da COX-2 e da 5-LOX.

Ainda nas células CHP100, Bari (2005) mostrou que a AEA (1 uM) néo
exerceu seus efeitos apoptéticos pela mediacédo de transportadores de lipidios de
membrana e nem pela diminuicdo da MAPK e PI3K, mecanismos estes que
mediaram a apoptose nas células C6 do glioma. Curiosamente, segundo o autor, o
efeito apoptoético da AEA neste modelo parece depender da ativacdo do receptor
CB1, que estao pouco expressos nestas células (Bari et al., 2005).

Sobre os mecanismos subjacentes aos efeitos apoptéticos da AEA nas
células tumorais do neuroblastoma SH-AYSY, Movsesyan (2004) descreveu que

este canabindide promoveu aumento de calcio intracelular, diminuicdo do
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potencial da membrana mitocondrial, liberagcdo de citocromo ¢ e aumento da
atividade da caspase 3. No entanto, o efeito apoptético da AEA néo envolveu os
mecanismos de caspases intrinsicos ou extrinsicos, ja que inibidores de caspases
(3, 8 e 9) ndo afetaram a morte celular induzida pela AEA (Movsesvan et al.,
2004). Adicionalmente, experimentos com células SH-SYS5Y caspase-8 e caspase-
9 dominante-negativas ndo diminuiram significantemente a morte celular
provocada pela AEA (Movsesvan et al., 2004). Por outro lado, o aumento da
atividade da calpaina tem um papel crucial na agdo da AEA neste modelo. Esse
mecanismo foi verificado pela clivagem da a-espectrina, a qual foi atenuada pelo
inibidor da calpaina, calpastatina (Movsesvan et al., 2004). Adicionalmente, foi
observado que a inibicdo da calpaina limitou a morte celular induzida pela AEA
bem como a liberagao de citocromo c induzida por este canabindide (Movsesvan,
2004). Vale ressaltar que o aumento de calcio intracelular induzido pela AEA, é
crucial para a ativagdo da calpaina (Mombouli et al., 1999; Sprague et al., 2001;
De Petrocellis et al., 2001).

Outros mecanismos moleculares foram descritos. Pasquariello (2009)
verificou que a AEA aumentou a expressdo da proteina BiP, um sensor do
estresse do reticulo endoplasmatico, nas células SH-AY5Y e LAN-5 do
neuroblastoma. Além disso, este efeito foi mediado pelo receptor CB1. A
importancia do estresse do reticulo encoplasmatico foi bem descrita no estudo de
Salazar (2009). Paralelamente, também via sinalizagdo mediada pelos receptores
CB1, houve um aumento de dois marcadores apoptoticos associados a proteina
BiP, o p53 e o PUMA (Pasquariello et al., 2009). Adicionalmente, foi constatado o
envolvimento da p38 MAPK e a p42/44 MAPK, ja que o inibidores destas cinases
reverteram o aumento da expressdo mRNA do BiP, p53 e PUMA induzido pela
AEA (Pasquariello et al., 2009). Portanto, neste modelo, a atividade apoptotica da
AEA é mediada pelo receptor CB1 através da ativacdo da p38 e a p42/44, que por
sua vez aumenta a expressdo de BiP e, consequentemente, dos marcadores
apoptoticos p53 e PUMA (Pasquariello et al., 2009).

Ainda sobre os possiveis mecanismos envolvidos na morte celular das

células do neuroblastoma, Fulda (2009) descreveu que a inibicdo do mecanismo
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PIBK/AKT/mTOR deve ser considerado um alvo terapéutico nos neuroblastomas
com pior prognoéstico. Embora os canabindides ndo tenham sido testados em
relacao a este mecanismo nestas células, o estudo de Salazar (2009) mostrou, de
forma inequivoca, que o delta-9-THC infra-regulou este eixo como parte de um
mecanismo que antecedeu a morte apoptética de varias células do neuroglioma
humano. Portanto, é possivel que os canabindides, particularmente o delta-9-THC,

possam exercer este mecanismo nos neuroblastomas.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS FEOCROMOCITOMAS

Feocromocitomas s&do tumores originarios das células cromafins do eixo
simpatico adrenomedular, caracterizados pela autonomia na producdo de
catecolaminas (Gerlo and Sevens, 1994). Dentre os feocromocitomas, mais de
90% sé&o benignos e unicos, e na maioria dos casos a ressec¢ao tumoral leva a
cura (Faical and Shiota, 1997). Por outro lado, quando malignos, estes tumores
apresentam metastases frequentemente em ossos, linfonodos regionais, figado,
pulmdes, cérebro e cordao espinhal (Benovwitz, 1990; Lopes et al., 1992; Zanella
and Faicgal, 1993; Jones et al., 1980; Lansberg et al., 1993). A resposta desses
tumores malignos é pobre a radioterapia e a quimioterapia com ciclofosfamida,
vincristina e dacarbazina (Faical and Shiota, 1997; Adjallé et al., 2009).

Nesta revisdo, foram feitas pesquisas com as células PC-12 do
feocromocitoma de ratos. Esta linha de células é considerada um modelo util para
estudos neurobiolégicos e neuroquimicos. As mesmas expressam apenas 0S

receptores TRPV1 e canabindide CB1.

MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES

Sarker descreveu, em seus trés estudos (Sarker et al., 2000; Sarker et al.,
2003a; Sarker and Maruyama, 2003b) que a AEA induziu apoptose nas células
PC-12 do feocromocitoma de ratos sem a mediagdo dos receptores canabindides
e vanildide.

Conforme descrito na secado ‘resultados’, o mecanismo de transporte
lipidico mediou todos os eventos sequenciais ativados pela AEA, ja que o depletor
do colesterol de membrana MCD (Metilciclodextrina) inibiu a apoptose induzida
pela AEA. Estes eventos sequenciais incluem: a geracado de superéxido (estresse
oxidativo), ativacdo da ASK1, ativacdo da p38MAPK e da JNK, translocagédo da

Bax do citosol para a mitocéndria (com consequente diminuicdo do potencial da
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membrana mitocondrial), liberagado de citocromo c e ativagdo da caspase 3. A AEA
também ativou a p42/44 MAPK (Sarker et al., 2003a). No entanto, este efeito ndo
é suficiente para a apoptose das células PC-12, pois o seu inibidor seletivo nao
inibiu a morte celular induzida por este canabindide.

Um evento precoce importante induzido pela AEA foi o aumento da ASK1
(cinase reguladora de sinal de apoptose 1) (Sarker and Maruyama, 2003b). A
ASK1 é ativada em resposta ao TNFa, Fas e estresse oxidativo (Ichijo et al., 1997;
Chang et al., 1998; Gotoh and Cooper, 1998). Sarker (2000, 2003b) mostrou que a
AEA induziu apoptose nas células PC-12 pelo mecanismo de estresse oxidativo.

Estudos prévios relatam que a superexpressao da forma inativa da ASk1
pode inibir a morte celular induzida pelo TNFa ou Fas (Ichijo et al., 1997; Chang et
al., 1998). Sarker (2003b) mostrou que a superexpressao de ASK1-KM nas células
PC-12, obtidas através de transferéncia de ASK1 inativa para estas células, fez
com que estas células se tornassem resistentes a apoptose induzida pela AEA.
Além disso, a ASK1-KM inibiu a ativacdo da p38 MAPK/INK (Sarker and
Maruyama, 2003b). Estes achados sugerem que a ASK1 tem um importante papel
na agao apoptotica da AEA nas células PC-12 e que sua participagao € um evento
precoce a ativacao da p38 MAPK/JNK.

Quanto aos mecanismos mitocondriais, relatos da literatura descrevem que,
em resposta a agentes apoptéticos, ocorre translocagao da Bax do citosol para a
mitocéndria (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997), o que induz a liberagdo de
citocromo c e ativagdo de caspases (Jurgensmeier et al., 1998; Shimizu et al.,
1999). Outros estudos mostraram que, na apoptose induzida pelo TNFa ou Fas, a
ativacao das caspases antecede a ativacado da p38 MAPK/JNK (Juo et al., 1997;
Roulston et al.,, 1998). No entanto, no estudo de Sarker (2003b), o zVAD (um
inibidor da caspase) e a ciclosporina A (um inibidor de abertura de poros da
mitocéndria) inibiram a morte celular induzida pela AEA, mas nao a ativagao da
p38 MAPK/JNK. Portanto, a ativacao da p38 MAPK/JNK é um evento precoce a
ativagdo das caspases. Estes achados foram corroborados por Ghatan (2000),
mostrando que na apoptose de neurbnios sob estresse oxidativo, a p38MAPK

induziu translocagao mitocondrial da Bax..
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Outro pesquisador que estudou os efeitos antitumorais dos canabinoides
nas células PC-12 foi Erlandsson. Em seu estudo o pesquisador mostrou que o
CP55,940 induziu apoptose bem como o aumento da atividade da NF-kB
(Erlandsson et al., 2002). O NF-kB é uym regulador transcripcional que tem um
papel central na morte celular programada (Erlandsson et al., 2002), sendo a
elevacao de sua atividade proposta como ativadora de morte celular (Barkett and
Gilmore, 1999; Mattson et al., 2000; Schneider et al., 1999; Denk et al., 2000). No
entanto, Erlandsson (2002) mostrou que a ativagao deste fator de transcricdo nao

foi necessario para a indugao de apoptose pelo CP55,940.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES DE PROSTATA

O cancer de prostata € considerado a segunda maior causa de mortes
relacionadas a canceres em homens dos paises ocidentais (Sarfaraz et al., 2006).
O desenvolvimento destes tumores esta intimamente ligado ao desequilibrio entre
os diferentes fatores reguladores de crescimento (como horménios androgénios e
fatores de crescimento) e seus receptores (Lalani et al., 1997; Kim et al., 1999;
Untergasser et al., 1999; Feldman and Feldman, 2001). Mesmos com os recentes
avancgos no diagnostico e tratamento, as terapias atuais sao incapazes de eliminar
completamente as células tumorais que ndo dependem de androgénio (Bahnson,
2007).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histolégicos
destas malignidades. Em relacdo a expressdo de receptores canabinddes,
observou-se que as linhas de células PC-3, DU-145 e LNCaP contém ambos os
receptores CB1 e CB2 (Melck et al., 2000; Sanchez et al., 2003a). A expresséo do
receptor CB1 é maior nas células PC-3 que nos outros dois tipos celulares, sendo
que a expressao do receptor CB2 nas células PC-3 é similar ao das células DU-
145. Por outro lado, os receptores CB2 sdo mais expressos nas células PC-3 que
nas células LNCaP. Mecanismos celulares e moleculares foram descritos para os
efeitos dos canabindides nas células tumorais prostaticas, conforme mencionados

a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

As diferentes células tumorais prostaticas apresentaram efeitos
antiproliferativos através de mecanismos celulares diversos, dependendo do
canabindide utilizado. Ruiz (1999) descreveu que o fitocanabindide delta-9-THC
(0-10 yM) diminuiu significantemente a viabilidade das células PC-3 (androgénio-

independentes) de forma concentragcdo- e tempo- dependentes, tendo como
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mecanismo celular a apoptose. Este canabindide exerceu seu efeito apoptotico
sem a mediagao de receptores canabindides, a despeito da presenga dos mesmos
nestas células (Ruiz et al., 1999). O canabindide sintético WIN 55,212-2 (0.5 e 1
MM), no entanto, ndo apresentou efeito na viabilidade nas células PC-3 (Ruiz et al.,
1999).

As células PC-3, bem como as células DU-145 e LNCaP também foram
utilizadas para a avaliacdo dos efeitos antitumorais do endocanabindide AEA em
contexto de proliferacdo das mesmas pela inducdo do fator de crescimento
epidermal (EGF) (Mimeault et al., 2003). Neste estudo, a AEA (1-10 pM) inibiu o
crescimento das linhas de células androgénio-independentes (PC-3 e DU-145) de
forma mais potente que as linhas de células androgénio-dependentes (LNCaP). O
mecanismo celular pelo qual a AEA exerceu sua ag¢ao antiproliferativa, diminuindo
os niveis da EGFR (receptor do fator de crescimento epidermal), foi através do
sequestro do ciclo celular na fase G1, mediado pelos receptores CB1 e a outros
receptores acoplados a proteina Gi/GO (Mimeault et al., 2003). A AEA também
induziu efeito apoptotico e necrético, sendo estes efeitos mediados pelos
receptores CB1 e CB2 (Mimeault et al., 2003).

As linhas de ceélulas DU-145 (androgénio-independentes e prolactina-
responsivas), por sua vez, foram utilizadas para a avaliagdo dos efeitos
antitumorais de varios canabindides (0-1 uM) em contexto de proliferacédo das
mesmas pela prolactina exégena (Melck et al., 2000). Os endocanabindides AEA e
2-AG e o canabindide sintético HU-210 inibiram significantemente o crescimento
dessas células. O analogo estavel da AEA (meAEA), por sua vez, imitou os efeitos
dos outros canabindides, porém de forma menos potente. Foi descrito,
adicionalmente, que estes canabinddes exerceram suas agdes antiproliferativas
pela mediacao dos receptores CB1 e pela diminuigcdo dos niveis dos receptores de
prolactina nestas células (Melck et al., 2000).

Olea-Herrero (2009a), por sua vez, pesquisou os efeitos dos canabindides
meAEA e JWH-015 nas células tumorais prostaticas sem a influéncia de fatores de
crescimento. Em estudo com duracido de 48 hs, a meAEA e o JWH-015, ambos

em concentracdes de 0-25 uM, diminuiram a viabilidade das células PC-3, DU-145
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e LNCaP de forma concentragdo-dependente (significantemente a partir de 5 uM).
Este efeito, no entanto, foi menos pronunciado nas células LNCaP (Olea-Herrero
et al., 2009a). Experimentos adicionais, com utilizagdo das células PC-3,
mostraram que estes canabindides induziram apoptose (e secundariamente
necrose) e sequestro do ciclo celular na fase sub-G1 (Olea-Herrero et al., 2009a).
Estes efeitos foram mediados pelos receptores CB2, pois foi observado que tanto
0 antagonista deste receptor quanto o silenciamento do mesmo (siRNA CB2)
bloquearam os efeitos dos canabindides (Olea-Herrero et al., 2009a). O fato do
efeito antiproliferativo dos canabindides ter sido menos pronunciado nas células
LNCaP esta em concordancia com resultados de outros estudos que mostraram
que estas células expressam uma quantidade menor de receptores CB2 que as
células PC-3 e DU-145 (Sarfaraz et al., 2005). Experimentos in vivo em tumores
de ratos marcados com células PC-3 verificaram que estes canabindides
reduziram de forma significativa o crescimento tumoral, bem como o peso e o
volume dos mesmos. Novamente, estes efeitos foram mediados pelo receptor CB2
(Olea-Herrero et al., 2009a). Os resultados deste estudo sdo compativeis com
achados prévios de que a estimulagdo do receptor CB2 é envolvida na atividade
antitumoral in vitro e in vivo em outros modelos tumorais (Caffarel et al., 2006;
Carracedo et al., 2006a, Fernandez-Ruiz et al., 2007).

Em dois outros estudos, o WIN 55,212-2 teve seus efeitos antiproliferativos
pesquisados nas células tumorais LNCaP (Sarfaraz et al., 2005; 2006). Estas
células tumorais sdo dependentes de androgénios. Portanto, neste modelo, o
receptor de androgénio tem um papel crucial no desenvolvimento e na progressao
do céancer (Lamb et al., 2001; Wang et al., 1997; Koivisto et al., 1998). Sarfaraz
(2005; 2006) descreveu que o WIN 55,212-2, em concentragbes de 1-10 uM,
diminuiu a viabilidade das células LNCaP (de forma concentragdo-dependente)
bem como induziu apoptose das mesmas. Adicionalmente houve um efeito
antiproliferativo por mecanismo de sequestro do ciclo celular (fase G0/G1). As
acOes deste canabinodide foram mediadas pelos receptores CB1 e CB2 (Sarfaraz
et al., 2006). Além disso, foi constatado que o WIN 55,212-2 diminuiu tanto a

expressao da proteina do receptor do androgénio como a concentragcao
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intracelular e a secregdo de PSA. Finalmente, experimento com o marcador de
proliferacado celular, PCNA, mostrou uma redugdo do mesmo apods o tratamento
com WIN 55,212-2 (Sarfaraz et al., 2005).

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Os mecanismos moleculares através dos quais a AEA exerceu seus efeitos
antiproliferativos nas células cancerigenas de prostata (que proliferaram pela
inducdo do EGF), envolveu a diminuicdo da proteina cinase A (PKA) e a
concomitante ativacdo da MAPK (De Petrocellis et al., 1998; Mimeault et al.,
2003). A inibicao da PKA parece levar a infra-requlagdo dos niveis EGFR
(receptores do fator de crescimento epidermal) nas células tumorais prostaticas,
desta forma neutralizando os mecanismos de cascatas do EGF (Mimeault et al.,
2003). Este autor relatou que o bloqueio da sinalizagédo celular mediada pela PKA
aumenta os niveis da proteina p27KIP1. Os produtos da proteina p27KIP1 inibem
a atividade cinase dos complexos ciclinas-CDKs, como o complexo ciclina E-
CDK2 e o complexo ciclina D-CDK4 ou CDK®6, e desta forma, inibe a proliferacéao
celular (Mimeault et al., 2003). Por outro lado, a neutralizagao desta sinalizagao
media parcialmente o acumulo de ceramida que, por sua vez, também esta
envolvida nos efeitos celulares induzidos pela AEA. Adicionalmente, os efeitos da
AEA na toxicidade precoce devem ser mediados pela infra-regulacdo da EGFR,
enquanto os efeitos massivos apoptoticos/necroticos, observados apos longo
periodo de incubagdo com a AEA, devem ocorrer pela infra-regulacédo da EGFR e
pela ativagdo do mecanismo da sintese de ceramida de novo (Mimeault et al.,
2003).

Mimeault (2003) também descreveu, em seu estudo, que a estimulagao das
células LNCaP (androgénio-dependente) pelo EGF, associado a a-diidro-
testosterona (a-DHT), teve seu efeito proliferativo inibido pela AEA com uma
sensibilidade comparavel as células LNCaP estimuladas pelo EGF apenas. Desta

forma, sugeriu que os mecanismos de cascatas responsaveis pelo crescimento
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das células LNCaP, estimulado pelo androgénio, € também inibido pela AEA
(Mimeault et al., 2003). Estes dados estdo em concordéancia com outro estudo que
mostra que a infra-regulagédo da p27KIP1 mediou o crescimento das células
tumorais prostaticas (MDA PCa2a e MDA Pca2b), estimulado tanto pelo
androgénio quanto pelo EGF (Untergasser et al., 1999). Assim, € provavel que a
AEA, pela inibicdo da cascata PKA e pela infra-regulagdo dos niveis da proteina
EGFR, poderia neutralizar os mecanismos de cascatas de ambos EGF e a-DHT
(Mimeault et al., 2003). Esse processo envolveria, provavelmente, a supra-
regulacao da p27KIP1 (Mimeault et al., 2003).

Olea-Herrero (2009a), por sua vez, descreveu 0os mecanismos subjacentes
aos efeitos apoptoticos e de sequestro do ciclo celular induzidos pelo JWH-015
nas células PC-3. Em seu estudo, mostrou que este canabindide induziu a
acumulacao intracelular de ceramida (de forma concentragao-dependente) nestas
células pela mediacdo do receptor CB2. Adicionalmente, mostrou que os efeitos
antiproliferativos deste canabindide foram mediados pelo acumulo de ceramida de
novo, pois a fumonisina B1, mas n&o o inibidor da esfingomielina, D609,
antagonizou estes efeitos (Olea-Herrero et al., 2009a). Desta forma, comprovou
que a ceramida adveio da sintese de ceramida de novo. A acumulacdo de
ceramida de novo, como indutora de apoptose pela mediacado dos receptores CB2,
ja foi relatada em outros modelos tumorais pela agdo dos canabinodides (Gomez
Del Pulgar et al., 2002a; Herrera et al., 2006; Carracedo et al., 2006a, Cianchi et
al., 2008). Estudos com agentes quimioterapicos também descreveram efeitos na
morte celular pela estimulagcado da geracéo de ceramida (Claria et al., 2006; Lin et
al., 2006). Por outro lado, a atenuagdo dos niveis desta foi relatada como
provocadora de resisténcia a radiagdo nas células tumorais prostaticas (Mahdy et
al., 2009).

Experimentos de Olea-Herrero (2009a) também mostraram que o
canabinoide JWH-015 ativou a JNK nas células PC-3 (Olea-Herrero et al., 2009a).
A ativacdo desta quinase de stresse, pela mediacdo do receptor CB2, ja foi
relatada em estudos prévios nas células da microglia (Correa et al., 2009) e nas

células epiteliais de pulmao (Sarafian et al., 2008). A ceramida, por sua vez, foi
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previamente descrita como ativadora de varias enzimas envolvidas nos sinais de
cascata de estresse, entre as quais as proteinas quinases Jun JNKs (Ruvolo et al.,
2003). Adionalmente, o estudo de Olea-Herrero (2009a) verificou que o JWH-015
induziu a um aumento da fosforilacdo da p38 MAPK.

Este estudo também demonstrou que o JWH-015 inibiu o eixo Akt-mTOR e
ativou o elF2a (Olea-Herrero et al., 2009a), os quais sdo envolvidos na regulagao
de autofagia e da resposta do estresse do reticulo endoplasmatico (Olea-Herrero
et al., 2009a; Salazar et al., 2009). Olea-Herrero (2009a) descreveu que estes
mecanismos sao supostamente envolvidos na morte celular tumoral prostatica
induzida pelo JWH-015 (Olea-Herrero et al., 2009a). Estes achados séao
concordantes com os achados de Salazar (2009), que descreveu que estes
mecanismos mediaram a morte apoptotica de varias células dos gliomas pela
inducao do canabindide delta-9-THC.

A liberagao de fatores pro-apoptéticos como o citocromo ¢ da mitocdndria
leva a formagao de complexos multiméricos conhecidos como apoptossoma e da
inicio a ativagao da cascata de caspases. O fato de que o JWH-015 induziu
liberagdo de citocromo ¢ para dentro do citosol e ativou a caspase 9 nas células
PC-3 (Olea-Herrero et al., 2009a) confirma o envolvimento da apoptose e indica a
ocorréncia da ativacido do mecanismo apoptético intrinsico.

A meAEA foi particularmente pesquisada nas células PC-3 em outro estudo
desta autora (Olea-Herrero et al., 2009b). Foi mostrado que este canabindide
induziu a uma diminuicéo da viabilidade celular pela mediagao parcial do receptor
CB2 e pela acumulagdo da ceramida de novo (Olea-Herrero et al., 2009b),
mecanismos estes também verificados pela acdo do JWH-015 nestas células
(Olea-Herrero et al., 2009a). Adicionalmente, este estudo pesquisou a associagao
entre o canabin6ide meAEA e os seus efeitos na imunidade antitumoral. Em seus
experimentos, Olea-Herrero (2009b) mostrou que a meAEA induziu a secregao da
citocina IL-6 (interleucina-6) pelas células PC-3, também pela mediagdo do
receptor CB2. No entanto, o inibidor da sintese de ceramida de novo (fumonisina
B1) ndo teve efeito na secrecédo desta citocina, mostrando que a biossintese de

ceramida nao foi envolvida na indugdo de IL-6 pela meAEA. Experimentos
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adicionais confirmaram, no entanto, que a fosforilagdo da ceramida, pela agéo da
enzima CERK, mediou este efeito imunoldgico (Olea-Herrero et al., 2009b).

A ceramida intracelular pode ser metabolizada em C1P pela enzima CERK,
que é envolvida em respostas proé-inflamatérias. Neste estudo, experimento com
infra-regulagdo da CERK (siRNA CERK) bloqueou a indugéo de IL-6 pela meAEA
nas células PC-3, sugerindo que esta enzima tem um papel critico regulador na
secrecao de IL-6 (Olea-Herrero et al., 2009b), em concordancia com relatos de
outros estudos que descreveram o papel pro-inflamatério estabelecido da CERK
(Saxena et al., 2008). A citocina IL-6, em particular, € secretada em grandes
quantidades no tecido glandular tumoral benigno da prostata (Mechergui et al.,
2009), bem como nas células PC-3 e DU-145 (Olea-Herrero et al., 2009b), com
taxas significativamente altas em quaisquer fases refratarias a hormonios
(Mechergui et al., 2009). As células tumorais LNCaP (androgénio-sensitivas), por
sua vez, nao produzem niveis significativos desta citocina (Olea-Herrero et al.,
2009b). Embora os niveis de IL-6 sejam relacionados a progressao do cancer de
préstata, o seu papel no desenvolvimento tumoral é ainda obscuro. Estudos
recentes mostraram que a |IL-6 age em associagao com o fator transformador de
crescimento (TGF)-B para induzir diferenciagéo de células T “normais” em células
T-helper (células TH17) (Oukka, 2008; Basso et al., 2009). Estas ultimas, por sua
vez, secretam a IL-21, um potente agente antitumoral (Spolski and Leonard,
2008a; 2008b).

Varios estudos demonstraram a associacdo dos receptores CB2 com
respostas imunolégicas em animais e em humanos. Um estudo recente mostrou
que estes receptores modulam o desenvolvimento das células T(H), quemotaxia e
desenvolvimento tumoral (Cabral and Griffin-Thomas, 2009). Desta forma, os
dados do estudo de Olea-Herrero (2009b) sugerem que as células PC-3 tem um
papel significante na sustentagao e amplificacdo do processo inflamatério através
da producgao local de citocinas pro-inflamatérias que, por sua vez, poderiam
promover o recrutamento e a ativacao de células imunes adicionais para dentro da

préstata. Estes dados indicam o uso potencial da metanandamida no tratamento
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imunoterapico do céancer de préstata, embora experimentos in vivo sejam
necessarios.

Ja os mecanismos moleculares através dos quais o canabindide WIN
55,212-2 exerceu seus efeitos inibitérios do crescimento celular e antiproliferativos
nas células cancerigenas LNCaP foram profundamente estudados por Sarfaraz
(2005; 2006), como descrito acima. Sarfaraz (2006) descreveu que o WIN 55,212-
2 induziu apoptose e sequestro do ciclo celular (fase G0/G1) quando exposto a
essas celulas. Esses efeitos foram mediados pela supra-regulagéo prolongada de
ERK 1/2 e pelos receptores canabinodides. Adicionalmente, este autor descreveu a
ocorréncia de infra-regulacédo do mecanismo PI3K/AKT. O mecanismo ERK 1/2
tem um comportamento dual e é envolvido tanto na proliferagdo como no
sequestro do ciclo celular (Sarfaraz et al., 2006). A ativacdo deste mecanismo &
complexa e depende de varios fatores, um dos quais a duracdo do estimulo
(Sarfaraz et al., 2006). Ja o mecanismo P13K/AKT é uma resposta comum das
células para a estimulacdo do fator de crescimento e € essencial para a
sobrevivéncia (Sarfaraz et al., 2006), sendo necessaria a sua infra-regulagao para
que ocorra morte celular.

Varios dos mecanismos envolvidos na fase G0/G1 foram modulados pelo
WIN 55,212-2 nas células LNCaP (Sarfaraz et al., 2006). Os complexos ativos
ciclina-CDK foi um deles (Sarfaraz et al.,, 2006). A atividade dos mesmos é
regulada pelas proteinas ckis, que incluem a p21 e a p27KIP1 (Melck et al., 2000;
Sarfaraz et al., 2006). As ckis inibem a atividade quinase associada com os
complexos cdk-ciclina, assim modulando os eventos de fosforilagdo, que tém um
importante papel na progressao do ciclo celular (Macleod et al., 1995; Sherr, 1996;
Jacks and Weinberg, 1996; Sherr and Roberts, 1999; Sanchez and Dynlacht,
2005). O canabindide WIN 55,212-2 induziu a um aumento da p27KIP1 e
consequente diminuigcdo da expressado da cdk-2, cdk-4 e cdk-6 (Sarfaraz et al.,
2006).

Este canabindide também infra-requlou a expressao da proteina pRb
(retinoblastoma), uma reguladora-chave da transicdo G1-S do ciclo celular (Nevins

et al., 1997; Deshpande et al., 2005). Parece haver associagdo entre a infra-
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regulagcdo das cdk4/6 com a diminuicdo desta proteina supressora do tumor
(Sarfaraz et al., 2006). Estudos tém estabelecido que membros da familia do
retinoblastoma sejam capazes de exercer supressao da atividade do crescimento
devido as suas interagdes com os heterodimeros E2F/DP, cuja fungéo é ativar a
transcricdo dos genes requeridos para a progressao do ciclo celular (Kasten and
Giordano, 1998; Taya, 1997). Neste estudo, o WIN 55,212-2 infra-regulou a E2F
(E2F1, E2F2, E2F3, E2F4) e diminuiu a expressao das proteinas DP1 e DP2
(Sarfaraz et al., 2006).

Adicionalmente, foi descrito que este canabindide induziu a um aumento da
expressao da p53, que € uma das maiores reguladoras da apoptose (Sarfaraz et
al.,, 2006). A supra-regulagcdo da p53 resulta na sobreposicdo de mecanismos
precoces que suprimem os mecanismos mitogénicos e de sobrevivéncia, entre os
quais os membros da familia Bcl-2 (Strasser et al., 2000; Oltersdorf et al., 2005). A
Bcl-2, por sua vez, € encontrada em altos niveis em mais da metade dos tumores
humanos e estudos tém mostrado que ela forma um complexo heterodimero com
0 membro pro-apoptoético Bax, desta forma neutralizando os efeitos apoptéticos do
mesmo (Sarfaraz et al., 2006). Assim, alteragdes nos niveis de Bax e Bcl-2, com
mudancas da relacédo de propor¢ao Bax/Bcl-2, sdo consideradas um fator decisivo
em determinar quando as células vao sofrer apoptose sob as condigdes
experimentais que promovem a morte celular (Sarfaraz et al., 2006). Neste estudo,
o WIN 55,212-2 aumentou a propor¢ao Bax/Bcl-2 de modo a favorecer a apoptose
(Sarfaraz et al., 2006).

Por fim, Sarfaraz (2006) descreveu que este canabindide ativou a cascata
de caspases iniciadoras (caspase 9) e efetoras (caspases 3, 6, 7) com

concomitante clivagem da Poli(ADPribose)polimerases (PARP).

INIBICAO DA ANGIOGENESE E DA INVASIVIDADE TUMORAL

Em relacdo a angiogénese tumoral, Sarfaraz (2005) demonstrou que o

canabindide WIN 55,212-2 reduziu significantemente a expressao da proteina
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VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), demonstrando seu efeito
inibitério na angiogénese tumoral.

Nithipatikom (2004), por sua vez descreveu, em relagao a invasividade das
células tumorais, que o endocanabindide 2-AG (1 pM), o seu analogo noladina
éter (10 yM) e a metanandamida (10-1000 nM) inibiram a invasividade das células
PC-3 (principalmente) e DU-145, mediados pelo receptor CB1 e pela diminuigdo
da PKA. O WIN 55,212-2 (1-100 nM), que em doses maiores (0.5 e 1 pyM) ndo
apresentou efeito na viabilidade celular das células PC-3 no estudo de Ruiz
(1999), também inibiu a invasividade das células PC-3 e DU-145 pela mediagéo
do mesmo receptor canabindide (Nithipatikom et al., 2004). As células LNCaP, no
entanto, ndo apresentaram efeitos inibitoérios da invasividade pelos canabindides
descritos acima (Nithipatikom et al., 2004).

A ativacao do receptor CB1 leva a diminuicao da atividade da adenil ciclase
(Howllet et al., 1984), o que pode resultar no rompimento dos mecanismos de
transmissdo que regulam a invasividade (Howe, 2004). Este mecanismo foi
confirmado pela verificagdo experimental de que houve inibicdo da proteina
quinase A (PKA) nas células tratadas com 2-AG e noladina éter (Nithipatikom et
al., 2004). A literatura embasa, portanto, que este mecanismo pode ser um dos
efeitos inibidores na invasdo das ceélulas tumorais prostaticas androgénio-
independentes pelos canabindides (Nithipatikom et al., 2004). A expressao
relativamente alta dos receptores CB1 nas células PC-3 pode ser uma das razbes
pelas quais esta linha de células € a mais sensivel aos canabindides em
comparagao com as outras células.

Por fim, o bloqueio experimental do metabolismo do 2-AG inibiu a invaséo
celular das células PC-3 e DU-145, o que suporta a hipotese de que o 2-AG
enddégeno seja um regulador negativo da invasividade de células tumorais da
prostata androgénio-independentes (Nithipatikom et al., 2004). Esta hipotese foi
confirmada em outro estudo do mesmo autor (Nithipatikom et al., 2005), em que
foi mostrado que os inibidores da hidrélise do 2-AG (OTFP, DETFP e DDTFP)
exerceram acbes antimigratorias nestas células. Esta acgdo inibitéria é

particularmente util devido a alta produgdo de 2-AG enddgeno que ocorre nas
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mesmas (Nitiphatikom et al., 2005). Desta forma, os resultados deste estudo
sugerem que a manutencao e/ou aumento das concentragdes endoégenas de 2-AG
sao importantes no controle da invaséo celular, o que demonstra um novo alvo

terapéutico no tratamento do cancer de préstata.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES DE MAMA

A despeito dos recentes avangos na deteccdo precoce do cancer de mama,
aproximadamente 30% dos pacientes em estagio precoce apresentam recorréncia
da doencga (Jemal et al., 2006). O tratamento sistémico desta malignidade inclui
agentes citotoxicos, hormonais e imunoterapéuticos, os quais sao ativos no inicio
da terapia em 90% dos tumores primarios de mama e em 50% das metastases.
Apds um periodo variavel de tempo, no entanto, ocorre progressao da doenga,
sendo observado uma resisténcia as multidrogas (Ghersi et al., 2005; Schultz and
Weber, 1999; Stockler et al., 2000; Wilcken et al., 2007).

Nesta revisao, todos os canabindides testados diminuiram a proliferacdo de
todas as células tumorais de mama pesquisadas, a excecdao da PEA. Este
canabindide, no entanto, assim como a oleamida, apresentaram efeito
potencializador da agdo da AEA nos efeitos antiproliferativos da mesma (Bisogno
et al., 1998; Di Marzo et al., 2001).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histoldgicos
destas malignidades. Todas as células tumorais pesquisadas expressam ambos
os receptores canabinodides CB1 E CB2, com excec¢ao da linha de células EVSA-T
(Caffarel et al., 2006), que expressa apenas o receptor CB2. Salienta-se que as
linhas de células MDA-MB-231, MDA-MB-468, SkBr3, MCF-7 e T-47D expressam
maiores quantidades de CB2 que de CB1 (Caffarel et al., 2006). Mecanismos
celulares e moleculares foram descritos para os efeitos dos canabindides nas

células tumorais de mama, conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS HORMONAIS — IMPORTANCIA DA PROLACTINA

A maioria das linhas de células tumorais de mama (ex.: MCF-7, EFM-19)
sdo hormonio-sensitivas (Simon et al.,, 1985; Ginsburg and Vonderhaar, 1995;
Clevenger et al., 1995; Shiu and Iwasiov, 1985; Fuh and Wells, 1995). Estas
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células sintetizam prolactina em altas quantidades (De Petrocellis et al., 1998;
Melck et al., 1999) e este horménio, por sua vez, promove a proliferagdo das
mesmas (Fuh and Wells, 1995). Por outro lado, estas células sdo pouco
responsivas a influéncia da adicdo exdgena de prolactina, nao apresentando
resposta proliferativa adicional a prolactina endoégena (Fuh and Wells, 1995).
Devido a sua capacidade de acelerar a transicao G1/S do ciclo celular mitético
(Clevenger et al.,, 1992), este hormdnio parece agir como o0 maior agente
proliferativo autacdéide nestas células (Simon et al., 1985; Ginsburg and
Vonderhaar, 1995; Clevenger et al., 1995; Shiu and lwasiov, 1985; Fuh and Wells,
1995).

As interagdes hormonais, portanto, parecem ter importancia marcante nos
efeitos antiproliferativos dos canabindides. O endocanabindide AEA, por exemplo,
parece ter suas acoes restritas as células tumorais que expressam os receptores
da prolactina e/ou receptores estrogénios e que proliferam em resposta ao
tratamento com hormoénios lactogénicos e/ou esterdides (Simon et al., 1985;
Ginsburg and Vonderhaar, 1995; Clevenger et al., 1995; Shiu and Iwasiov, 1985).
Os canabindides sintéticos, por sua vez, parecem influenciar as agdes e os niveis
desses hormoénios (Howlett and Pertwee, 1995; Wendenfeld et al., 1994; Wenger
et al., 1995; Romero et al.,, 1994; Fernandez-Ruiz et al., 1997; Wenger et al.,
1997). Salienta-se, no entanto, que um estudo com células MCF-7 mostrou que
nao houve interagdo entre os compostos canabimiméticos e os receptores
estrogénios (Ruh et al., 1997).

De Petrocellis (1998) descreveu, em seu estudo, que as linhas de células
tumorais da mama mais sensiveis aos efeitos antiproliferativos da AEA (ex.: MCF-
7, EFM-19 e T-47D) foram também as que melhor responderam ao tratamento
com o anticorpo prolactina (dados nao mostrados). Desta forma, sugeriu que a
poténcia antiproliferativa da AEA parece ser paralela ao grau de dependéncia da
prolactina enddégena que estas células possuem para proliferarem-se (De
Petrocellis et al.,, 1998). No entanto, como a prolactina € o alvo da agéo
antiproliferativa da AEA, este canabindide ndo estaria agindo através da reducao

dos niveis de prolactina (De Petrocellis et al., 1998). O mecanismo antiproliferativo
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deve-se, pelo menos em parte, a interferéncia deste canabindide com a acéao
proliferativa da prolactina endégena. Essa interferéncia ocorre pela mediagdo do

receptor da prolactina (De Petrocellis et al., 1998).

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Os efeitos antitumorais dos canabindides e dos endocanabindides pela
mediacdo de receptores tém sido descritos tanto para a inibicido da mitose
(sequestro do ciclo celular), mediada pelo CB1 (como o caso de algumas células
hormdnio-sensitivas), quanto para a indugao de apoptose seguindo a ativagao dos
TRPV1 e/ou receptores CB2 (Ligresti et al., 2006).

O estudo de De Petrocellis (1998) descreveu que a AEA (0.5 e 1.5 uM),
assim como outros agentes canabimiméticos (metanandamida, 2-AG e HU-210),
induziram potente inibigdo da proliferagao das ceélulas tumorais (EFM-19 e MCF-7)
pela mediacdo do receptor canabindide CB1, tendo como mecanismo celular o
sequestro do ciclo celular na fase G1/S, sem ocorréncia de apoptose ou necrose.

Mecanismo celular semelhante e pela mediagdo do mesmo receptor (CB1)
foi descrito por Sarnataro (2006) para os efeitos antiproliferativos induzidos pelo
Rimonabanto (0.1-1 pM) (antagonista/agonista inverso do receptor CB1) nas
células tumorais MCF-7 e T47D (menos invasivas), e principalmente nas células
MDA-MB-231 (mais invasivas e horménio-insensitivas). Em seu estudo in vivo,
este autor mostrou, adicionalmente, que o rimonabanto induziu a uma diminui¢céo
significante do volume dos tumores de mama (MDA-MB-231), induzidos pela
inoculagao de células tumorais em ratos, em relagado ao controle (Sarnataro et al.,
2006).

A inibicdo da proliferacao celular pelo Rimonabanto parece depender, além
de sua dosagem, dos niveis de expressado do receptor CB1 nas diferentes linhas
de células tumorais da mama e do fendtipo destes canceres (mais invasivo ou

menos invasivo) (Sarnataro et al., 2006). Foi observado, neste estudo, que as
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células MDA-MB-231 expressam niveis mais altos do receptor CB1 do que as
outras células tumorais pesquisadas neste estudo (Sarnataro et al., 2006).

A Met-F-AEA (analogo estavel da AEA) (10 uM), por sua vez, também
induziu efeitos antiproliferativos (sequestro do ciclo celular) sem indugdo de
apoptose nas células tumorais MDA-MD-231 (humanas) (Grimaldi et al., 2006;
Laezza et al., 2006) e TSA-E1 (camundongos) (Grimaldi et al., 2006).
Experimentos indicaram que o sequestro do ciclo celular nas células MDA-MB-231
ocorreu na fase S, com consequente diminuicdo das células tumorais na fase
G2/M (Laezza et al., 2006). Estas acdes antiproliferativas foram mediadas pelo
receptor CB1 (Grimaldi et al., 2006).

Caffarel (2006), em seu estudo, avaliou os efeitos do fitocanabindide delta-
9-THC (1-12 yM) em varias linhas de células tumorais da mama (EVSA-T, MDA-
MB-231, MDA-MB-468, SkBr3, MCF-7 e T-47D), que expressaram maior
quantidade de receptores CB2 em relagcdo aos receptores CB1. Experimentos
mostraram que este canabindide induziu significante efeito antiproliferativo nestas
células, de forma mais marcante nas células fenotipicamente mais agressivas
(Caffarel et al.,, 2006), em concordancia com os efeitos verificados pelo
rimonabanto (Sarnataro et al., 2006). O sequestro do ciclo celular induzido pelo
delta-9-THC ocorreu na fase G2-M e foi associado ao mecanismo de morte celular
apoptotica (Caffarel et al., 2006). Neste estudo, embora o delta-9-THC tenha
induzido apoptose das células tumorais em todas as fases do ciclo celular, a
maioria delas estava no compartimento G2-M (Caffarel et al., 2006). Estes efeitos
do delta-9-THC foram mediados (parcialmente) pelos receptores CB2 (mas nao
pelos receptores CB1) (Caffarel et al., 2006). No entanto, como o efeito mediador
do receptor CB2 foi parcial, € provavel a existéncia de processos CB2-
independentes na acao antiproliferativa do delta-9-THC.

Em estudo com as células tumorais MDA-MB-231 e MCF-7, Ligresti (2006)
descreveu que o Canabidiol (CBD), bem como o CBD enriquecido com extratos da
planta Cannabis, induziram potente inibicdo do crescimento destas células in vitro.
O mesmo ocorreu em estudo in vivo nas células MDA-MB-231, em que estes

canabinoides inibiram significantemente o crescimento dos tumores de ratos
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inoculados com estas células (Ligresti et al., 2006). O mecanismo celular do CBD,
no entanto, ndo apresentou um modelo unico de agdo. Nas células MDA-MB-231
(hormodnio-insensitivas), o efeito antiproliferativo do canabidiol (10 uM) ocorreu por
apoptose, em decorréncia de ativacao direta ou indireta dos receptores CB2 e
VR1, elevacéo intracelular de calcio através de mecanismo independente de
receptores canabindide/vanildide e formagdo de ROS (‘estresse oxidativo’)
(Ligresti et al., 2006). Ja nas células MCF-7 (horménio-sensitivas), o CBD induziu
a um sequestro do ciclo celular na fase G1/S (Ligresti et al., 2006). Dos
canabindides pesquisados, apenas o canabigerol e o acido canabidiol ativaram os
receptores VR1 (Ligresti et al., 2006). Neste estudo (Ligresti et al., 2006), o delta-
9-THC teve fracos efeitos observados. A baixa expresséo de receptores CB1
nestas células pode explicar a resisténcia a toxicidade verificada pelo delta-9-THC
(McKallip et al., 2005).

Os canabindides sintéticos (JWH-133 e WIN 55,212-2) também foram
pesquisados, em relacdo aos seus efeitos antitumorais, nas células MDA-MB-231
e MDA-MB-231. Qamri (2009) mostrou que os mesmos, em concentragoes de 0.1-
10 uyM, induziram a uma diminuigdo da viabilidade destas células de forma
concentragao-dependente. O JWH-133 apresentou significancia estatistica a partir
de 2.5 uM, enquanto o WIN 55,212-2 teve efeito significante a partir de 5 yM de
concentragao nas células MDA-MB-231. Ja nas células MDA-MB-468, ambos os
canabindides apresentaram efeito significante a partir de 5 yM. Adicionalmente, foi
observado que ambos os canabindides (10 pM) induziram apoptose e sequestro
do ciclo celular na fase G0-G1 nos dois tipos celulares (Qamri et al., 2009).

Em sua pesquisa in vivo com duracdo de quatro semanas, este autor
também mostrou que tanto o JWH-133 (5 mg/kg/dia) quanto o WIN 55,212-2 (5
mg/kg/dia) induziram a uma diminuigéo significante do volume dos tumores dos
ratos marcados com células MDA-MB-231, em comparag¢ao com os ratos do grupo
controle (Qamri et al., 2009). Os efeitos antitumorais do JWH-133 in vivo foram
mediados pelo receptor CB1 e os efeitos do WIN 55,212-2 foram mediados pelos
receptores CB1 e CB2 (Qamri et al., 2009). Foi observado, adicionalmente, que

ambos os canabindides induziram apoptose e a uma diminui¢cao significante do
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marcador de proliferacao (Ki67) nas células MDA-MB-231, observadas através de
tecidos excisionados dos tumores destes ratos (Qamiri et al., 2009).

Experimento adicional foi realizado em modelos de ratos transgénicos
PyMT. Este modelo tem sido utilizado para estudar os efeitos de drogas
antitumorais, pois ele reconstitui o processo encontrado na progressao do cancer
de mama humano e a ocorréncia de metastase espontanea (Qamri et al., 2009).
Neste experimento, foi observado que o tratamento com JWH-133 retardou o
desenvolvimento do processo carcinogénico, mostrando, apdés uma semana, que
os tumores mamarios PyMT foram marcadamente reduzidos em tamanho nos
ratos tratados com JWH-133 (0.12 g) em relagdo ao controle (0.28 g) (Qamri et al.,
2009). Os ratos tratados com este canabindide também mostraram uma reducao
significante do Ki67 (40%) e do CD31 (37%) (Qamiri et al., 2009). Desta forma, o
JWH-133 aumentou a laténcia do crescimento tumoral e diminuiu este crescimento
em relacado ao controle. Adicionalmente, ele também reduziu a agressividade dos

tumores mamarios nos ratos PyMT.

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

A AEA, através da ativacdo dos receptores CB1, tem acdo inibidora em
ambas prolactina basal (enddgena) e prolactina exégena em algumas células
tumorais humanas de mama (De Petrocellis et al., 1998; Melck et al., 1999). A
proliferacéo destas células, induzidas pelo NGF (fator de crescimento de nervo),
também ¢é inibida pela AEA, através da supressédo dos niveis dos receptores de
prolactina (PRLr) e dos receptores NGF (trk). Salienta-se que as células tumorais
humanas da mama tém alta afinidade pelo receptor NGF (De Petrocellis et al.,
1998; Melck et al.,, 1999). Os mecanismos antiproliferativos da AEA envolvem,
pelo menos em parte, os mecanismos cAMP/PKA e Raf-1/MAPK, através da
inibicdo da adenil ciclase e da ativagdo da MAPK (Melck et al., 1999).

Melck (1999) descreveu, em estudo com células tumorais MCF-7 e EFM-19,

que o ativador da adenil ciclase, forscolina, e o inibidor da MAPK, PD098059,
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neutralizaram, enquanto o inibidor da PKA (proteina quinase A), RpcAMPs, imitou
os efeitos da AEA. Desta forma, sugeriu o envolvimento dos sinais de cascatas da
cAMP/PKA e MAPK na inibicado, pela AEA, dos niveis de PRLr/trk e da proliferagcao
celular. Neste estudo, foi observado que a a atividade basal da MAPK foi
estimulada pelo RpcAMPs e inibida pela forscolina. No entanto, a forscolina, por si
s6, nao inibiu a translocacdo da Raf-1 para a membrana celular (Melck et al.,
1999). Isso sugere que, nas células MCF-7, a MAPK é constitutivamente infra-
regulada somente em parte, através da fosforilagdo catasilada da PKA, com
subsequente inibicdo da Raf-1 (Morrison and Cutler, 1997). A inibicdo da adenil
ciclase pela AEA, mediada pelo CB1, deve liberar este tom inibitério e restaurar
potencialmente a atividade da MAPK pelo aumento da translocagdo da Raf-1, um
efeito que é revertido pela forscolina (Melck et al., 1999).

O fato da forscolina nao ter prevenido a estimulagcao da MAPK induzido pela
AEA sugere a possibilidade de que a AEA ative a MAPK independentemente dos
efeitos sobre a adenil ciclase e da translocacdo da Raf-1. No entanto, somente a
ativacdo da MAPK pela AEA, dependente da cAMP, induziu a inibicdo da
proliferacdo celular (Melck et al., 1999). Isso porque, neste estudo, néo foi
observado efeito citostatico cumulativo com doses submaximas da RpcAMPs (que
imita somente o efeito dependente de cAMP na enzima) em associagdo com a
AEA. Este resultado sugere, adicionalmente, que a AEA pode reduzir a
proliferacao das células MCF-7, pela inibicdo da formacdo de cAMP, sem que
ocorra a ativagdo da MAPK (Melck et al., 1999).

E interessante descrever, em relacdo @ MAPK, que tanto a ativagdo quanto
humanas de mama, dependendo das condigdes da cultura e da presenca e
concentracdes de fatores de crescimento (Melck et al., 1999). E possivel que um
tom finamente regulado da atividade MAPK seja necessario para que estas células
tenham proliferagao normal (Melck et al., 1999). Rompimento deste tom tanto pelo
blogueio (com PD098059) ou desinibicdo sustentada (inibicdo dos niveis de cAMP

mediada pelo CB1) devem levar a diminuigdo da proliferacao (Melck et al., 1999).
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Ja em linhas de células MDA-MB-231 (horménio-insensitivas), Sarnataro
(2006) descreveu que o mecanismo de sequestro do ciclo celular do Rimonabanto
envolveu a diminuigao da expressao das ciclinas D e E, e 0 aumento dos niveis da
p27KIP1, efeitos estes mediados pelo receptor CB1 e pelo mecanismo de
transporte lipidico.

Em relagdo aos mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos
antiproliferativos da Met-F-AEA nas células MDA-MB-231, houve aumento da
p27KIP1 (Grimaldi et al., 2006; Laezza et al., 2006) e uma diminuicdo da
expressao da ciclina E (Laezza et al., 2006), em concordancia com efeitos
verificados na acgéo antiproliferativa do rimonabanto (Sarnataro et al., 2006).
Laezza (2006), no entanto, observou que a Met-F-AEA também induziu aumento
da p21WAF de forma tempo-dependente, com um efeito marcante apés 24 hs de
tratamento (Laezza et al., 2006). Este aumento foi correlacionado com uma
diminuicdo da ciclinas A além da ciclina E, com consequente inibicdo da Cdk2
(Laezza et al., 2006). Assim, parece que o sequestro do ciclo celular ocorreu como
consequéncia da perda especifica da atividade da Cdk2, devido a supra-regulagao
da p21WAF e da reducao da formacédo do complexo ativo ciclina E/quinase Cdk2
(Laezza et al., 2006). Também a pRB, que é um substrato direto da quinase Cdk2
(Bartek and Lukas, 2001), foi hipofosforilada pela acdo da Met-F-AEA,
contribuindo para a inibicao dessa quinase (Laezza et al., 2006).

Este estudo também verificou que os efeitos antiproliferativos da Met-F-AEA
foram mediados pela fosforilagdo da Chk1 e degradacdo da Cdc25A (Laezza et
al., 2006). Esta quinase media tanto a fase S quanto a fase G2 do ciclo celular,
tendo como alvo a protedlise da fosfatase Cdc25A, com consequente dano do
DNA (Zhao et al., 2002; Sorensen et al., 2003, Xiao et al., 2003; Zhou and Bartek,
2004). A Cdc25A, por sua vez, regula positivamente o ciclo celular pela ativagao
das Cdks (Laezza et al.,, 2006). A acdo da Met-F-AEA nestes alvos foram
confirmadas pelo experimento em que houve coincubacao das células MDA-MB-
231 com Met-F-AEA na presenca do inibidor ChK1, mostrando inibicdo da
degradacédo da Cdc25A, sugerindo a importancia da fosforilagdo da Chk1 nesta

degradacao (Laezza et al., 2006). Assim, a degradagao da Cdc25A, pela ativacao
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da Chk1, inibiu a ativagdo da Cdk2 com consequente inibicdo dos complexos
ciclina E-Cdk2 e ciclina A-cdk2 (Laezza et al., 2006).

Em relacao aos efeitos antiproliferativos do delta-9-THC (5 yM) nas células
tumorais EVSA-T, Caffarel (2006) descreveu que o mesmo induziu sequestro do
ciclo celular na transicdo G2-M através da infra-regulacdo dos niveis totais de
Cdc2 (p34, ciclina dependente de quinase 1), bem como de sua atividade
enzimatica especifica (diminuiu a quantidade da Tyr15). Adicionalmente, induziu a
um aumento dos niveis da p21 e da proteina Wee1 e a uma diminui¢gao dos niveis
da proteina Cdc25C e da survivina nestas células (Caffarel et al., 2006).

A Cdc2 tem um papel essencial comprovado na ocorréncia da progressao
do ciclo celular (Malumbres and Barbacid, 2005). Esta cinase é a maior CDK
(ciclina dependente de quinase) controladora da entrada de células em mitose,
apos completar os eventos na fase G2 (Stark and Taylor, 2004). Para ser ativada,
ela precisa ser desfosforilada no seu residuo Tyr15 (Kawabe, 2004). A fosforilagao
da Cdc2 em Tyr15 é controlada pela familia de proteinas quinases Wee1/Mik1 e
pela fosfatase Cdc25C (Kawabe, 2004). A p21, por sua vez, € uma inibidora CDK
conhecida por prevenir a ativagado da Cdc2-ciclina B (Stark and Taylor, 2004). Foi
proposto, em outros estudos, que a p27, uma inibidora CDK tradicionalmente
associada a regulagao da transicdo G1-S, pode também inibir a Cdc2 na fase G2-
M (Nakayama et al., 2004). Neste estudo (Caffarel et al., 2006), porém, ndo houve
modificagdo nos niveis da p27 (dados ndo mostrados). A survivina, por sua vez, é
um membro da familia inibidora de apoptose, expressa em todas as linhas de
células tumorais da mama pesquisadas neste estudo (Caffarel et al., 2006).

Ainda em relacdo aos efeitos antiproliferativos do delta-9-THC nas células
tumorais EVSA-T, este mesmo autor (Caffarel, 2008) verificou, em experimento de
analise de perfil de genes, que este canabindide induziu a uma supra-regulagao
dos niveis de JunD nestas células, bem como a um aumento dos niveis da
proteina JunD (Caffarel et al., 2008). Adicionalmente, mostrou que este evento
mediou, em estagio precoce, as ag¢des antiproliferativas do delta-9-THC nas
células tumorais EVSA-T (Caffarel et al., 2008), mostrando um novo alvo para a

inibicdo das células tumrorais da mama. Isso foi verificado em experimento em
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que o JunD foi silenciado (siRNA JunD), mostrando que estas células se tornaram
resistentes a acdo antiproliferativa deste canabindide. Este estudo também
mostrou que o gene supressor de tumor (Tes) e o JunD sao interrelacionados e
que ambos foram ativados precocemente a supra-regulagao da p27 pelo delta-9-
THC (Caffarel et al., 2008). Experimento com siRNA JunD também possibilitou a
observagcao de que houve anulacado do efeito de diminuigcdo dos niveis de Cdc2
pelo delta-9-THC (Caffarel et al., 2008), mais uma vez mostrando que a ativagéo
do JunD foi um evento precoce aos efeitos antiproliferativos induzidos pelo delta-
9-THC. Adicionalmente, foi verificado que o delta-9-THC induziu a um aumento da
proteina de stress p8. No entanto, este foi um evento independente da supra-
regulacdo do JunD (Caffarel et al., 2008). Nestas células (EVSA-T), assim como
em varios modelos tumorais, o delta-9-THC apresentou seletividade na acao
antitumoral. Foi observado que as células mamarias epiteliais, usadas como
controle, néo tiveram as expressdes do JunD, do Tes, da p27 ou da p8 afetadas
pela acdo deste canabindide (Caffarel et al., 2008).

O JunD é um dos membros dos fatores de transcricdo da familia de
ativadores de proteina 1 (AP-1). Os membros desta familia foram associados a
proliferacao celular, transformagdo oncogénica, metastases e angiogénese
tumorais (Mechta-Grigoriou et al., 2001; Efert and Wagner, 2003). No entanto,
estudos recentes revelaram que as suas funcdes dependem do contexto celular,
da natureza do estimulo e do membro particular da familia AP-1 em questéo
(Caffarel et al., 2008). Embora o foco deste estudo tenha sido a investigagéo do
JunD nos efeitos antiproliferativos do delta-9-THC, a participagdo de outros
membros da familia AP-1 (ativador de proteina-1) nos sinais evocados pelo THC
nao pode ser descartada (Caffarel et al., 2008). As mesma forma, ndo deve ser
descartada a participacdo de outros fatores de transcricdo modulados pelo THC,
como o Id2 e o Zfp36L1, ou até outros fatores nado transcripcionais relacionados
aos genes, nos eventos primarios subjacentes aos efeitos antiproliferativos
descritos neste estudo (Caffarel et al., 2008).

Em relagcdo aos mecanismos subjacentes aos efeitos antiproliferativos

exercidos pelos canabindides sintéticos JWH-133 e WIN 55,212-2, foi mostrado
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que estes canabindides induziram a uma significante redugao dos niveis de PGE2,
bem como a uma diminuic¢ao significante dos niveis de COX-2 (Qamri et al., 2009).
Uma diminuicdo de 6-8 vezes na expressdo de COX-2 também foi verificada em
tecidos tumorais excisionados (Qamri et al., 2009). Para confirmar uma relagcao
direta entre a infra-requlagdo da COX-2 e a indugcdo de apoptose pelos
canabindides sintéticos, foi feita coincubacdo do canabinéide JWH-133 ou WIN
55,212-2 com o inibidor da COX-2, NS-398. Nestes experimentos, foi verificado
uma indugao significante de apoptose nas células tumorais em relagdo ao controle
(uso isolado dos canabinoides) (Qamri et al., 2009). Estes dados sugerem que a
associacédo destes canabindides com os inibidores da COX-2 pode representar
uma nova estratégia quimiopreventiva para o tratamento do cancer de mama.

A infra-regulagcdo da COX-2 verificada pelos canabindides sintéticos
contrasta com outras pesquisas que mostram que os endocanabindides exercem
seus efeitos antiproliferativos pela supra-regulagdo da COX-2 em outros modelos
tumorais (Patsos et al., 2005b; Van Dross, 2009). Uma hipotese para esta
discrepancia é a de que o endocanabindide AEA, utilizado nestas outras células,
tem seus efeitos mediados através de mecanismos receptor-independentes,
diferente do verificado pelos canabindides sintéticos (Qamr et al.i, 2009). Ja em
relacdo aos efeitos dos canabindides sintéticos na diminuicdo da secrecdo de
PGE2, houve concordancia com varios outros estudos que mostraram que o
aumento da secregdo desta prostaglandina esta relacionado a estimulagdo da
proliferacao celular tumoral (Qiao et al., 1995; Mutah et al., 2002; Pozzi et al.,
2004).

Qamri (2009) mostrou, adicionalmente, que a atividade da Cdc42 foi
significantemente diminuida pelos canabindides JWH-133 e WIN 55,212-2. A
Cdc42 é um importante membro da familia GTPase que, por sua vez, tem sido
implicada na regulagao da expressdao da COX-2 em diferentes linhas de células
(Qamri et al., 2009). Em analise dos extratos nucleares das células MDA-MB-231,
obtida de células tratadas com canabindides, também foi mostrado uma expresséao
reduzida da c-Fos e c-Jun, em comparagao com as células controle (Qamri et al.,

2009). Estes fatores de transcricao também s&o relacionados a ativagédo da COX-2
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(Chen et al., 2005). Estes dados sugerem que a inibigdo da expressdo da COX-2
verificada também deve ser regulada pela reduzida expressao destes fatores de

transcricdo nas células tumorais da mama.

EFEITOS POTENCIALIZADORES DA PEA E DA OLEAMIDA NOS EFEITOS
ANTIPROLIFERATIVOS DOS CANABINOIDES

As células EFM-19 contém enzimas com uma atividade de hidrélise da AEA
ligada a membrana, com dependéncia de pH e sensibilidade aos inibidores de
forma semelhante aos previamente relatados para a FAAH (Bisogno et al., 1998).
Também expressam, além da AEA e de seu precurssor N-araquidonoil-Ptd-
Etanolamidas, a oleamida e a enzima FAAH, o que mostra que estas células tem
0s meios para sintetizar e inativar ambas as amidas bioativas de acidos graxos
(Bisogno et al., 1998). Desta forma, sugere-se que a AEA e a Oleamida podem
funcionar como autdcrinas, ou seja, apresentam mecanismos protetivos para a
infra-requlacdo da proliferacdo celular das células cancerigenas humanas de
mama (Bisogno et al., 1998).

Em seu estudo, Bisogno (1998), mostrou que a Oleamida exerceu uma
significativa acao citostatica nas células EFM-19, porém em concentragdes
maiores do que a AEA (IC50 = 11.3 uM) (Bisogno et al., 1998). E interessante
observar que, embora a Oleamida ndo se ligue ao receptor CB1, teve a sua agao
citostatica mediada pelo mesmo, sugerindo que esta acédo seja mediada por uma
substancia enddégena canabindide, possivelmente a AEA (Bisogno et al., 1998).
Porém, em concentracdes inefetivas para inibir a proliferacdo celular (0.5 pM),
quando associada a AEA, fez com que a acao antiproliferativa da AEA fosse
significantemente potencializada (IC50 AEA = 1.2 uM) (Bisogno et al., 1998). A
presenca da oleamida no meio de incubagédo provocou uma significante inibigao
da hidrdlise da AEA deixando, desta forma, maior concentracdo de AEA

disponivel, por exemplo, para a ativagao do receptor CB1.
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Melck (1999) também descreveu que a estimulagdo da MAPK pela AEA foi
aumentada pelos inibidores da hidrolise da AEA (1 yM) e pela Oleamida (50 yuM).
Alias, alguns estudos descrevem que as células tumorais humanas de mama
hidrolizam rapidamente este endocanabindide (De Petrocellis et al., 1998; Bisogno
et al., 1998). Por conseguinte, os inibidores da hidrélise enzimatica da AEA
aumentam significativamente os efeitos da AEA, tanto na proliferagao celular
quanto na atividade MAPK (De Petrocellis et al., 1998; Melck et al., 1999). Estes
achados também indicam estes inibidores como possiveis alvos terapéuticos
nestas células tumorais.

A PEA, por outro lado, ndo exerce efeito antiproliferativo nas células
tumorais humanas da mama por si s6 (Bisogno et al., 1998; Di Marzo et al., 2001).
Mas, assim como a Oleamida, tem efeito potencializador na ac&o antiproliferativa
da AEA (Di Marzo et al., 2001). Este efeito da PEA na acado da AEA se deve, em
parte, pela inibicdo da expressado e da atividade da FAAH em tratamento das
células MCF-7 por longo periodo de incubacdo (Di Marzo et al., 2001). Outros
mecanismos além deste devem ocorrer sobre as agdes citostaticas da AEA, pois
houve a observacao de que a PEA apresenta efeito sinérgico também com o HU-
210, que nao pode ser hidrolisado pela FAAH (Di Marzo et al., 2001). Outros
estudos descrevem também que a PEA, independentemente da FAAH, pode
aumentar significativamente os efeitos agudos da AEA pela mediacdo dos
receptores vanildides VR1 (De Petrocellis et al., 2000).

Embora tenha sido sugerido previamente que a PEA age como um agonista
do receptor CB2 (Facci et al., 1995; Calignano et al., 1998), esta hipétese ndo é
suportada por dados recentes (Lambert et al., 1999; Griffin et al., 2000; Sheskin et
al., 1997). No estudo de Di Marzo (2001), os efeitos da PEA na proliferacdo das
células tumorais da mama nao foram mediados pelo receptor CB2. A PEA também
nao apresenta afinidade para os receptores CB1 (Lambert et al., 1999; Griffin et
al., 2000; Sheskin et al., 1997).
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EFEITOS ANTIMETASTATICOS

O estagio de metastase dispdem atualmente de estratégias geralmente
inespecificas e altamente toxicas (McAllister et al., 2007). Isso se deve, em parte,
a falta de conhecimento sobre os mecanismos moleculares que regulam o
desenvolvimento de tumores agressivos. A busca por conhecimentos sobre estes
mecanismos tem carater de urgéncia, tendo em vista a alta mortalidade verificada
nestes estagios tardios do cancer. Esta revisdo contemplou quatro canabindides
(CBD, Met-F-AEA, JWH-133 e WIN 55,212-2) nos efeitos antimigratérios das
células tumorais agressivas de mama.

Grimaldi descreveu, em relagcédo aos efeitos antimetastaticos da Met-F-AEA
(10 uM) in vitro, que a mesma diminuiu significantemente a adesédo e a migracéao
ao colageno tipo IV, que é um dos componentes mais representativos do
embasamento da membrana, embora ndo tenha havido modificacdo da expressao
da molécula integrina (Grimaldi et al., 2006). Também diminuiu significantemente a
fosforilagdo da FAK e da Src, duas tirosinas quinases envolvidas na migracao e na
adeséo celular nas células MDA-MB-231 (Grimaldi et al., 2006). No estudo in vivo,
este autor mostrou que a Met-F-AEA reduziu significantemente o niumero e a
dimensdo de nodulos de metastase de pulmao provenientes de tumor primario de
mama (células TSA-E1), efeito este mediado pelo receptor CB1 (Grimaldi et al.,
2006).

A disseminacdo metastatica de células epiteliais depende da invaséao
celular tumoral no embasamento da membrana com subsequente migragao,
sobrevivéncia na circulagdo, e finalmente adesdo e invasdo para dentro dos
tecidos ectdpicos. Estes passos envolvem a cooperagdo entre integrinas, uma
familia de receptores de adesdo trans-membrana, e matriz metaloproteinases
(Grimaldi et al., 2006). As integrinas e a FAK sao moléculas que tém sido
associadas com o desenvolvimento de fenétipos mais invasivos e metastaticos.
Os dados deste estudo indicam que, embora a expressdo da integrina na
membrana superficial da célula ndo tenha sido significantemente mudada pela

Met-F-AEA, a afinidade da célula cancerigena pelo colageno IV e a migragao
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foram fortemente reduzidas, assim sugerindo uma mudanga de estado de ativagao
de determinadas integrinas (Grimaldi et al., 2006).

Muitos dos componentes da formacdo de metastases, como a anulacéo do
contato entre as células, remodelacdo das interacbes da matriz celular e
movimento das células pela mediagao do citoesqueleto da actina, sdo controlados
pelos membros da superfamilia de proteinas que se ligam a GTP, Ras, que
incluem a subfamilia RND1/2/3 (Laezza et al., 2008). Assim, o oncogene K-ras
pode contribuir para a malignidade através de efeitos na angiogénese, invaséo e
metastases (Grimaldi, 2006). Estudos prévios ja descreveram que a estimulagéo
dos receptores CB1, pela Met-F-AEA, inibe a atividade ras (Bifulco et al., 2001).
Terapias que tem como alvo a K-ras, incluindo as drogas baseadas em
canabindides, pode ter utilidade particularmente através destes mecanismos
(Grimaldi et al., 2006).

A interacdo entre as RDN1/2/3 controla todos os aspectos da motilidade e
invasao celular pela conseguinte ativagdo do mecanismo RHOA (Laezza et al.,
2008). Esta, uma vez ativada, ativa um complexo conjunto de sinais associadas a
RHO, contendo mecanismo de ativagao da proteina quinase (ROCK) (Laezza et
al., 2008), a qual é responsavel pela polimerizagdo da actina necessaria para a
locomogao celular (Zhong et al., 2005). O mecanismo de hipofosforilagdo das
tirosinas quinases (FAK e Src) é, inclusive, interconectado com o mecanismo das
quinase RHOA/RHO para a regulagéo da migragao celular (Frame, 2004).

Laezza (2008), em seu estudo, mostrou que o agonista CB1 Met-F-AEA
(2.5-10 pM) diminuiu os niveis da GTP-RHOA de forma tempo- (0-1 h.) e
concentragao- dependentes (significante em concentragbes de 10 uM), infra-
regulando o mecanismo RHOA-ROCK nas células tumorais agressivas MDA-MB-
231 pela mediacédo do receptor CB1. A Met-F-AEA também afetou a distribuicdo
da RHOA e consequentemente a organizagao da actina (Laezza et al., 2008). Nas
células tumorais tratadas com este canabindide houve atenuacéo da translocacao
de RHOA do citosol (forma inativa) para a membrana plasmatica (forma ativa) de
forma tempo-dependente, com consequente reducgéo significativa da formagéo das

fibras de stress, através da interagcdo com as RDN1/2/3 (Laezza et al., 2008).
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Desta forma, houve perda de forga de tracdo dependente do citoesqueleto da
actina, necessario para a motilidade celular, e consequente efeito antimigratorio
deste canabindide. A importancia deste mecanismo foi confirmada por
experimentos com superexpressdo da RHOA dominante negativa e com
inativacdo da familia RHOA. Nestes experimentos houve inibicdo significativa na
organizacao das fibras de stress e na migragéo (Laezza et al., 2008). Também
estudo com inibicdo da ROCK induziu diminuicdo da transmigracéo das células
MDA-MB-231 através membranas revestidas de Matrigel, com consequente
redugdo na formagao de fibras de stress (Laezza et al., 2008).

Estes dados, conjuntamente, sugerem que os receptores CB1 devem ser
um alvo para estratégias terapéuticas com o objetivo de retardar o crescimento e o
espalhamento metastatico dos carcinomas de mama (Grimaldi et al., 2006).

Em estudo com células tumorais MDA-MB-231 e MDA-MB-468, Qamri
(2009) mostrou que os canabindides sintéticos JWH-133 e WIN 55,212-2
induziram a uma diminuicdo da migracdo, in vitro, das células MDA-MB-231
(concentracédo = 5 yM) e MDA-MB-468 (concentragcédo = 7.5 yM). No caso, estes
efeitos in vitro foram mediados pelo receptor CB2. Em seu estudo in vivo, por
outro lado, mostrou que estes canabindides (5 mg/kg/dia) induziram a uma
redugdo significante do numero e do tamanho dos ndédulos metastaticos de
pulmao, oriundos de tumor primario de mama (MDA-MB-231), pela mediagdo dos
respectivos receptores canabindides (Qamri et al., 2009).

Metastases no pulmao, derivadas de inoculagdo de células MDA-MB-231
em ratos, também foram significantemente diminuidas pelo tratamento com o
Canabidiol (IC50 = 6-10.6 pM), bem como o CBD enriquecido com extratos da
planta Cannabis (Ligresti et al., 2006). Estes dados estdo em concordéancia com
acdes inibitorias na migracdo de células tumorais previamente descritas para o
CBD (Vaccani et al., 2005).

McAllister (2007), por sua vez, estudando os efeitos antimetastaticos de
varios canabindides nas células tumorais de mama, MDA-MB-231 e MDA-MB-436,
mostrou que o CBD, o delta-9-THC e o WIN 55,212-2 (todos com concentracdes

de 0.1-1.5 pM) diminuiram significantemente a invasdo das células tumorais mais
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agressivas, MDA-MB-231, sendo o CBD o potente dos canabinoides. Os
resultados significantes obtidos neste estudo, com baixas concentragcdes de
canabindides em comparagao com as dos estudos de Ligresti (2006) e Qamri
(2009), deve-se provavelmente ao fato de que estes experimentos foram feitos em
meio de cultura com baixas concentragcdes de soro, diferentes dos outros dois
estudos, que utilizaram meio de cultura com altas concentragdes de soro.

McAllister (2007) também pesquisou os efeitos dos CBD na expresséo da
proteina Id-1. Estudos prévios mostraram que a proteina Id-1 tem um papel crucial
durante a progressdo do cancer de mama (Fong et al., 2003). Esta proteina
estimula a proliferagdo, migragéo e invasao nas células tumorais de mama (Lin, et
al. 2000; Desprez et al., 1998). Adicionalmente foi descrito que a segmentacéo da
expressao ld-1 reduz parcialmente a invasdo das células tumorais de mama in
vitro e as metastases de cancer de mama em estudos animais (Fong et al., 2003;
Minn et al., 2005). Baseado nestes dados existe a hipotese de que a inibicdo da
expressao e/ou atividade da Id-1 poderia ser benéfica para pacientes com cancer
da mama. No entanto, abordagens na segmentacdo da expressao de Id-1,
incluindo terapia génica ndo s&o rotineiramente usadas na clinica, sendo
necessario do desenvolvimento de outras estratégias para esse fim.

McAllister (2007) mostrou que o CBD (0.1-1.5 uM) inibiu a expressao da
proteina Id-1 de forma concentracdo-dependente, mesmo em concentracbes
submicromolares, sendo significantemente mais efetivo que os outros
canabindides. E que a inibicdo da Id-1 precedeu os efeitos inibitérios do CBD na
proliferacao e na invasividade (McAllister et al., 2007), o que sugere que esta infra-
regulagdo representa a causa, € nao a consequéncia, na diminuicdo da
agressividade das células tumorais mamarias. Adicionalmente, mostrou que o
CBD também modulou a proteina Id-1 nos niveis de expressao de gene, infra-
regulando os niveis do gene |d-1 mRNA e do produto do gene Id-1 (434 bp); efeito
também reproduzido nas células MDA-MB-436 (McAllister et al., 2007). Este efeito
inibitério da proteina Id-1, bem como a modulagdo desta proteina nos niveis de

expressao dos genes, pelo CBD, foram reproduzidos nas células menos



175

metastaticas MDA-MB-436, sugerindo um fenbmeno mais geral que particular
(McAllister et al., 2007).

Este estudo mostrou, portanto, que a acdo do CBD nestas células induziu
efetivamente a uma inibicdo de mudangas genotipicas e fenotipicas que levam os
tumores agressivos a invasdo e metastase. Experimento importante realizado
neste estudo, em que houve expressao ectopica da Id-1 nas células MDA-MB-231
revelou anulagado dos efeitos do CBD na invasao celular (McAllister et al., 2007).
Baseado em estudos prévios (Fong et al., 2004), sugere-se que a diminuicdo da
proteina Id-1, sob o tratamento com CBD, poderia consequentemente levar a uma
infra-regulacdo dos genes promotores do crescimento como o Zfp289 assim como
a uma infra-regulagcdo dos genes promotores de invasao, como os da membrana
da matriz metaloproteinases (MT1-MMP) (McAllister et al., 2007).

Este efeito na reducdo da expressédo da Id-1 pelos canabindides poderia
fornecer uma estratégia terapéutica também para outros tipos agressivos de
cancer. Isso porque a supra-regulacdo da expressao da ld-1 foi encontrada
durante a progressdo da maioria dos tumores solidos investigados (Ling et al.,
2006).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES DO CERVIX UTERINO

A conscientizacdo sobre a necessidade de prevencdo do cancer de colo
uterino, bem coma descoberta de vacina contra o HPV diminuiram a incidéncia
destes tumores nos ultimos anos. No entanto, eles continuam sendo a segunda
maior causa de cancer em mulheres (Contassot et al., 2004b; Barthi et al., 2009).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histolégicos
destas malignidades. Os receptores canabindides CB1 e CB2 e o receptor
vanildide VR1 foram expressos nas linhas de células tumorais HelLa, Caski e
C299. Os receptores canabindides também foram expressos nas células SW756.
Mecanismos celulares e moleculares foram descritos para os efeitos dos

canabindides nas células tumorais cervicais, conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Mon (1981) foi o primeiro autor a demonstrar os efeitos antiproliferativos
dos canabindides nas células tumorais cervicais. Em seu estudo, com duracao de
24 hs, mostrou que os fitocanabindides delta-9-THC (5, 10, 15, 20, 40 uM), delta-
8-THC (1, 5, 10 uM), 11-OH-delta-9-THC (5, 10, 15 pyM) e canabinol (5, 10, 15 pM)
diminuiram o crescimento exponencial das células HeLa S3 de forma
concentragao-dependente. O delta-8-THC, por sua vez, foi o canabindide que
exerceu efeito antiproliferativo mais pronunciado nestas células (Mon et al., 1981).

Contassot (2004b), por sua vez, pesquisou o efeito do endocanabindide
AEA néao apenas nas linhas de células HeLa, mas também nas linhas de células
Caski e C299. Em estudo com duracao de 5 dias, mostrou que este canabindide,
em concentragcbes de variaram de 3-100 uM, diminuiu a viabilidade celular e
induziu apoptose de forma concentragdo-dependente (significantemente em
concentragdes acima de 30 uM) nestas células. Estes efeitos foram mediados pelo

receptor VR1, pois o antagonista do receptor vanildide (capsazepina) atenuou a
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apoptose induzida pela AEA (Contassot et al., 2004b). Os antagonistas dos
receptores canabindides, por outro lado, além de ndo terem mediado os efeitos
antitumorais deste canabindide, apresentaram efeito sinérgico com o mesmo
(Contassot et al., 2004b).

O analogo estavel da AEA (meAEA) (Ramer and Hinz, 2008; Eichele et al.,
2009), bem como o delta-9-THC (Ramer and Hinz, 2008) também tiveram seus
efeitos estudados nas células HeLa. Em estudo com duracédo de 72 hs, Eichele
(2009) mostrou que a meAEA (10 uM) induziu apoptose (fragmentagcdo do DNA)
significante nestas células em diferentes pontos do tempo. Verificou, no entanto,
que este efeito ocorreu através de mecanismo receptor-independente (Eichele et
al., 2009), diferente do que foi relatado para os efeitos apoptoticos induzidos pela
AEA nestas células (Contassot et al., 2004b).

Ramer (2008), por sua vez, em experimento de ensaio para a verificagdo do
efeito dos canabindides na invasidade tumoral (células com alta densidade) das
células Hela, observou que a meAEA (10 uM) e o delta-9-THC (1 uM) nao
diminuiram a viabilidade das mesmas sob estas condi¢gdes. No entanto, efeitos de
toxicidade celular, através de mecanismo receptor-independente, foram
observados pela acdo de ambos os canabindides quando houve diminuigao
experimental da densidade celular (Ramer and Hinz, 2008), sendo este resultado
compativel com a baixa densidade celular descrita nos ensaios de Eichele (2009).
Através deste experimento, Ramer (2008) relatou pela primeira vez que a
toxicidade induzida pelos canabindides € dependente da densidade celular
(Ramer and Hinz, 2008). Este efeito ja foi bem documentado em estudos com
varios quimioterapicos, incluindo tamoxifeno (Brandt et al., 2004), doxorubicina, e
vincristina (Kobayashi et al., 1992). Nestes estudos, foi descrito que as drogas
quimioterapicas apresentavam “efeito indcuo” em ensaios de células com alta
densidade, resultando em disponibilidade comprometida das mesmas em seus

sitios de ligagao intracelulares (Kobayashi et al., 1992).
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MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Contassot (2004b) avaliou as agbes da AEA nos mecanismos de caspases
das células HelLa, Caski e C299 e descreveu que a mesma induziu a uma ativagao
da caspase 7 nestas células.

Eichele (2009), por sua vez, realizou varios experimentos no intuito de
avaliar os efeitos moleculares da meAEA (10 uM) nas células HelLa. Em seu
estudo, mostrou que este canabindide induziu seus efeitos na morte celular pela
mediagcdo da ceramida, pois o inibidor desta, fumonisina B1, inibiu os efeitos da
meAEA nestas células. Adicionalmente, relatou a indugdo de um aumento da
expressdao da COX-2 e subsequente sintese de PGs pela meAEA nas células
HelLa (Eichele et al., 2009). Salienta-se que a ceramida foi previamente relatada
como indutora da expressdo da COX-2 e como ativadora das MAPKs
(Subbaramaiah et al., 1998). A ativacdo das MAPKs, por sua vez, foram
implicadas como eventos reguladores precoces da expressdo da COX-2 (Ramer
et al., 2001).

Eichele (2009), em seu estudo, confirmou uma relagéo direta entre a COX-2
e a apoptose. Isso foi verificado em experimentos com inibicado da expressado da
COX-2 (siRNA COX-2) nas células HelLa, onde se observou que a apoptose
(fragmentacdo do DNA) induzida pela meAEA foi inibida e o aumento da proteina
COX-2 por este canabindide foi abolida (Eichele et al., 2009). Adicionalmente, foi
mostrado que o inibidor da COX-2 (NS-398) interferiu significantemente com a
acgao citotoxica e pré-apoptotica da meAEA, inibindo completamente a inducéo da
sintese de PGE2 e PGD2 pela mesma (Eichele et al., 2009). De forma
interessante, o NS-398 também inibiu, mas nédo de forma significante, a expressao
da COX-2 mRNA, sugerindo uma regulacao de feedback positivo da expressao da
COX-2 pelos derivados desta (PGs) (Eichele et al., 2009), um fendmeno ja
relatado por varios autores (Hinz et al., 2000; Debey et al., 2003; Rosch et al.,
2005). Estes dados, conjuntamente, sugerem que a meAEA induziu morte celular
apoptotica através da liberagdo de prostaglandinas por este canabindide, induzida

pelo aumento da COX-2. Adicionalmente, este estudo mostrou que a PGD2 e seu
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produto desidratado 15d-PGJ2 foram os principais produtos da meAEA
responsaveis pela apoptose das células HelLa (Eichele et al., 2009). Isso foi
verificado pela observacdo, em experimento, de que a supressdao da L-PGDS
(siRNA LPGDS) diminuiu a apoptose induzida pela meAEA bem como inibiu a
expressao da proteina L-PGDS basal (Eichele et al., 2009). A L-PGDS catalisa a
conversao de PGH2 em PGD2 e é conhecida por induzir a apoptose (Herlong and
Scott, 2006). A PGD2 e seu produto desidratado 15d-PGJ2 também foram
descritas, em outro estudo, como indutores de apoptose nas células Hela,
diferente do que foi mostrado pela PGE2 nestas células (Eichele et al., 2009).

Este estudo também mostrou que a ativagdo da PPARy mediou a apoptose
induzida pela meAEA nas células HelLa (Eichele et al., 2009). Em experimentos,
foi verificado que a inibicao da PPARYy (siRNA PPARYy) aboliu a apoptose induzida
pela meAEA, sendo este efeito também obtido pelo antagonista do PPARY.
(Eichele et al., 2009). Adicionalmente, o agonista do PPARy imitou os efeitos
apoptoticos da meAEA (Eichele et al., 2009). Ja houve relato, em um estudo, de
que a PGD2 ativa a PPARy (Kim et al.,, 2005). Esta ativagcdo, por outros
compostos, ja foi relatada como inibidores do crescimento celular tumoral in vitro e
em modelos animais (Na and Surh, 2003; Kim et al., 2005; Han and Roman,
2007).

Por fim, os efeitos pro-apoptéticos da meAEA, dependentes da COX-2 e do
PPARy, foram também observados nas células C33A do carcinoma cervical
humano e nas células A549 do carcinoma de pulmao, sugerindo que ambas as
proteinas sdo mediadoras-chave da apoptose induzida pela meAEA (Eichele et al.,
2009).

EFEITOS ANTIMETASTATICOS

Rudolph (2008) descreveu a influéncia dos mastocitos no aumento da taxa
de migracdo das células SW756 do carcinoma cervical humano, sendo este efeito
inibido pelo 2-AG (100 nM) e pelo WIN 55,212-2 (30 uM). Também mostrou que o
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2-AG (10-100 nM) e o WIN 55,212-2 (1-30 yM) inibiram a taxa de migracédo das
células SW756 de forma concentracdo-dependente pela mediagdo do receptor
canabindide CB1 (Rudolph et al., 2008).

Ramer (2008), por sua vez, descreveu que a metanandamida (0.1-10 uM) e
o delta-9-THC (0.01-1 uM) induziram a uma diminuicdo da invasado das células
HelLa através da reconstituicdo da membrana basal (Matrigel). Este efeito ocorreu
de forma concentragdo-dependente e foi significante mesmo com doses
submicromolares, em estudo com duragdo de 72 hs. Este autor relatou, no
entanto, que a reducao da invasao celular ndo foi associada a uma diminuicédo da
motilidade celular, o que sugere que o efeito dos canabindides na invasividade
destas células foi especificamente dependente da modulagcdo de enzimas
degradadas da matriz (Ramer and Hinz, 2008). Os efeitos inibitérios na
invasividade de ambos os canabindides foram mediados pelos receptores CB1 e
CB2, e também pelo receptor VR1 no caso da meAEA (Ramer and Hinz, 2008).
Diferente do mecanismo receptor-independente verificado para os efeitos
citotoxicos em ensaios com baixa densidade celular, experimentos como este, que
utilizaram alta densidade das células, mostraram um profundo efeito anti-invasivo
pela mediacdo dos receptores descritos acima (Ramer and Hinz, 2008). Embora
as observacgdes deste estudo descartem o papel decisivo da migracdo na
mediacdo da acado anti-invasiva dos canabindides neste sistema, outros autores
relataram propriedades antimigratérias dos canabindides, sugerindo que os
mesmos afetam a migracdo dependendo do tipo celular e/ou de maneira
dependente de quimioatraentes (Ramer and Hinz, 2008).

Ramer (2008), neste estudo, também sugeriu uma ligagdo causal entre a
ativacao do receptor canabindide, indugao de TIMP-1 (inibidor do tecido da matriz
metaloproteinases) e diminuigdo da invasividade das células HeLa (Ramer and
Hinz, 2008). Foi observado que os canabindides pesquisados induziram a um
aumento do TIMP-1 bem como da expresséo de sua proteina pela mediacdo dos
receptores CB1 e CB2 (no caso do delta-9-THC e meAEA) e também VR1 (no
caso apenas da meAEA) (Ramer and Hinz, 2008). Estes eventos foram verificados

precocemente aos efeitos anti-invasivos (Ramer and Hinz, 2008). Adicionalmente,
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houve supresséo significante dos efeitos inibitérios na invasividade, induzidos
pelos canabindides, em experimento em que o TIMP-1 foi inibido (siRNA TIMP-1),
mostrando uma evidéncia convincente para o papel crucial do TIMP-1. Ramer
(2008) também relatou o efeito anti-invasivo do tratamento com canabindide,
dependente de TIMP-1, em outra linha de células do carcinoma cervical humano
(C33A), assim como nas células humanas do carcinoma de pulmao (A549) (dados
nao mostrados) (Ramer and Hinz, 2008). Salienta-se que varios estudos ja
relataram o papel do TIMP-1 em reduzir a invasividade (Khokha et al., 1989;
Khokha et al., 1992; Chan et al., 2005; Cattaneo et al., 2005; Park et al., 20053;
Park et al., 2005b; Ramer et al., 2007).

Como mostrado acima, o papel do TIMP-1 foi evidente neste estudo
experimental. No entanto, o proprio autor salienta que nao se sabe se este dado é
passivel de generalizagao para outros tipos de células além das examinadas neste
estudo, quais sejam, as células HelLa, C33A e A549. Esta colocagao foi cabivel,
tendo em vista que foi evidenciado diminuigdes nos niveis de TIMP-1 com
consequente efeitos antimigratorios, induzidos pelo delta-9-THC, nas células C6.9
do glioma (in vitro e in vivo), nas células do astrocitoma humano SW1088, T98 G,
U87 MG, U118 MG, células do GBM (in vitro) e também em bidpsias de pacientes
do glioblastoma multiforme tratados com delta-9-THC (Blazquez et al., 2008a).
Estas observagdes podem sugerir que as agdes do TIMP-1 sejam dependentes do
tipo de célula tumoral.

Os resultados deste estudo também sugerem que as MAPKs sao alvo dos
mecanismos receptores dos canabindides, e que as suas ativacbes ocorrem
anteriormente a indugao do TIMP-1. Foi verificado que os canabindides induziram
fosforilagdo da p38 MAPK e da p42/44 MAPK pela mediagdo dos receptores
canabindides (Ramer and Hinz, 2008). Adicionalmente, foi mostrado que os seus
respectivos inibidores antagonizaram os efeitos dos canabindides na inibicao da
invasividade e no aumento da expressao do TIMP-1 (Ramer and Hinz, 2008). A
observacao de que o receptor VR1 ndo mediou os efeitos da meAEA na ativacao

das MAPKs (Ramer and Hinz, 2008) sugere que a ativagdo deste receptor
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aumenta a expressdo do TIMP-1 através de um mecanismo que contorna as
MAPKs.

Em relacdo as MMPs, este estudo mostrou que, embora os canabindides
tenham induzido a uma diminuicdo da MMP-2, esta ndo parece ter contribuido
para as agdes anti-invasivas neste sistema experimental (Ramer and Hinz, 2008).
Salienta-se que a diminuicdo verificada da MMP-2 nao foi mediada pelos
receptores canabindides (Ramer and Hinz, 2008). Adicionalmente, em
experimento em a expressdao da MMP foi suprimida pelo siRNA, foi observado um
papel decisivo da MMP-9 na invaséo celular basal das células HeLa (Ramer and
Hinz, 2008).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NO CANCER DE TIREOIDE

O carcinoma de tiredide é a malignidade mais comum do sistema
enddécrino, responsavel pela maioria das mortes decorrentes de canceres
endocrinos (Schlumberger et al., 2003; Maciel and Biscolla, 2006; Sherman,
2003). Os carcinomas diferenciados (papilares e foliculares), dependentes de k-
ras, tém relativamente melhor progndstico, mas 10-20% dos pacientes morrem
devido a recorréncia ou progressao destes tumores em fungcdo da falta de
efetividade dos tratamentos (Shi et al., 2008). J& os carcinomas indiferenciados
(anaplasticos) sao altamente agressivos, com média de sobrevida dos pacientes
inferior a 8 meses (Are and Shaba, 2006).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histolégicos
destas malignidades. Em relagcédo a expressao de receptores canabinddes, temos
que as células KiMol e os tumores de ratos marcados com estas células
expressam os receptores CB1. A expressdo desses receptores também esta
presente nas células TK-6 e nos ratos marcados com as células MPTK-6.
Mecanismos celulares e moleculares foram descritos para os efeitos dos

canabinodides nas células tumorais de tiredide, conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

O analogo estavel da AEA, Met-F-AEA, foi bastante estudado nas células
tumorais da tiredide dependente do oncogene ras. Nos estudos incluidos nesta
revisdo, foi mostrado que este canabindide ndo é capaz de induzir morte
apoptotica nestas células. O mecanismo de sequestro do ciclo celular, por outro
lado, foi descrito em um estudo (Bifulco et al., 2001) e sugerido em outro (Portella
et al., 2003). Os receptores CB1, por sua vez, parecem estar presentes como

mediadores nos efeitos anti-cancer nestes modelos tumorais.
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Em estudo in vitro com duracéo de 24 hs, Bifulco (2001) mostrou que a Met-
F-AEA (10 pM) inibiu significativamente a proliferacdo das células KiMol através
de sequestro do ciclo celular na fase G0O/G1. A morte celular tumoral, por sua vez,
nao ocorreu por apoptose nem por necrose. Ja no estudo realizado in vivo, em
que a administragdo peritumoral da Met-F-AEA (0.5 mg/kg/dose) foi iniciada dois
dias apos a inoculacao subcutanea de células KiMol em ratos, foi observado que a
mesma induziu a uma redugéo significante do peso tumoral em relagdo aos ratos
do grupo controle (Bifulco et al., 2001). Salienta-se que os receptores CB1
mediaram os efeitos da Met-F-AEA in vitro e in vivo e que a agao da Met-F-AEA foi
acompanhada por uma potente supra-regulacdo do mRNA deste receptor (Bifulco
et al., 2001). Por outro lado, as células ndo transformadas da tiredide exibiram
menor expressdo de receptores CB1 quando tratadas com este canabindide
(Bifulco et al., 2001). Especula-se que este fenbmeno deva contribuir para os
papéis supressores de tumor (Bifulco et al.,, 2001) propostos para os
endocanabindides em outros estudos (Guzman et al., 2001a; De Petrocellis et al.,
1998; Bisogno et al., 1998), levando as células cancerigenas a responderem de
forma mais eficaz aos efeitos antiproliferativos dos agonistas CB1.

Bifulco, em outro estudo (Bifulco et al., 2004), avaliou ndo apenas a Met-F-
AEA, mas também outro analogo estavel da AEA, arvanil, assim como o
endocanabindide 2-AG (todos com IC50 abaixo de 10 pM) nas células KiMol.
Nesta pesquisa, verificou que todos estes compostos inibiram a proliferagado das
células KiMol de forma concentracdo-dependente. Assim como previamente
mostrado para as agdes da Met-F-AEA nestas células (Bifulco et al.,, 2001), a
morte celular tumoral n&o ocorreu por mecanismo apoptotico e este efeito foi
observado pela agdo de todos os canabindides testados. Adicionalmente, este
autor pesquisou a influéncia do VDM-11 (inibidor da captagdo celular dos
endocanabindides) e do AA-5-HT (inibidor da hidrdlise dos endocanabindides)
nestas células e mostrou que os mesmos imitaram os efeitos dos canabindides
sob as mesmas concentracdes. Neste estudo, a Met-F-AEA teve seus efeitos in
vitro mediados pelo receptor CB1 (Bifulco et al., 2004). No entanto, o antagonista

do receptor CB1 (SR141716) inibiu apenas um pouco os efeitos antiproliferativos
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do 2-AG, AA-5-TH e do arvanil, o que sugere que estes compostos agiram através
de outros mecanismos que n&o foram os dos receptores canabindides (Bifulco et
al., 2004). (vide abaixo). Foi verificado, adicionalmente, que todos os compostos
pesquisados apresentaram evidéncia antitumoral in vivo, reduzindo
significantemente o crescimento e o volume dos tumores ao final do estudo
(Bifulco et al., 2004). Destaca-se que o VDM-11 foi mais eficaz que o AA-5-HT no
efeito inibitério do crescimento tumoral e que ambos ndo provocaram efeitos
toxicos nos animais utilizados nos experimentos (Bifulco et al., 2004). Neste
estudo in vivo, a administracdo peritumoral dos compostos pesquisados foi
iniciada junto com a inoculagédo subcutanea de células KiMol nos ratos (Bifulco et
al., 2004).

Portella (2003), por sua vez, também utilizando o canabindide Met-F-AEA,
descreveu que o0 mesmo, em concentracdes de 10 uM, inibiu a proliferacdo das
células TK-6 e das células MPTK-6 (metastaticas de pulmao). Estas ultimas, por
sua vez, foram inibidas de forma mais eficaz que as primeiras.
Concomitantemente a esta inibigdo, foi observada uma marcante supra-regulagao
nos niveis dos receptores CB1, bem como uma potente infra-regulagéo nos niveis
dos receptores VEGF (verificada in vitro e in vivo; efeitos mediados pelo CB1).
Estes efeitos também ocorreram de forma mais eficaz nas células metastéaticas
que nas células tumorais primarias da tireéide (dados n&do mostrados), em
experimento realizado durante 4 dias (Portella et al., 2003). Assim, provavelmente
através dos efeitos diferenciais na expressao dos receptores CB1, a Met-F-AEA
parece apresentar poténcia antiproliferativa mais eficaz nas células de tiredide de
ratos quanto mais estas células se tornam malignas e invasivas (Portella et al.,
2003).

Portella (2003) também pesquisou os efeitos da Met-F-AEA in vivo, em
ratos com tumores marcados com células KiMol. No entanto, diferente dos outros
estudos (Bifulco et al., 2001; Bifulco et al., 2004), o tratamento com este
canabindide foi iniciado 20 dias apds a inoculagcado subcutanea destas células nos
ratos, quando os tumores ja estavam estabelecidos e crescendo. Este

experimento verificou que a Met-F-AEA, pela mediacdo dos receptores CB1,
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também induziu a uma significativa redugdo do volume tumoral nestes ratos em
relacdo aos ratos do grupo controle, indicando que drogas baseadas em AEA
podem ser terapeuticamente eficazes na inibicdo do crescimento de tumores
originados destas células tumorais (Portella et al., 2003). Salienta-se que as agdes
da Met-F-AEA in vivo foram exercidas com doses de 0.5 mg/kg (Portella et al.,
2003). Estas doses sédo 10 vezes menores que as mostradas em outros estudos
como sendo necessaria para provocar efeitos téxicos em ratos, como diminui¢cao
dos comportamentos motores e nocicepgdo (Adams et al., 1995). Os achados
deste estudo e dos de Bifulco (2001; 2004) indicam, portanto, que dois
componentes do sistema enddgeno canabindide, os endocanabindides e os
receptores canabindides CB1, representam alvos potencialmente uteis para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos com o objetivo de controlar o
crescimento tumoral dependente do oncogene ras, como € o caso das células
KiMol (Bifulco et al., 2001; Portella et al., 2003), TK-6 e MPTK-6 (Portella et al.,
2003).

Salienta-se que o fitocanabinéide CBD, bem como o CBD associado aos
extratos de cannabis, também apresentaram evidéncias antitumorais in vivo em
ratos com tumores marcados com células KiMol. Ligresti (2006) relatou que estes
compostos analisados induziramu a uma diminui¢gdo significante dos tumores
destes ratos em relagdo aos tumores de ratos do grupo controle (ver ‘tabela de
estudo incluidos’, se¢ao ‘tumores de mama’).

Shi (2008), por sua vez, pesquisou a influéncia da superexpressao do
receptores CB2 nas células do carcinoma anaplastico de tiredide (ARO). Ao
analisar o perfil de expressdo dos genes nas células ARO e ARO/IL-12 (células
ARO modificadas geneticamente com inclusdo de interleucina-12), foi verificado
que o gene CB2, dentre 3757 genes, foi altamente expresso, sendo esta
expressao 8 vezes maior nas células ARO/IL-12 que nas células ARO (Shi et al.,
2008). Desta forma, este autor mostrou, pela primeira vez, que a expressao do
receptor CB2 ¢é induzida como consequéncia da expressao de interleucina-12 nas
linhas de células ARO. Pesquisando os efeitos dos canabinoides WIN 55,212-2 (2,
20 yM) e JWH-133 (1, 5 uyM) nestas células, verificou que as células ARO/IL-12
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(ARO/CB2) foram mais susceptiveis a apoptose induzida pelos canabindides em
comparagdo com as ceélulas ARO (Shi et al.,, 2008). Experimentos in vivo
mostraram, adicionalmente, que o JWH-133 (50 pg/ml) induziu a uma diminuigéo
significativa dos tumores de ratos marcados com células ARO/CB2 em relagao
aos tumores de ratos marcados com as células ARO. Esta superexpressao do
CB2, portanto, faz com que as células ARO/IL-12 se tornem mais susceptiveis a
apoptose e a regressao de seus tumores pela mediagao do agonista CB2. Estas
células também se mostraram mais susceptiveis a apoptose in vitro induzida pelo
quimioterapico paclitaxel em comparagao com as células ARO (Shi et al., 2008). A
descoberta da superexpressao de CB2 induzida pelo IL-12 nas células de cancer
de tiredide deve oferecer um novo alvo para o tratamento do cancer anaplastico

de tireodide.

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Bifulco (2004) estudou a possibilidade dos endocanabindides poderem inibir
o crescimento celular tumoral também através de mecanismos que n&o sejam os
mediados pelos receptores canabindides. Esta hipotese foi baseada em estudos
prévios em que os niveis de canabindides sdo aumentados em alguns tumores
(Ligresti et al., 2003; Pagotto et al., 2001; Schmid et al., 2002), e que exercem um
efeito tonico inibidor da proliferacdo das células cancerigenas (Ligresti et al.,
2003). Assim, substancias que inibem a degradagcédo dos endocanabindides
poderiam ser capazes de inibir o crescimento tumoral in vivo.

Em seu estudo, mostrou que o VDM-11 (inibidor da captagcado celular dos
endocanabinodides) e o AA-5-HT (inibidor da hidrdlise dos endocanabindides), que
quase nao possuem afinidade pelos receptores canabindides, inibiram o
crescimento tumoral in vivo de forma tdo eficaz quanto os agonistas dos
receptores canabinodides (Bifulco et al., 2004). Também mostrou que estes

compostos obtiveram seus efeitos pelo aumento dos niveis dos endocanabindides
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nos tumores, verificado nos tumores excisionados de ratos tratados com estes
compostos (Bifulco et al., 2004).

O AA-5-HT induziu a uma significante elevagéo da concentragdo de ambos
AEA e 2-AG, enquanto o VDM-11 aumentou apenas os niveis de 2-AG (Bifulco et
al., 2004). Estes achados, associados as diferengas nas eficacias antitumorais do
VDM-11 e do AA-5-HT, provavelmente devidas as suas respectivas diferencas nas
propriedades farmacocinéticas, sugerem a possibilidade de que a elevagao dos
niveis endogenos de 2-AG poderia ser suficiente, por si s6, em inibir o crescimento
tumoral in vivo pelo seu “mecanismo interno”, pois este composto € 150 a 300
vezes mais abundante que a AEA (Bifulco et al., 2004).

Diferente dos agonistas CB1, que atuam nos tecidos que expressam
funcionalidade destes receptores, o uso destes compostos deve ser considerado
mais especifico, pois atuam somente nos tecidos que expressam canabindides
endogenos que, por sua vez, contribuem, de forma tbénica, no exercicio de agdes
protetivas nos tumores (Bifulco et al., 2004).

A possibilidade do uso de substancias que inibem a degradagdo e/ou a
captacgéao celular dos endocanabindides, abriria uma nova abordagem para drogas
antitumorais que poderiam evitar, ou pelo menos limitar, os possiveis efeitos
colaterais psicotropicos e imunosupressivos tipicos dos agonistas “diretos” dos
receptores canabinoides (Bifulco and Di Marzo, 2002; Guzman, 2003). Estas
substancias levariam a ativacdo dos receptores canabindides preferencialmente
onde ocorre a sintese e degradacao dos endocanabindides, por ex., nos sitios do
crescimento tumoral (Bifulco et al., 2004).

Ao pesquisar as ceélulas KiMol e os tumores oriundos da inoculagdo destas
células em ratos, Bifulco (2001) mostrou que os efeitos antiproliferativos e
antitumorais da Met-F-AEA (10 uM) foi acompanhado de marcante diminui¢gdo da
atividade da p21ras. Utilizando a mesma amostra, Portella (2003) confirmou estes
efeitos para este canabindide seguidos de indugéo de uma diminuigao significativa
da atividade da p21ras e de um aumento, de forma significante, dos niveis da

p27KIP1 nas células KiMol in vitro e in vivo.
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A p27KIP1, que comanda (inibe) a atividade da quinase dependente de
ciclina-2 durante a transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular, quando
superexpressa, pode bloquear a progressao do ciclo celular na fase G1, inibindo a
proliferagcao celular (Portella et al., 2003; Sarfaraz et al., 2006). Nestas condi¢des
aumentadas, também inibe a migragdo da célula endotelial, influenciando na
inibicdo da angiogénese (Goukassian et al., 2001). E importante destacar que esta
proteina esta sob o controle negativo do oncogene ras na proliferagédo de células

de tiredide epiteliais humanas (Jones et al., 2000).

MECANISMO ANTI-ANGIOGENICO

A maior énfase funcional dos oncogenes, como os mutantes ras, como
contribuidores do desenvolvimento tumoral, tem sido em seu impacto na formagao
do tumor, e crescimento dos mesmos, através de mecanismos indiretos como a
angiogénese tumoral (Rak et al., 2000). Desta forma, mutagdes oncogénicas ou
amplificacdo de ras sdo associadas com a supra-regulacdo do fator pré-
angiogénico VEGF, cuja expressao aumentada, por sua vez, € associada com a
supra-regulagdo de um grande numero de tipos tumorais humanos ou com
eventos de transformacéo celular (Rak et al., 2000; Viglietto et al., 1995; Wang et
al., 1998; Miyagi et al., 2001; Hetian et al., 2002).

A Met-F-AEA, através da ativagao do receptor CB1, foi capaz de bloquear a
atividade da p21ras, com consequente redu¢cdo marcante dos niveis de expressao
do VEGF, bem como dos niveis de expressao do VEGFR1 (Portella et al., 2003),
um dos dois receptores que tem papel crucial na medigdo da neoangiogénese e
da proliferagéo endotelial (Fusco et al., 1982; Viglietto et al., 1995; Viglietto et al.,
1997; Belletti et al., 1999; Rak et al.,, 2000; Pisanti et al., 2007). Esta infra-
regulacao dos niveis VEGF e VEGFR1 foram observadas nos tumores KiMol, (in
Vivo), e também nas células KiMol, TK-6 e MPTK-6 (in vitro) (Portella et al., 2003).

O papel do receptor CB1 nos efeitos antiangiogénicos da Met-F-AEA

também foi demonstrado por Pisanti (2007) nas células endoteliais de aorta de
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porco (PAE) e nas células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) in vitro.
Em estudo com duragédo de 24 hs, este autor mostrou que Met-F-AEA (5-20 uM)
apresentou efeito inibitério da proliferagao das mesmas, induzida pelo bFGF (fator
de crescimento fibroblastico basico). Este estudo verificou que a Met-F-AEA (10
MM) nao alterou a distribuicdo de células nas fases do ciclo celular, sendo
descartado o mecanismo de sequestro do ciclo celular. Por outro lado, foi
observada apoptose das células endoteliais, sendo este efeito mediado
parcialmente pelo receptor CB1. Pesquisando o0s mecanismos moleculares
subjacentes a apoptose das células endoteliais induzida por este canabindide, foi
relatado que o mesmo induziu a uma ativagéo da p38 MAPK e da NFkB (Pisanti et
al., 2007), modulando, desta forma, alguns fatores de sobrevivéncia. No entanto,
apenas a ativacao da p38 MAPK mediou os efeitos da Met-F-AEA, pela verificagao
de que somente o seu inibidor especifico atenuou os efeitos deste canabindide
(Pisanti et al., 2007).

Este estudo também realizou experimentos para testar a poténcia inibitoria
da Met-F-AEA na diferenciacdo das células endoteliais em estruturas tubulares,
que é considerada uma fungdo crucial das células endoteliais no processo de
angiogénese. Utilizando as células endotelias PAE como amostra, em ensaio para
formagao de tubo bidimensional in vitro, foi verificada que a Met-F-AEA (10 pM)
diminuiu significativamente a formagao de redes capilares, induzidas pelo bFGF,
através de significante redugdo do numero de intersecgbes de estruturas
tubulares, em estudo com duragcdo de 6 hs. Outro experimento, utilizando como
amostra as HUVECs in vitro, verificou que a Met-F-AEA (10 pM) diminuiu
significativamente a atividade MMP-2 pela mediagao do receptor CB1, em estudo
com duragao de 24 hs. A MMP-2 tem um papel importante na remodelacéo da
matriz e na formagao de novos vasos durante a angiogénese (Bussolino et al.,
1997; Davis and Senger, 2005).

Pisanti (2007) pesquisou adicionalmente os efeitos da Met-F-AEA nas
células tumorais KiMol em ensaios bidimensionais in vitro. Neste experimento,
mostrou que a Met-F-AEA foi efetiva em inibir o processo de renovacédo da

angiogénese, induzindo uma forte redugdo do numero de novos vasos e também
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no tamanho médio dos mesmos. Ensaios tridimensionais, utilizando como amostra
as células KiMol e as PAE mostraram estes mesmos efeitos. Este estudo relatou,
adicionalmente, que a Met-F-AEA inibiu a atividade angiogénica in vivo, induzindo
uma redugado de 2.8 vezes no numero de novos vasos sanguineos formados,
comparados ao controle (modelo de ensaio de membrana ‘chick’ corioalantéicas
(CAM)) (Pisanti at al., 2007). Desta forma, este estudo mostrou, em varios
ensaios, as agdes antiangiogénicas induzidas pela Met-F-AEA. Associada as suas
acgdes inibidoras do crescimento das células tumorais da tierdide, mostra-se como
um composto promissor para o tratamento dessas malignidades.

E sabido que multiplos mecanismos estdo envolvidos na proliferagdo das
células tumorais e que terapias combinadas sao geralmente mais efetivas que a
administracdo de uma unica droga. As substancias canabimiméticas podem ser
um alvo potencial nha complementagao terapéutica de outros agentes antitumorais

que afetam ou n&o os mecanismos mediados pela K-ras.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NO CANCER DO PULMAO

Os canceres de pulmao sdo a maior causa de mortes por cancer no mundo
A alta proporcao de casos fatais observados nestes tipos de tumores é atribuida a
baixa resposta as terapias atuais e a natureza bioldgica agressiva da doencga
(Preet et al., 2008). Esta revisao incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos
histolégicos destas malignidades. Os receptores CB1 e CB2 foram identificados
nas células A549 e SW-1573. Mecanismos celulares e moleculares foram
descritos para os efeitos dos canabindides nas células tumorais de pulméo,

conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES

Munson (1975) foi o primeiro pesquisador a descrever os efeitos
antitumorais dos canabindides. Utilizando células do adenocarcinoma Lewis de
pulmao mostrou, em estudo in vivo, que os canabindides delta-9-THC (25-100
mg/kg), delta-8-THC (50-400 mg/kg) e canabinol (100 mg/kg) inibiram o
crescimento dos tumores de ratos marcados com estas células tumorais (Munson
et al., 1975). O canabidiol, por outro lado, induziu a uma aumento do crescimento
tumoral (Munson et al., 1975). Em relacdo aos efeitos dos canabindides na
sobrevida dos ratos, este autor descreveu que o delta-8-THC apresentou maior
poténcia neste efeito em relagdo aos outros compostos. O delta-9-THC, por sua
vez, também aumentou a sobrevida dos ratos, porém apenas em sua dosagem
maxima (400 mg/kg), que seria considerada toxica para o ser humano (Munson et
al., 1975). Neste estudo, também foi observado efeito de tolerancia, pois dias apds
o término do tratamento foi verificado que os tumores dos ratos tratados com os
canabindides voltaram a crescer em patamares proximos aos dos tumores dos

ratos do grupo controle (Munson et al., 1975).
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Sarafian (2002a) descreveu, por sua vez, em estudo in vitro com duragao
de 24 hs, que o delta-9-THC (0-15 pg/ml) diminuiu a viabilidade das células
tumorais A549, de forma concentragao-dependente a partir de 5 ug/ml, e de forma
significante a partir de 12.5 ug/ml. Adicionalmente, verificou que este canabindide
induziu a uma diminuicao da reserva energética (ATP) destas células de forma
concentragdao-dependente (de forma significante a partr de 5 pg/ml de
concentragao) (Sarafian et al., 2002). Este evento ocorreu precocemente, a partir
de 1 h de exposigcédo ao delta-9-THC, e levou a uma diminuigdo do potencial da
membrana mitocondrial (Sarafian et al., 2002).

Este mesmo autor, em outro estudo (Sarafian et al., 2002b), investigou a
influéncia do estresse oxidativo na toxicidade induzida pelo delta-9-THC nas
células tumorais A549. Neste estudo, mostrou que o delta-9-THC (IC50 = 16-18
MM/ml) induziu morte dessas células por mecanismo necrético (Sarafian et al.,
2002b). Adicionalmente, mostrou que o mesmo (10 upg/ml) ndo teve efeito na
geracao de ROS nas células A549, diferente do que foi verificado em experimento,
neste estudo, com a droga estimulante de apetite, BHA (50 e 100 uM) (Sarafian et
al., 2002b). Por outro lado, descreveu que o tratamento conjunto de ambas as
drogas pesquisadas neste estudo aumentou em aproximadamente 30% a morte
necrotica dessas células (Sarafian et al., 2002b). No entanto, o efeito na geragao
de ROS, pelo BHA, nao foi aumentado pelo co-tratamento com este canabindide
(Sarafian et al., 2002b). Desta forma, mostrou que o sinergismo na toxicidade
descrito acima nao ocorreu pelo mecanismo de estresse oxidativo. Por outro lado,
descreveu que o delta-9-THC induziu citotoxicidade através da diminuicdo da
reserva energética dessas células e que este efeito foi sinérgico com o co-
tratamento com BHA (Sarafian et al., 2002b).

Athanasiou (2007), por sua vez, pesquisando as células H460 (cancer de
pulmdo que ndo sao de pequenas células), mostrou que os canabindides AEA,
delta-9-THC e HU-210 (todos com 100 pM) induziram a mudang¢as morfologicas
caracteristicas de apoptose nestas células, apds tratamento por 2 horas.
Adicionalmente, descreveu que estes efeitos foram diretamente relacionados a

modulagdo da fungdo mitocondrial. Isso foi verificado pela observacdo, em
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experimentos com mitocdndrias de coragao de ratos, de que estes canabindides
(0-20 pM) induziram a uma diminuigdo do potencial da membrana mitocondrial e a
uma diminuigdo do consumo do oxigénio mitocondrial (Athanasiou et al., 2007).
Em concentragcdes de 0-100 uM, os mesmos causaram mudancgas bifasicas na
atividade do complexo mitocondrial | e Il-lll (Athanasiou et al., 2007).

A verificagcdo do aumento da atividade do complexo |, induzido por baixas
concentragdes dos canabindides deve-se a mudancas do fluido da membrana
(Patel and Katyare, 2006). Isso sugere que o0s canabindides possam ser
moduladores fisioldgicos/patolégicos da fungdo mitocondrial (Athanasiou et al.,
2007). Mudangas bifasicas, concentragdo-dependentes, na atividade da ATPase e
no inchago mitocondrial sdo sugestivos de ocorréncia de interagao do delta-9-THC
com receptores fosfolipidicos da proteina na membrana mitocondrial (Bino et al.,
1972). Outro estudo, utilizando mitocéndrias vivas, mostrou que o delta-9-THC
causou inchago mitocondrial e liberagdo de enzimas da matriz, sugerindo que o
mesmo obteve seus efeitos pela desestabilizagdo da cardiolipina, um fosfolipidio
mitocondrial (Mahoney and Harris, 1972). Qualquer interagédo entre canabindides e
cardiolipina é considerada potencialmente importante, pois a modulagdo do estado
de oxidagao do citocromo ¢ pode causar a sua liberacdo da membrana interna da
cardiolipina para o espaco intermembrana, assim sensibilizando as concentracdes
livres de citocromo c, o que favorece a apoptose mitocondrial (Ott et al., 2007).

Preet (2008), por sua vez, ampliou as bases do conhecimento sobre os
mecanismos de acgado subjacentes aos efeitos antitumorais do delta-9-THC no
cancer de pulmdo. Pesquisando as células tumorais A549 e SW-1543
(adenocarcinomas de pulmao que nao sao de pequenas células), mostrou que o
delta-9-THC (1-20 uM) n&o teve efeito significante na viabilidade celular em estudo
com duragao de 24 hs (Preet et al., 2008). No entanto, induziu apoptose e inibiu a
proliferagcao celular em tratamento por 72 hs (dados ndo mostrados) (Preet et al.,
2008).

A maioria das células tumorais do adenocarcinoma de pulmao (n&do de
pequenas células) superexpressam o receptor do fator de crescimento epitelial

(EGFR) (Preet et al., 2008), o qual tem sido correlacionado a prognoéstico pobre e
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resisténcia a quimioterapia (Yarden, 2001). Preet (2008) mostrou, pela primeira
vez, que o delta-9-THC (10 pM) diminuiu os efeitos na migracéo e na invasao,
induzidos pelo EGF, das linhas de células A549 e SW-1543 in vitro.
Adicionalmente, verificou que este canabindide inibiu o crescimento do cancer de
pulmdo e as metastases in vivo, em modelos de camundongos marcados com
células A549 (Preet et al., 2008).

Ao descrever os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos do delta-
9-THC, este autor mostrou que este canabindide ndo modulou a expressao ou a
fosforilagdo do EGFR (Preet et al., 2008), diferente do descrito por Hart (2004).
Por outro lado, aumentou a fosforilagdo da FAK no residuo da tirosina 397 (Preet
et al., 2008). Embora o aumento da fosforilagdo da FAK tenha sido associado com
a migragao celular (Preet et al., 2008), o aumento da fosforilagdo da tirosina FAK
junto as fosfatases da proteina tirosina geneticamente inativa mostraram, por outro
lado, que reduzem o potencial migratorio da células (Lu et al., 2001; McLean et al.,
2005).

Este estudo também mostrou uma reducao das fosforilagbes das ERK1/2,
JNK1/2 e AKT, induzidas pelo EGF, em células tratadas com o delta-9-THC (Preet
et al., 2008). A ativacao das quinases MAPKs (ERK1/2 e JNK1/2), mediada pelo
EGFR, foi previamente relatada como reguladora da migracdo e da invaséao
celulares mediadas pelo EGF (Ulrich et al., 1990; Hauck et al., 2001; Yarden,
2001). Uma correlagéo entre a redugéo da ativagao da ERK/JNK e a inibi¢do da
migragéo celular, estimulado por fator de crescimento, também foi mostrada em
experimentos com inibidores e com inativagcdo genética da ERK1/2 e JNK1/2
(Yujiri et al., 2000; Yarden, 2001).

Os achados in vivo, por sua vez, adicionalmente confirmaram as
propriedades antitumorais e antimetastaticas do delta-9-THC nas células tumorais
A549. A redugdo da angiogénese (verificada pelo imunoensaio CD31) e da
proliferacao (verificada pelo imunoensaio Ki67), bem como os achados da
fosforilacdo da FAK e da diminuigdo das fosforilagbes das ERK1/2 e AKT nos
tumores tratados com este canabindide, devem ser sido responsaveis pela

redugdo do crescimento tumoral (Preet et al.,, 2008). Desta forma, as agbes do
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delta-9-THC foram evidenciadas in vitro e in vivo em tumores pulmonares que
superexpressam o receptor do fator de crescimento epitelial.

Ramer (2008) e Eichele (2009) também relataram propriedades
antitumorais dos canabinddes nas células tumorais A549 in vitro. Eichele (2009)
descreveu que a meAEA induziu apoptose destas células pela mediacdo da
ativacdo da COX-2 e do PPARy. Ramer (2008), por sua vez, descreveu que a
meAEA e o delta-9-THC apresentaram atividade inibitoria da invasividade destas
células pela mediagdo do aumento da TIMP-1. Descrigcdes aprofundadas destes
mecanismos podem ser vistos na se¢ao ‘canabindides e tumores do cérvix uterino’

desta revisao sistematica.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NAS LEUCEMIAS E LINFOMAS

As leucemias sao consideradas a 12° doenca neoplasica mais comum
(Colin D et al., 2001). No entanto, a leucemia linfocitica aguda, particularmente, é
considerada a maior causa de cancer em criangas de 0-14 anos de idade (Ries et
al., 2008). Os linfomas sao a neoplasia hematolégica mais comum nos Estados
Unidos, sendo que os linfomas n&o-Hodgkin correspondem a 90% destes
canceres (Jemal et al., 2008). Além disso, o linfoma n&o-Hodgkin é a quinta
neoplasia maligna mais comum em ambos os sexos nos EUA, sendo a nona
causa de morte por cancer entre homens e a sexta entre mulheres (Jemal et al.,
2008).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histolégicos
destas malignidades. Em relagao a expressao de receptores canabinddes, temos
que as ceélulas tumorais leucémicas de camundongo murino (EL-4, LSA, P815)
expressam CB1 e CB2 (McKallip et al., 2002). Ja as células tumorais humanas
leucémicas e de linfomas (Jurkat, Molt-4, Sup-T1) expressam altas quantidades de
CB2, mas nao de CB1. As linhas de células tumorais CEM e HEL-92 expressam
altos niveis desses receptores, enquanto que nas células HL60 os niveis foram
baixos. As células primarias do linfoma (MCL, CLL, BL) expressam os receptores
CB1 e CB2 (Flygare et al., 2005; Gustafsson et al., 2006; Gustafsson et al., 2008;
Ek et al.,, 2002; Islam et al., 2003), bem como as ceélulas DAUDI do linfoma
(Macarrone et al., 2000). Ja as linhas de células U937 do linfoma ndo expressam
os receptores canabinoides (Macarrone et al., 2000; Gustafsson et al., 2006).
Mecanismos celulares e moleculares foram descritos para os efeitos dos

canabinodides nas leucemias e nos linfomas, conforme mencionados a seguir.
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MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Os diferentes canabindides pesquisados exerceram, nas direrentes linhas
de células tumorais linfoblasticas, diminuicao da viabilidade celular e inducédo de
apoptose como mecanismo celular. Estes efeitos foram mediados, na maioria
estudos, pelos receptores canabindides. Em algumas linhas de células, a
apoptose foi mediada ndo somente pelos receptores CB2, conhecidos por serem
expressos em altas quantidades no sistema imune, mas também pelos receptores
CB1 e VR1.

LINFOMAS

Macarrone (2000) foi o primeiro pesquisador a descrever a agao apoptética
dos canabindides nas células dos linfomas. Utilizando o endocanabindide AEA
(0.25-1 yM), mostrou que o mesmo induziu apoptose nas células do linfoma U937,
de forma concentragdo-dependente, pela mediacdo dos receptores vanildides
(VR1) (o antagonista do receptor vanildide, capsazepina, inibiu a apoptose
induzida pela AEA). Também descreveu que estes receptores mediaram a
apoptose das células DAUDI dos linfomas, concordante com o estudo posterior
realizado por Bari (2006a). Os receptores canabindides, expressos nas células
DAUDI, ndo s6 nado mediaram os efeitos apoptéticos das mesmas, como
exerceram efeito sinérgico a AEA, aumentando a indugao de apoptose (Macarrone
et al., 2000; Bari et al., 2006a). Por outro lado, os endocanabindides 2-AG, LEA,
OEA e PEA nao foram capazes de induzir morte celular programada nas células
U937 e DAUDI (Macarrone et al., 2000). O fato destes endocanabindides néao
ativarem os receptores vanildides (Zygmunt et al., 1999) ou possuirem uma
poténcia menor em relagcao a AEA (Smart et al., 2000) poderia justificar a auséncia
de apoptose verificada nestas células.

Os efeitos antiproliferativos dos canabindides também foram pesquisados
nas células B do linfoma n&o-Hodgkin (Rec-1, L144, L102). Flygare (2005)
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mostrou que o endocanabindide AEA (5 pM) e o canabindide sintético WIN
55,212-2 (5 uM) induziram a diminuicdo da viabilidade celular, supressdo do
crescimento e morte celular por apoptose nas células do MCL (‘mantle cell
lymphoma’), sendo estes efeitos mais proeminentes em culturas com baixas
concentragdes de soro (Flygare et al., 2005). Estes efeitos foram mediados pelos
receptores CB1. No entanto, foi verificado que o antagonista do receptor CB1
(SR141716) antagonizou os efeitos apoptéticos da AEA apenas em pequenas
concentragdes (0.5 pM). J& em concentragdes de 5 uM, o SR141716 apresentou
efeito sinérgico a AEA na inducdo de apoptose. E, mesmo isoladamente, induziu
apoptose das células L144 e L102, obtidas de bidpsias de dois pacientes com
MCL, a partir de 1 uM de concentragao (Flygare et al., 2005). Morte celular
potencializada, pela pré-incubagdo da AEA com estes antagonistas, ja foi relatada
em outros estudos (Macarrone et al., 2000). O SR141716 tem mostrado agir, em
adicao aos seus efeitos antagonistas, como agonistas inversos para os receptores
CB1 (Pertwee, 2005; Sarnataro et al., 2006).

Gustafsson (2006), por sua vez, mostrou que o analogo estavel da AEA
(meAEA, 10 yM) também induziu morte celular apoptotica nas células do MCL
(Rec-1, Jeko, JVM-2, L718, L1547, L1676). Porém, diferente do que ocorreu com
a AEA, este efeito foi mediado pelos receptores CB1 e também pelos receptores
CB2. Estas agdes foram imitadas pelo canabindide sintético WIN $5,212-2 (10 uM)
(Gustafsson et al., 2006).

Em outro estudo (Gustafsson et al., 2008), a meAEA teve seus efeitos
antiproliferativos pesquisados n&do apenas nas células MCL, mas também em
outras linhas de células do linfoma n&o-Hodgkin de células B (CLL, BL). Em
concentragdes de 10 pM, foi confirmada a morte celular induzida por este
canabindide nas células do MCL, sendo este efeito observado também nas células
CLL. No entanto, as linhas de células BL (que expressam baixos niveis de CB2) e
as linhas de células do plasma (usadas com controle) (SL-MM-2, que expressam
baixos niveis de CB1), ndo sofreram morte celular pela acdo da meAEA
(Gustafsson et al., 2008). Adicionalmente, em seu estudo realizado in vivo,

Gustafsson (2008) mostrou que meAEA induziu a uma diminui¢ao significante do
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crescimento dos tumores em ratos marcados com células JEKO-1 (MCL) em
relacdo ao controle (Gustafsson et al., 2008). Estes tumores apresentaram 25% de
redugdo no indice mitético, mas nao houve diferenga significante na apoptose
(dados nao mostrados), sugerindo um possivel efeito mediado pela regulagdo do

ciclo celular (Gustafsson et al., 2008).

LEUCEMIAS

Rowley (1990) foi o primeiro pesquisador a descrever os efeitos
antiproliferativos das células leucémicas pela acdo dos canabindides. Utilizando
como amostra as células tumorais ML2, K562 e HL60, mostrou que o
fitocanabindide delta-9-THC exerceu efeitos antiproliferativos nas mesmas em
estudo realizado por 6 dias.

As células leucémicas humanas HL60, bem como as células CEM e HEL-
92, também foram utilizadas como amostra para a verificagcdo das ag¢des deste
canabindide em outro estudo (Powles et al., 2005). Em experimento realizado por
48 hs, o delta-9-THC (0-100 uM) induziu a uma diminuicdo da viabilidade celular
das mesmas (de forma concentragdo-dependente), bem como induziu apoptose
em diferentes graus dependendo do tipo celular (Powles et al., 2005). Mecanismo
de sequestro do ciclo celular (fase G1) também foi verificado em associagao aos
eventos mencionados, sendo que estes efeitos foram detectados nas primeiras
horas de exposi¢céo destas células ao delta-9-THC (Powles et al., 2005). Estas trés
linhas de células tumorais apresentaram niveis variados de receptores
canabindides. Enquanto as células CEM e HEL-92 expressaram altos niveis
desses receptores, os mesmos foram expressos em baixos niveis nas células
HL60 (Powles et al., 2005). No entanto, foi verificado que o delta-9-THC exerceu
seus efeitos antiproliferativos sem a mediag¢ao dos receptores canabindides nestas
células, pois os antagonistas CB1 e CB2 (isoladamente ou concomitantemente)
nao inibiram o efeito citotéxico do mesmo (Powles et al., 2005). De forma

interessante, foi observado que as células HL60 foi a linha de células mais
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sensivel as acgdes antiproliferativas do delta-9-THC (Powles et al., 2005). O
canabindéide PEA (1-100 uM), por outro lado, ndo apresentou efeito citotdxico
significante nestas linhas de células, bem como ndo antagonizou nem interferiu
nos efeitos citotoxicos do delta-9-THC (Powles et al., 2005).

As células HL60 também foram pesquisadas em relagcdo aos efeitos
antitumorais do fitocanabindide CBD e de seu homodlogo sintético (CBD-DMH),
tendo sido verificada a ocorréncia de morte celular apoptética nestas células pela
acdo de ambos os canabindides (Gallily et al., 2003). Este autor também
pesquisou a agéo da irradiagao gama (800 cGy) nestas células, tendo observado o
mesmo efeito celular descrito acima. Adicionalmente, mostrou que o tratamento
combinado dessa irradiagdo com o CBD (8 pyg/ml) ou o CBD-DMH (15 pg/ml)
induziu efeito sinérgico na morte apoptética das células HL60 (Gallily et al., 2003).
Por outro lado, as células humanas normais (mondcitos), usadas como controle,
nao sofreram apoptose quando expostas a esses tratamentos (Gallily et al., 2003),
mostrando seletividade da agao antitumoral.

McKallip (2002), por sua vez, pesquisou as linhas de células leucémicas
que expressam essencialmente os receptores canabindides CB2 (Jurkat, Molt-4,
Sup-T1). Nestas células, mostrou que o fitocanabindide delta-9-THC (2.5-10 yM),
0 endocanabinoide AEA (5-40 uM) e o canabinodide sintético HU-210 (2.5-10 uM)
exerceram mecanismo de morte celular apoptoética através da mediacdo dos
receptores CB2, verificado em experimento com duragao de 4 hs. O canabindide
sintético JWH-015 (1-20 uM) (McKallip et al., 2002) e o fitocanabinéide CBD (2.5,
5 uM) (McKallip et al., 2006) imitaram estes efeitos nas células Jurkat e Molt-4 em
experimento com duracdo de 24 hs. Desta forma, este autor mostrou a
importancia da ativagao dos receptores CB2 na acao antitumoral dos canabindides
nestas células. Salienta-se, no entanto, particularmente em relacido as células
Jurkat, que mecanismos apoptéticos induzidos por canabindides foram verificados
em outros estudos ndo somente pela mediagdo do receptor CB2 (Herrera et al.,
2005; Mckallip et al., 2006; Herrera et al., 2006), mas também pela mediacao de
ambos os receptores CB1 e CB2 (Jia et al.,, 2006). Por outro lado, o arvanil

(agonista CB1/VR1, analogo estavel da AEA, 25 pM) induziu apoptose nestas
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células através de mecanismo receptor-independente (Sancho et al., 2003). O
estudo de McKallip (2002) ressaltou, adicionalmente, que os efeitos apoptoéticos
ocorridos nas células Jurkat, Molt-4 e Sup-T1 foram mais pronunciados em meio
de cultura sem soro, em comparacao aos efeitos em meio de cultura com soro,
reforcando a hipotese de que a interagdo direta dos canabindides com as
proteinas do soro, como a albumina, atenue os efeitos antiproliferativos dos
mesmos (Mckallip et al., 2002).

McKallip também pesquisou os efeitos do delta-9-THC nas células primarias
da leucemia linfoblastica aguda, obtidas de bidpsias de dois pacientes, e mostrou
que o mesmo, em concentragdes de 1, 5 e 10 yM, diminuiu a viabilidade celular
bem como induziu apoptose nas mesmas (McKallip et al., 2002).

As células leucémicas do camundongo murino (EL-4, LSA e P815) também
foram utilizadas como amostras para a avaliacdo dos efeitos antitumorais dos
canabindides (McKallip et al., 2002; 2006). Em meio de cultura sem soro, os
canabinoides delta-9-THC (3 uM), HU-210 (3 pM) e AEA (5, 10 yM) induziram
apoptose das mesmas pela mediacdo do receptor CB2, em experimento com
duragdo de 4 hs (Mckallip et al., 2002). Estes efeitos foram imitados pelo
fitocanabindide CBD (2.5-10 uM) em pesquisa com duragéo de 24 hs (McKallip et
al., 2006). No entanto, em experimento com o canabindide WIN 55,212-2, foi
mostrado que o mesmo nao apresentou efeito significante na indugao de apoptose
nestas células (McKallip et al., 2002). A razdo pela qual o WIN 55,212-2 nao
induziu morte celular tumoral n&o é clara, porém especula-se que seja devido a
diferencas na estrutura quimica de sua molécula e, consequentemente, na sua
habilidade de ligagdo aos receptores canabindides, quando comparados aos
canabindides classicos como o delta-9-THC e o HU-210 (McKallip et al., 2002).

As células leucémicas EL-4 do camundongo murino também foram
pesquisadas in vivo em quatro experimentos (McKallip et al., 2002; McKallip et al.,
2006). Este autor descreveu que o CBD (12.5, 25 mg/kg) provocou uma
diminui¢cao da viabilidade celular (de forma concentragao-dependente), bem como
um aumento significante da porcentagem de células EL-4 apoptdticas,

provenientes de fluido da cavidade peritoneal de ratos com tumores marcados
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com estas células (McKallip et al., 2006). Estes efeitos também foram verificados,
nestas mesmas condi¢des, pelo tratamento destas células com o delta-9-THC (3 e
5 mg/kg) (McKallip et al., 2002). Mckallip (2002) também descreveu que o delta-9-
THC (5 mg/kg; 14 dias) induziu a uma diminuicdo do peso dos tumores, em
relagdo ao controle, bem como a um aumento significante da sobrevida dos ratos
com tumores marcados com células EL-4, mostrando que 25% dos ratos
sobreviveram ao tumor e foram curados. De forma interessante, este autor
também mostrou que estes ratos curados tornaram-se resistentes a nova
inoculagdo de células do mesmo tipo de tumor (EL-4) (dados ndo mostrados)
(McKallip et al., 2002). Estes dados, in vivo, demonstram o possivel uso desses
canabindides como um novo tratamento para as leucemias.

Os dados destes estudos revelam, conjuntamente, que os tumores linféides
parecem ser altamente sensiveis aos canabindides. Isso porque, em contraste
com outros estudos com células nao linféides (Sanchez et al., 1998a; Ruiz et al.,
1999; Galve-Roperh et al., 2000; Sanchez et al., 2001a), em que os canabindides
induziram apoptose apos 2 dias ou mais, os estudos com células leucémicas
mostraram importante inducdo de apoptose ja nas primeiras horas de exposi¢cao
aos mesmos (Mckallip et al., 2002; Herrera et al., 2005; Powles et al., 2005;
Lombard et al., 2005; Jia et al., 2006; Mckallip et al., 2006; Herrera et al., 2006).

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

LINFOMAS

A apoptose induzida pela AEA nas células U937 do linfoma humano
envolveu o aumento de calcio intracelular, o rompimento mitocondrial, a liberacéo
de citocromo c e ativagao da cascata de caspases (Macarrone et al., 2000). Desta
forma, foi mostrada a ocorréncia de morte celular ‘mitocondrial’ pela acdo da AEA.

Diferente de outros tipos de morte celular programada (Ghafourifar et al., 1999), o
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aumento de calcio induzido pela AEA n&o agiu através da ativagao da sintese de
oxido nitrico, pois o L-NAME (inibidor da sintese do 6xido nitrico) foi inefetivo em
proteger estas células tumorais contra a agéo apoptotica da AEA (Macarrone et
al., 2000). Salienta-se que esta agao da AEA nao foi observada como sendo em
decorréncia de seu precursor (acido araquidonico) (Macarrone et al., 2000), como
relatado em outro estudo com as mesmas células (Vanags et al., 1997). Isso
porque o endocanabindide 2-AG, através da atividade de hidrélise do acido graxo
(FAAH), possui maior capacidade de liberagdo de acido araquidénico em
comparagao com a AEA (Goparaju et al., 1998), sendo que neste estudo o 2-AG
nao apresentou efeitos apoptéticos (Macarrone et al., 2000).

Pesquisas com as células U937 e DAUDI do linfoma humano também
identificaram outros mecanismos mediadores da apoptose induzida pela AEA,
quais sejam os mecanismos da 5-LOX e da COX (Macarrone et al., 2000). A
importancia mediadora da membrana do transporte lipidico também foi verificada
para as ac¢des da AEA nestas células (Bari et al., 2006a). Por outro lado,
mecanismos potencializadores dos efeitos desse endocanabindide foram
observados pela agédo dos seus inibidores de degradacao (ATFMK) e de captagao
intracelular (AM404) (Macarrone et al., 2000).

Em relacdo aos mecanismos moleculares subjacentes a apoptose induzida
pela meAEA e pelo WIN 55,212-2 nas células cancerigenas do MCL (linfoma néo
Hodgkin), Gustafsson (2006) mostrou uma sequéncia de eventos mediadores
desta morte celular que ocorreram apos a ativacao dos receptores CB1 e CB2.
Entre estes eventos esta a acumulacdo de ceramida de novo. Sobre a ceramida,
alguns estudos descreveram que a formacdo da mesma induz apoptose através
de mecanismos tanto caspase-dependente quanto caspase-independente (Zhao
et al., 2004) e, no caso do primeiro, que a ceramida pode tanto preceder a
ativacdo das caspases ou ocorrer entre as caspases iniciadoras e efetoras
(Tepper et al., 1999; Kroesen et al., 2001). Também ja foi descrito que a p38 pode
ser ativada tanto antes ou depois das caspases (Zaruabin and Han, 2005).

No estudo de Gustafsson, foi descrito que a inibicdo farmacoldgica da

sintese de ceramida de novo inibiu a fosforilagdo da p38 e as mudangas no
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potencial da membrana mitocondrial (Gustafsson et al., 2006), mostrando que a
acumulacado de ceramida antecedeu estes eventos. Adicionalmente, foi verificado
que o inibidor da pan-caspase (z-VAD-FMK) nao afetou o colapso da membrana
mitocondrial, causado pela meAEA e pelo WIN 55,212-2 nas células tumorais
transformadas Rec-1 (Gustafsson et al., 2006) mostrando, desta forma, que a
ativacao das caspases foi um evento tardio nestas células. Por fim, foi descrito
que a ativacdo da caspase-3, induzida por ambos o0s canabindides, foi
completamente revertida pelos antagonistas dos receptores canabindides CB1
(SR141716) e CB2 (SR144528) (Gustafsson et al., 2006). Assim, os dados deste
estudo indicam que a meAEA e o WIN 55,212-2, a despeito de suas diferengas na
seletividade CB1/CB2, induziram apoptose pela mediagédo da caspase-3 através
da ligagao com os receptores canabindides nas células MCL. Estes experimentos
possibilitaram a verificacdo da sequéncia dos eventos que induziram morte celular
pela ativacdo dos receptores CB1 e CB2: acumulagédo de ceramida de novo,
ativacao da p38, perda do potencial da membrana mitocondrial e ativacdo das
caspases (Gustafsson et al., 2006). Estes dados, conjuntamente, sugerem que
alvos nos receptores CB1 e CB2 constituem uma nova abordagem no tratamento
do MCL.

Este mesmo autor, em outro estudo (Gustafsson et al., 2009), investigou o
mecanismo de acumulacao de ceramida na mediagdo da morte das células Rec-1
(MCL) pela indugdo dos canabindides meAEA e WIN 55,212-2. Descreveu que
estes canabinoides induziram aumento (2-3.5 vezes) de subespécies da mesma
(C16, C18, C24 e C24:1) principalmente pela medicdo do receptor CB1. Foi
observado que a supra-regulacdo das C16, C18 e C24 foi mediadas pelo CB1,
sendo que o aumento das C16 e C18 também foi mediado parcialmente pelo CB2
(Gustafsson et al., 2009). Adicionalmente, foi mostrado que estes canabindides
induziram supra-regulacédo da CerS3 e da CerS6 nas células Rec-1 em 2-2.6
vezes, sendo estes efeitos parcialmente mediados pelo CB1 (ambas) e pelo CB2
(CerS3) (Gustafsson et al., 2009). A CerS6 € a maior CerS e é expressa em altos
niveis em varios tecidos (Mizutani et al., 2005), sendo associada com a sintese de

espécies de ceramida C14 e C16 (Gustafsson et al., 2009). Por fim, foi mostrado
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que a coincubagado com inibidores das enzimas do mecanismo da ceramida de
novo levou a diminuicdo da acumulagado de ceramida bem como a diminuigdo da
morte celular em resposta ao tratamento com meAEA. Assim, esta supra-
regulagcao da CerS regulou a sintese de ceramida de novo em resposta a agéo
destes canabindides nas células Rec-1 (Gustafsson et al., 2009). Estes resultados
estdo em concordancia com outros estudos que mostraram que os antagonistas
tanto CB1 quanto CB2 atenuaram a morte celular induzida pela meAEA no MCL e
em outros linfomas que expressavam ambos os receptores (Gustafsson et al.,
2006; Gustafsson et al., 2008).

Gustafsson (2009) também mostrou que a supressao das enzimas (SK-1 e
GCS) que metabolizam a ceramida (usando inibidores ou siRNA) potencializa a
acumulacdo de ceramida, a diminuicdo da viabilidade celular e o aumento da
morte celular pela meAEA (Gustafsson et al., 2009). Desta forma, este estudo
mostrou, pela primeira vez, que o efeito citotoxico do canabindide pode ser
aumentado pela modulagdo do metabolismo da ceramida. Estes achados sugerem
que a interferéncia na conversao de ceramida deve fornecer um instrumento para
melhorar os efeitos-alvo promotores da morte celular pelos canabindides no MCL
e em outros linfomas malignos que superexpressam o receptor CB1 (Gustafsson
et al., 2009).

LEUCEMIAS

Varios experimentos foram realizados para verificagdo dos efeitos
moleculares subjacentes a morte celular tumoral induzida pelos canabindides.
Gallily (2003) pesquisou apenas os mecanismos de caspases em relagdo a agao
do fitocanabinodide canabidiol (CBD) nas células HL60, e mostrou que o mesmo
induziu a uma ativacdo da caspase 3 nestas células, com consequente morte
apoptoética das mesmas. Em relagdo as células CEM, HEL-92 e HL60, Powles
(2005) realizou experimentos com duragdo de 3 horas no intuito de investigar as

mudancgas precoces causadas pelo delta-9-THC, ao invés de mudangas nao
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especificas associadas a apoptose, que surgiram de forma significante depois de
6 horas. Neste estudo, observou-se que este canabindide induziu mudangas no
perfil de expressdo de alguns genes nestas células. Foram verificadas uma
marcante supra-regulagdo do gene DUSP, codificado MKPK3, e uma significante
infra-regulagdo do gene MAPK além de infra-regulacdo de dois genes isoformas
Histona 1 (Powles et al., 2005).

O papel das proteinas isoformas Histona 1 nos mecanismos de
sobrevivéncia celular ainda nao foi esclarecido, embora tenha sido mostrado que
outra isoforma Histona H1, H1.2, tem um importante papel na modulag¢ao positiva
nos mecanismos apoptoticos (Konishi et al., 2003). Em relagdo ao gene MKPK3,
sabe-se que ele especificamente se liga e inativa a ERK2 (Farooq et al., 2001). A
MAPK, por sua vez, regula positivamente a ERK2, MEK2 (Powles et al., 2005). A
inativacao da ERK2, através tanto da MEK2 ou MAPK3, tem sido mostrado como
indutora de apoptose (Rossig et al., 2002; Furukawa et al., 2003; Li et al., 2003).
Desta forma, os dados deste estudo sugerem o envolvimento do mecanismo da
MAPK na mediagédo dos efeitos celulares do delta-9-THC, possivelmente atraves
da inativagdo da ERK2 (Powles et al., 2005).

A importancia do mecanismo da MAPK foi ampliada pelo estudo de Liu
(2008), em que foi mostrado que a apoptose induzida pelo delta-9-THC nas
células CEM, HL60 e MOLT4 ocorreu paralelamente a uma diminuicdo nos niveis
de fosforilagdo da ERK. Nestas células, Liu (2008) pesquisou, adicionalmente, o
efeito citotoxico do delta-9-THC (dependente da diminuicdo da fosfo-ERK) em
associacdo com quimioterapicos (citarabina, doxorubicina e vincristina)
comumente utilizados no tratamento das leucemias (Liu et al., 2008). Em seus
experimentos, mostrou a existéncia de sinergia entre estes compostos. Observou
ainda que concentragdes subletais do delta-9-THC (1 pM), que nao foram capazes
de alterar o numero de células mas que diminuiram a expressado da fosfo-ERK,
sensibilizaram estas células a acao citotdxica dos quimioterapicos, verificada pela
diminuicdo de seus respectivos IC50 (Liu et al., 2008). Isso reafirma o papel da
fosfo-ERK na sinergia entre o delta-9-THC e estes quimioterapicos e mostra que

essas associagoes apresentam eficacia citotéxica com minimizacdo dos efeitos
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colaterais, tanto do delta-9-THC quanto dos quimioterapicos (Liu et al., 2008). O
emprego de doses subletais de um agente para obtencdo de efeito nos
mecanismos de transmissao de sinais ja foi observado em outros estudos (Liu et
al., 2002; DeFeo-Jones et al., 2005).

Ja em relacao as células leucémicas humanas Jurkat, houve descricdo de
varios autores sobre os mecanismos moleculares através dos quais o canabindide
delta-9-THC exerceu seus efeitos antiproliferativos e na morte celular tumoral,
mediados pelos receptores CB2 ou por ambos os receptores CB1 e CB2.

Herrera (2005) descreveu que ativagao do receptor CB2, pelo delta-9-THC
(1.5 pM) nas células Jurkat, levou a ativacdo da ERK, JNK e p38 MAPK.
Experimentos mostraram, no entanto, que a ERK e a JNK ndo estédo
aparentemente envolvidas na apoptose induzida pelo delta-9-THC. Isso porque
apenas a inibicao farmacolégica da p38 MAPK atenuou a ativacéo das caspases
(3 e 8) e a apoptose induzida pelo delta-9-THC nestas células. Neste estudo, este
canabindide induziu uma sequéncia de eventos que levaram a morte celular: a
ativacéo do receptor CB2 induziu a perda do potencial da membrana mitocondrial
(com consequente liberagdo de citocromo c), ativagcdo da p38 MAPK e ativagao
das caspases 3 e 8 (Herrera et al., 2005). Este autor mostrou que a p38 MAPK foi
envolvida na regulacdo da ativagdo das caspases ao invés de agir como
reguladora primaria dos eventos mitocondriais que ativam a liberagdo de
citocromo c, diferente do mecanismo apoptoético, induzido pela meAEA e WIN
55,212-2, descrito por Gustafsson (2006), nas células do MCL.

Este mesmo autor, em outro estudo (Herrera et al., 2006), mostrou que a
ativacao do receptor CB2, pelo delta-9-THC (1.5 pM) nas células Jurkat, levou a
estimulacdo da sintese de ceramida de novo. Sequencialmente, verificou que a
inibicado farmacolégica da sintese de ceramida inibiu a diminuicdo do potencial da
membrana mitocondrial induzida pelo delta-9-THC nestas células (Herrera et al.,
2006), o que sugeriria que a acumulagdo de ceramida precederia a perda do
potencial da membrana mitocondrial. No entanto, de forma intrigante, a diminuigéo
do potencial da membrana mitocondrial foi um evento precoce a acumulagao de

ceramida (Herrera et al., 2006). Uma possivel explicagdo para esta observagao é
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a de que a acumulagao local precoce da ceramida, no reticulo endoplasmatico ou
na mitocéndria, poderia ter sido suficiente para ativar as respostas pro-apoptéticas
observadas através do mecanismo intrinsico da mitocondria (Herrera et al., 2006).
Por outro lado, os dados desse estudo sugerem adicionalmente que, em adi¢céo a
essas agoes diretas na mitocondria, a ceramida também deve ser envolvida na
execucao da apoptose num estagio tardio (Herrera et al., 2006). De qualquer
modo, este experimento mostrou a importancia da sintese de ceramida na
apoptose induzida pelo delta-9-THC nas células leucémicas pela ativacado dos
receptores CB2.

Outra observacao controversa se faz em relagao a p38 MAPK. Diferente do
primeiro estudo de Herrera (Herrera et al., 2005), em que a ativagédo da p38 MAPK
parecia ter um papel importante na execucédo da apoptose induzida pelo delta-9-
THC, experimento de inibigdo farmacoldgica, neste estudo (Herrera et al., 2006),
mostrou que esta quinase, bem como a ERK e a JNK, ndo foi responsavel pela
acao pro-apoptética dependente da ceramida induzida pelo delta-9-THC. Desta
forma, este estudo mostrou que a p38 MAPK nao é regulada pela ceramida neste
modelo (Herrera et al., 2006).

Por outro lado, ambos os estudos de Herrera (2005; 2006) mostraram
concordancia na observacao de que houve ativagao das caspases 3 e 8 pelo
delta-9-THC nas células Jurkat. Diferente da ativacdo da caspase 3, que é
indicativa de mecanismo apoptético intrinsico (‘morte mitocondrial’), a caspase 8 é
um evento tipico do mecanismo apoptético extrinsico (‘morte receptor’) (Shiozaki
and Shi, 2004). Ambos os estudos mostraram que a ativacdo da caspase 8
ocorreu no nivel pés-mitocondrial, pois a co-incubagédo com os inibidores seletivos
da caspase 8 ou da pan-caspase nao preveniu a perda do potencial da membrana
mitocondrial ativada pelo delta-9-THC (Herrera et al., 2005; 2006).

Estes dados sédo concordantes com o estudo de Lombard (2005), que ao
pesquisar as células Jurkat mutantes ‘deficientes em caspase 8 mostrou que as
mesmas, em exposi¢ao ao delta-9-THC (10 uM), apresentou inibicao parcial da
apoptose induzida pelo mesmo. No entanto, o uso de células Jurkat mutantes

‘dominante-negativo caspase-9’ (a caspase-9 também €& envolvida no mecanismo
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apoptotico intrinsico), em exposicdo ao mesmo canabindide, resultou em inibigao
quase completa da apoptose (Lombard et al., 2005). Isso sugere que o delta-9-
THC agiu primaria e diretamente através do mecanismo intrinsico, e que o
mecanismo extrinsico péde favorecer a facilitacdo da apoptose tardiamente,
através da conexao envolvendo BID.

Ainda em relagédo as células Jurkat, Jia (2006) mostrou, pela primeira vez,
que os efeitos do delta-9-THC nao foram mediados apenas pelos receptores CB2,
mas também pelos receptores CB1 e os acoplados a proteina G. De forma
interessante, este autor observou que, embora as células Jurkat expressem
maiores niveis de receptores CB2 que de CB1, a exposi¢cdo das mesmas ao delta-
9THC aumentou significativamente os niveis de ambos os receptores (Jia et al.,
2006).

Em seu estudo, Jia (2006) ampliou as observagbes de estudos anteriores
pela verificagdo de que o delta-9-THC (10 pM) induziu apoptose destas células
pela translocacao da proteina Bad para a mitocéndria. Este evento ocorreu pela
infra-regulagdo do mecanismo da Raf-1/MEK/ERK/RSK (Jia et al., 2006). Este
autor mostrou que a pronunciada infra-regulagdo da fosforilagdo da Raf-1 foi
associada com uma marcante reducdo nas fosforilagdes da MEK, o maior
substrato Raf-1 (Hipskind et al.,, 1994), da ERK, o primeiro alvo da MEK
(Troppmair et al.,, 1994), e da RSK, o primeiro substrato da ERK (Smith et al.,
1999). Adicionalmente, que este processo ocorreu precocemente a ativagcao da
cascata de caspases (Jia et al., 2006).

Essas acgdes do delta-9-THC foram suportadas pela observacédo de que a
expressdo experimental forcada da MEK/ERK, constitutivamente ativa, resultou
em inibicdo da localizagdo mitocondrial da Bad, além de inibicdo da ativagdo das
caspases e da apoptose (Jia et al., 2006). Além disso, em experimento com
deplecado da Bad nas células Jurkat, foi observado que a apoptose mediada pelo
delta-9-THC foi significantemente inibida (Jia et al., 2006). Destaca-se que a
importancia da quinase ERK na apoptose mediada pelo delta-9-THC nas células
Jurkat, mostrada neste estudo, contrapde os achados prévios de Herrera (2005).

Salienta-se que estes estudos utilizaram diferentes concentragdes de delta-9-THC.
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O mecanismo MAPK consiste em trés mddulos paralelos de quinases
serina/treonina (ERK, JNK e p38 MAPK), envolvidos na regulacdo de diversos
eventos celulares, incluindo proliferagao, diferenciacédo e apoptose (Chang et al.,
2001). Na maioria, mas nao em todos os sistemas estudados, a inativagao da
MEK e ERK & associada com a promogao da morte celular (Datta et al., 1997; Xia
et al., 1995). O mecanismo através do qual isso ocorre ndo é sabido com certeza,
mas deve variar dependendo do tipo de célula (Johnson and Lapadat, 2002; Howe
et al., 2002; Jia et al., 2006). Neste estudo, a morte das células Jurkat, mediada
pelo delta-9-THC, foi associada com a infra-regulacdo do mecanismo da Raf-
1/MEK/ERK, sem alterar significantemente os modulos p38 MAPK e JNK (Jia et
al., 2006). Adicionalmente, Jia (2006) mostrou que o delta-9-THC também
diminuiu a fosforilagado da Akt.. No entanto, ndo houve associagao significante da
translocacdo da Bad com os mecanismos da PI3K/Akt e da proteina quinase A
(PKA) (Jia et al., 2006).

A regulacdo da fungdo da membrana mitocondrial e a liberagdo de fatores
regulatérios apoptdéticos pela mitocondria sdo componentes-chave do repertorio
apoptoético, fortemente controlados pela familia de proteinas Bcl-2 (Korsmeyer,
1999; Kroemer and Reed, 2000). Na auséncia de mecanismos de sobrevivéncia, a
proteina Bad é desfosforilada, transloca para a mitocéndria, e interage com a Bcl-2
e a Bcl-XL, desse modo inibindo a fungdo de sobrevivéncia das mesmas (Zha et
al., 1996; Scheid and Duronio, 1998). Conforme descrito acima, o delta-9-THC
inativou o0 mecanismo citoprotetivo das quinases serina/treonina (Raf-
1/MEK/ERK/RSK), que tem um papel funcional importante na mediagdo da
translocacédo da Bad (Jia et al., 2006). Isso pode ter causado a localizagado da Bad
na mitocéndria, como visto apds o tratamento com o delta-9-THC.

Pesquisando outro fitocanabindide, Mckallip (2006) descreveu os
mecanismos moleculares subjacentes a agao apoptética do canabidiol (CBD) nas
células Jurkat. Em seu estudo, mostrou que o CBD induziu a ativagao da cascata
de caspases, a perda do potencial da membrana mitocondrial € a diminuicdo dos
niveis da fosforilagdo da p38 MAPK. Estes acdes do CBD foram mediadas pelos

receptores CB2. (McKallip et al., 2006). Isso sugere que os niveis de expressao
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destes receptores devem ter um importante papel na sensibilidade das células
tumorais na morte celular pelo CBD. As agdes deste canabindide também foram
mediadas pelo mecanismo de estresse oxidativo. Este estudo verificou que o CBD
também induziu a um significante aumento das NAP(P)H oxidases Nox4 e
p22phox bem como da produgédo de ROS (McKallip et al., 2006). O mecanismo de
estresse oxidativo tem sido associado com a ativacdo do mecanismo apoptdtico
intrinsico (Zorov et al., 2000; Singh et al., 2005). Salienta-se, no entanto, que
experimentos comprovaram que nao houve mediacao dos receptores CB1, VR1 e
acoplados a proteina G (McKallip et al., 2006) na apoptose induzida pelo CBD.
Adicionalmente, foi mostrado que estas agdes ndo foram mediadas pela ceramida
(McKallip et al., 2006).

A inducdo da perda do potencial da membrana mitocondrial, com
consequente liberagdo de citocromo c¢ (McKallip et al.,, 2006), sugere um
envolvimento direto da mitocéndria na indugao de apoptose pelo CBD. No entanto,
este estudo mostrou uma possivel conexdao entre os mecanismos apoptoticos
intrinsicos e extrinsicos. Isso porque a ativagao da cascata de caspases induziu a
clivagem das caspases 8 (e reducéo das pré-caspases 2, 9, e 10), 3, PARP (poli-
ADPribose polimerase), assim como da Bid (McKallip et al., 2006).

As NAD(P)H oxidases sao um grupo de enzimas envolvidas na regulagéo
da producao de ROS (Zorov et al., 2000; Singh et al., 2005). Ressalta-se que as
NAP(P)H oxidases Nox4 e p22phox s&o conhecidas por exercerem papéis em
diversos processos, incluindo a sobrevivéncia celular e a apoptose (Pedruzzi et al.,
2004; Vaquero et al., 2004; Martyn et al., 2006). Neste estudo, no entanto, o CBD
induziu a um aumento significante destas NAP(P)H oxidases bem como da
producédo de ROS, sugerindo a possibilidade de que a regulacdo dessas enzimas
e a subsequente geracao de ROS possam ter um papel importante na indugao de
apoptose das células leucémicas (McKallip et al., 2006). Isso foi comprovado em
experimentos com inibidores das NAD(P)H oxidases, em que 0s mesmos
preveniram os efeitos do CBD na morte celular tumoral. Adicionalmente, estes
efeitos foram correlacionados com a habilidade desses inibidores em reduzir os

niveis de ROS induzidos pelo CBD. Em relagdo ao aumento da producédo de ROS,
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experimentos demonstraram que o uso de antagonistas do mesmo (como o a-
tocoferol) inibiram significantemente a apoptose induzidas pelo CBD nas células
Jurkat (McKallip et al.,, 2006). Esta inibigdo, por sua vez, foi correlacionada
proporcionalmente com o aumento dos niveis de ROS induzidos pelo CBD
(McKallip et al., 2006). Estes dados suportam o papel do ROS (mecanismo de
estresse oxidativo) na apoptose induzida por este canabindide e sugerem,
adicionalmente, que a regulacado da geragcdo do ROS, pelo CBD, pode ser uma
estratégia efetiva para tratar as malignidades do sistema imune. Acbes
apoptoticas do CBD, relacionadas a geragao de ROS, ja foram relatadas em
células do glioma (Massi et al., 2004).

Por fim, este estudo descreveu que o CBD induziu a uma diminui¢édo dos
niveis da fosforilacdo da p38 MAPK, enquanto a fosforilagcdo da ERK e da JNK
nao foram afetadas (McKallip et al., 2006). Suporte para o papel da p38 na
apoptose induzida pelo CBD vem de relatos que demonstraram que a exposi¢ao a
este canabindide leva a uma reducédo dos niveis da p38 fosforilada nas células
neuronais PC-12 (Espodsito et al., 2006). No entanto, no estudo de Herrera (2005)
houve ativagdo da p38 nos mecanismos apoptéticos induzidos pelo delta-9-THC
nas células Jurkat; e em outro estudo do mesmo autor (Herrera et al., 2006), esta
quinase nao teve efeito na apoptose induzida pelo delta-9-THC nestas células em
modelo dependente de ceramida. Portanto, ha discrepancias em relagédo a
importancia dessa quinase na apoptose das células leucémicas mediada pelos
canabindides e estudos aprofundados sdo necessarios.

Sancho (2003), por sua vez, descreveu 0s mecanismos moleculares
subjacentes a acédo apoptdtica do arvanil (analogo estavel da AEA; agonista
CB1/VR1) nas células Jurkat. Em seu estudo, mostrou que 0 mesmo exerceu seus
efeitos nestas células pela mediagcdo das caspases 3 e 8, bem como da FAAD
(Sancho et al., 2003). Adicionalmente, mostrou que o mecanismo de estresse
oxidativo mediou, pelo menos em parte, os efeitos apoptéticos do arvanil nestas
células (Sancho et al., 2003).

Os mecanismos referentes a cascata de caspases foram verificados pela

observacgao de que este canabindide ativou tanto a caspase 3 quanto a caspase 8,
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e experimentos com o0s seus respectivos inibidores mostraram uma inibigao
significante da apoptose induzida pelo mesmo (Sancho et al., 2003). A ativagao da
caspase 7 (caspase executora ativada pela caspase 8) bem como a clivagem da
PARP também foi observada pela acdo de composto, e ocorreu de forma tempo-
dependente em estudo com duracdo de 6 horas. Desta forma, este estudo
mostrou a importancia dos mecanismos intrinsico (‘mitocondrial’) e extrinsico
(‘morte receptor’) na indugao de apoptose pelo arvanil nas células Jurkat.

Adicionalmente, foi mostrado que o arvanil teve sua atividade apoptotica
marcadamente inibida nas células Jurkat “FADD dominante negativa” em relagéo
as células Jurkat normais, o mesmo ocorrendo em relagdo a ativacdo das
caspases 3 e 8 (Sancho et al., 2003). No entanto, residuos pequenos, embora
significantes, de apoptose e de ativacdo das caspases, foram verificados nas
células Jurkat “FADD dominante negativa” com concentragdes mais elevadas de
arvanil testadas (Sancho et al., 2003). Esta observacao sugeriu um mecanismo
adicional, independente do FADD, ativado pelo arvanil nas células Jurkat.

Foi mostrado previamente que os compostos vanildides se comportam
como analogos quinona e induzem ROS intracelular e apoptose nas células Jurkat
(Macho et al., 1998; 1999; 2000; 2003). Sancho (2003) mostrou, em experimentos
adicionais, que ambas as células Jurkat “normais” e “FADD dominante negativa”
geraram ROS, de forma concentragao-dependente, pela indugao do arvanil (1-25
MM) (Sancho et al.,, 2003). No entanto, como descrito acima, as duas células
apresentaram diferengcas em relagdo a apoptose induzida pelo arvanil. Estas
diferengcas sugerem que a geragdo de ROS poderia estar implicada na apoptose
das células Jurkat, induzida por este composto, mas ndo em todo o processo, um
fato que poderia explicar a apoptose residual observada nas células Jurkat “FAAD
dominante negativa” tratadas com arvanil.

Salienta-se, adicionalmente, que este estudo verificou que as acdes deste
analogo estavel da AEA foram independentes da FAAH, pois a sua inibicao
farmacologica com ATMFK né&o induziu apoptose nas células Jurkat (dados n&o
mostrados) (Sancho et al., 2003).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NO CANCER DE PELE

O cancer de pele (ndo melanoma) € uma das malignidades mais comuns
em seres humanos. O carcinoma de célula basal e o carcinoma de célula
escamosa representam a grande maioria destes tumores (Limmer, 2001), sendo
que o crescimento dos mesmos esta fortemente associado com o surgimento de
uma neovascularizagao (Bolontrade et al., 1998). Ja o cancer de pele (melanoma)
€ a principal causa de mortes em malignidades cutaneas (Blazquez et al., 2006).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histoldgicos
destas malignidades. Em relacdo a expressao de receptores canabinddes, os
receptores CB1 e CB2 foram expressos em todas as linhas de células tumorais
epidermais (ndo melanoma), bem como nos respectivos tumores de pele
derivados de humanos e animais. A expressdo destes dois receptores também
ocorreu nas ceélulas e tumores do melanoma. Ja os melandcitos (células nao
tumorais) expressaram apenas o receptor CB1, enquanto que as células
epidermais saudaveis expressaram ambos os receptores. Mecanismos celulares e
moleculares foram descritos para os efeitos dos canabindides nas células tumorais

de pele, conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Os trés estudos desta revisdo descreveram que os canabinodides exerceram
seus efeitos antiproliferativos nas células tumorais sem exercerem agdes
citotoxicas nas células normais, agindo portanto, de forma seletiva.

Casanova (2003) descreveu que o canabindéide WIN 55,212-2 (25 nM)
diminuiu a viabilidade das células tumorais epidermais PDV.C57 e HaCa4, em
experimento realizado por 4 dias. Os canabindides JWH-133 (25 nM) e HU-210
(25 nM), por sua vez, imitaram o efeito exercido pelo WIN 55,212-2 nestas células

(dados n&o mostrados) (Casanova et al., 2003). Este autor relatou,
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adicionalmente, que o WIN 55,212-2 e o JWH-133 bloquearam significativamente
o crescimento dos tumores dos ratos marcados com células as PVD.C57
(Casanova et al., 2003). Experimentos verificaram que o WIN 55,212-2 (agonista
misto CB1/CB2) induziu morte celular in vitro e in vivo através de mecanismo
apoptotico, e que este efeito foi mediado por ambos os receptores canabindides
CB1 e CB2 (Casanova et al., 2003).

Utilizando como amostra as células do carcinoma escamoso de pele
(JWF2), Van Dross (2009), por sua vez, descreveu que a AEA (15-30 uM) induziu
a uma diminuicdo significativa da viabilidade destas células (de forma
concentragao-dependente) bem como induziu apoptose das mesmas, em estudo
com duracao de 24 hs. Salienta-se no entanto que, em baixas concentragdes
testadas (0.15-3 uM), a AEA provocou, por outro lado, leve aumento, embora nao
significante, na viabilidade das células JWF2 (Van Dross, 2009). A PEA (0.15-30
MM), por sua vez, induziu morte (ndo apoptotica) destas células apenas com a
concentragdo maxima testada (Van Dross, 2009).

Blazquez (2006), em estudo sobre o efeito dos canabindides no tratamento
do melanoma, descreveu que o delta-9-THC (1-3 uM) e o WIN 55,212-2 (100 nM)
diminuiram a viabilidade das células tumorais de ratos (B16) e humanas (A375 e
MelJuso) em estudo realizado por 72 hs. Adicionalmente, relatou que este efeito
ocorreu por mecanismo celular apoptético, pela verificacdo in vivo do aumento do
numero de células tumorais apoptéticas. Por outro lado, experimento in vitro
mostrou a ocorréncia de mecanismo de sequestro do ciclo celular na transigédo G1-
S (Blazquez et al., 2006). Este estudo também descreveu que o canabindide WIN
55,212-2 induziu a uma diminuigdo marcante do crescimento tumoral de ratos
imunossuficientes e imunodeficientes marcados com células B16, sendo este
efeito imitado pelo JWH-133 em ratos imunossuficientes (Blazquez et al., 2006).
Este efeito do WIN 55,212-2 em ratos imunodeprimidos mostra que este

canabindide nao exerceu efeito na imunidade antitumoral dos mesmos.
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MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Van Dross (2009), estudando as linhas de células do carcinoma escamoso
de pele (JWF2), descreveu que as mesmas superexpressam a COX-2.
Adicionalmente, relatou que AEA (30 uM) induziu um aumento nos niveis de
prostaglandinas série-D (PG-D2 e PGD2-EA) em mais de 200 vezes nestas
células (Van Dross, 2009). Quanto aos niveis de prostaglandinas série-E, houve
aumento aproximado de 10 vezes com 30 uyM de concentracdo de AEA e um
maximo de 7 vezes no aumento dos niveis das prostaglandinas série-F com 15 pM
de concentracéo deste canabindide (Van Dross, 2009).

Para verificar a associagado entre a COX-2, PGs e apoptose das células
JWF2, este pesquisador realizou varios experimentos. Em pesquisa com co-
incubacao de AEA e inibidor da COX-2 (NS-398, 5 uM), foi verificado bloqueio total
dos niveis de PG série-E e série-F, bem como reducgao dos niveis de PG série-D a
niveis basais. Foi mostrado, adicionalmente, que os niveis de PG série-D foram
abolidos com o uso de 25 yM do NS-398 (Van Dross, 2009). Outro experimento,
em que foi utilizado PGs via exdégena, mostrou que a PGD2 e a PGD2-EA
induziram a uma significante diminuigdo da viabilidade destas células, sendo estes
efeitos imitados pela agao dos derivados da PGD2 (PGJ2 (15d-PGJ2)), PGJ2 e de
outras PG série-J (Van Dross, 2009). Este efeito, no entanto, ndo foi observado
com a exposigao das células JWF2 as PGs séries E e F (Van Dross, 2009). Desta
forma, Van Dross (2009) mostrou que a AEA induziu apoptose (clivagem da
caspase 3 e da PARP) nas células JWF2 através do seu metabdlito catalisado
pela COX-2 (Van Dross, 2009), em concordancia com outros estudos que
mostraram a atividade antiproliferativa das PGs séries D e J (Chen et al., 2005;
Kondo et al., 2002; Ward et al., 2002). Experimento adicional foi realizado com as
células HaCat, que sao resistentes a acdo da AEA por expressarem baixos niveis
de COX-2. Nesta pesquisa, foi feita transferéncia de COX-2 para estas células,
com verificacdo de que as mesmas apresentaram morte celular pela acao da AEA
(Van Dross, 2009). Esses dados sugerem que a COX-2 converte a AEA em

prostaglandinas, que por sua vez provocam morte celular.
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Blazquez (2006), por sua vez, pesquisou 0os mecanismos subjacentes aos
efeitos antiproliferativos do canabinoide WIN 55,212-2. Em seu estudo, descreveu
que 0 mesmo induziu a uma diminuigdo da proteina AKT (in vitro) nas células
tumorais do melanoma (B16), bem como diminuiu a fosforilagdo da proteina pRB
(retinoblastoma) (in vitro e in vivo). A AKT é constitutivamente ativada em mais de
60% dos melanomas, principalmente em estagios tardios da doenga (Thompson et
al., 2005; Chudnovsky et al., 2005a), sendo considerada um um elemento-chave
do maior mecanismo de sobrevivéncia celular. Este mecanismo €& geralmente
desregulado em varios tipos de tumores, incluindo os melanomas (Chudnovsky et
al., 2005a; Chudnovsky et al., 2005b; Bellacosa et al., 2005). Portanto, os dados
de estudo de Blazquez (2006) suportam que a inibicdo da AKT induziu o sequestro
do ciclo celular na transicao G1-S através da hipofosforilagado da pRB (Blazquez et
al., 2006). No entanto, outros membros classicos do mecanismo da transicado G1-
S (ex: CDK2/3, CDK4, p21, p27KIP1) ndo foram afetados pelo tratamento com
este canabindide (Blazquez et al., 2006). Adicionalmente, ndo houve modulagao,
pelos canabindides, da cascata MAPK (ERK, JNK e p38MAPK) (Blazquez et al.,
2006).

Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer os varios desfechos
dos mecanismos de sobrevivéncia tanto nestas células quanto em outros tipos de
células tumorais. E possivel que alguns fatores experimentais possam afetar estes
mecanismos de sobrevivéncia nestes modelos. Alguns fatores sao: natureza do
ligante endo(canabindide), como estabilidade e hidrofobicidade; poténcia da
absorgcdo do sinal, como poténcia do agonista, dose e tempo de exposi¢ao; as
propriedades bioldgicas das células alvo, como origem, estado de diferenciagéo e
capacidade de replicacdo; os receptores canabindides, como quantidade e
acoplamento a proteina G; e a presenca de varios fatores em cultura, como

fatores de crescimento e outros tipos de células/clones (Blazquez et al., 2006).
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MECANISMO ANTIANGIOGENICO E ANTIMETASTATICO

A diminuigdo da angiogénese tumoral € um dos fatores que pode estar
envolvido na agao antitumoral dos canabindides. Alguns estudos mostraram que o
crescimento do tumor de pele de ratos e sua progressao dependem de eventos
criticos que levam a mudancas no epitélio e no estroma, incluindo o
estabelecimento de uma angiogénese ativa (Bolontrade et al., 1998).

Estudos em tumores de pele mostraram que o perfil da morfologia dos
vasos apresentou caracteristicas de vasos estreitados nos carcinomas epidermais
tratados com canabindides (Casanova et al., 2003), em linha com achados de que
vasos sanguineos alargados constituem uma proeminente caracteristica de
progressao do tumor de pele (Bolontrade et al., 1998; Hawighorst et al., 2001).
Diminuigcao da vascularizagao tumoral, caracterizada por diminuicdo da densidade
vascular, também foi verificada em células tumorais do melanoma B16, associada
com diminuicdo do tamanho tumoral, apds tratamento com os canabindides WIN
55,212-2 e JWH-133 (Blazquez et al., 2006).

Casanova (2003) também mostrou, em seu estudo, que os canabindides
WIN 55,212-2 e JWH-133 diminuiram, de forma significante, os fatores pro-
angiogénicos VEGF e Angiotensina-2 (Agn2) nos tumores epidermais.
Adicionalmente, mostrou que outro membro da familia VEGF, PIGF (fator de
crescimento placental), foi infra-regulado pelo tratamento com estes canabindides
nestes tumores (Casanova et al., 2003). A Agn2 e o PIGF devem agir em
corcondancia com o VEGF, porque as suas expressdes sao altamente
aumentadas desde os primeiros estagios do desenvolvimento tumoral (Casanova
et al., 2002; Carmeliet et al., 2000; Yancopoulos et al., 2000).

Outro elemento que também foi infra-regulado pelo uso dos canabindides
WIN 55,212-2 e JWH-133 nas células tumorais epidermais foi o EGF-R (receptor
do fator de crescimento epidermal), um receptor de citocina essencial para o
crescimento tumoral em sua fase tardia (Casanova et al., 2003). Nas células
epidermais, o EGF-R participa na regulacdo de fungdes-chave (Luetteke et al.,
1993; Luetteke et al., 1994; Murillas et al., 1995; Jost et al., 2000). Em carcinomas
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de pele de ratos, por exemplo, a ativagado da Ha-ras, dependente do EGF-R, tem
um papel central na expressao VEGF, na angiogénese e no crescimento tumoral
(Casanova et al., 2002). Casanova (2003) relatou que os canabindides WIN
55,212-2 e JWH-133 induziram a uma infra-regulagdao do EGF-R tanto in vivo
quanto in vitro. Este efeito mostrado em meio de cultura indica, portanto, que as
mudancas observadas na atividade EGF-R in vivo, refletem um impacto direto dos
canabindides nas células tumorais, e ndo uma mera consequéncia da diminuicao
do tamanho do tumor.

Ja em relacdo as células tumorais do melanoma (B16), Blazquez (2006)
descreveu atividade dos canabindides nas metastases. Neste estudo, mostrou que
o canabinéide WIN 55,212-2 diminuiu o numero de nddulos metastaticos de
pulmdo e de figado oriundos de tumor primario de pele (melanoma), em dois

diferentes modelos de ratos marcados com células B16 (Blazquez et al., 2006).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES PANCREATICOS

O cancer pancreatico € uma das mais malignas e agressivas formas de
cancer (Li et al., 2004) e representa a quinta maior causa de morte por cancer em
todo o mundo (Jemal et al., 2003). No momento em que é diagnosticado, 85% dos
pacientes apresentam infiltracdbes metastaticas em nddulos linfaticos proximais,
figado e pulmbes, e apenas 15-20% dos tumores sao tipicamente ressecaveis (Li
et al., 2004). De um modo geral, os pacientes afetados tem sobrevida média de
um ano com o tratamento quimioterapico convencional (Carracedo et al., 2006b).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histoldgicos
destas malignidades. Todas as linhas de células tumorais humanas de pancreas
bem como os tecidos de bidpsias humanas de tumores pancreaticos expressaram
os receptores canabindides CB1 e CB2 em niveis maiores que 0s expressos nos
tecidos pancreaticos normais. Mecanismos celulares e moleculares foram
descritos para os efeitos dos canabindides nas células tumorais pancreaticas,

conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Fogli (2006) descreveu que a ACEA, AM251, JWH-015 e AM630 (todos
com 10 pM) inibiram o crescimento das células tumorais pancreaticas MiaPaCa2
em estudo realizado por 72 horas. Neste estudo, foi mostrado que o AM251
(antagonista CB1) foi o composto mais ativo nos efeitos antiproliferativos, em
comparacado as outras substancias. Adicionalmente, descreveu que todos estes
compostos tiveram seus efeitos mais pronunciados em meio de cultura com pouco
ou nenhum soro. No entanto, foi relatado que o WIN 55,212-2 (10 uM) e o
SR141716 (10 yM) nao afetaram significantemente a viabilidade destas células em

meio de cultura com soro (Fogli et al., 2006)
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Neste estudo, o AM251 exerceu seus efeitos antiproliferativos através do
mecanismo de morte celular apoptotica (fragmentacdo do DNA, ativagdo das
caspases 3/7) independente da mediagao dos receptores canabindides, apesar da
presenga dos mesmos nestas células (Fogli et al., 2006). E quando associado com
o quimioterapico 5-fluoroacil (5-FU), uma das drogas mais usadas no tratamento
do carcinoma pancreatico (Willett et al., 2005), demonstrou sinergismo com o
mesmo na inibicdo da proliferacdo celular e um indice de reducado de doses
favoravel para ambas as drogas (Fogli et al., 2006).

E interessante destacar que o AM251 & um derivado diarilpirazole
homologo ao inibidor COX-2, celecoxibe, que por sua vez promove apoptose em
linhas de células tumorais humanas de mama MDA-MB-231 através da ativagao
das caspases 3/7 (Basu et al., 2005). No entanto, as linhas de células MiaPaCa2
sdo COX-2 negativa (Yip-Schneider et al., 2000) e portanto a inibicdo da COX-2
nao pode ser considerada para a toxicidade do AM251 (Fogli et al., 2006). Por
outro lado, a funcéo inibitéria da COX-2 ndo € necessaria para que ocorra a
apoptose mediada pelo celecoxibe, sendo que estes efeitos antiproliferativos
parecem ser atribuidos a progressao tardia das células através da fase G2-M
(Ding et al., 2005). Estes dados sugerem que o AM251 exerceu seus efeitos nas
células tumorais pancreaticas também através do mecanismo de sequestro do
ciclo celular nesta fase do ciclo (Fogli et al., 2006).

Carracedo (2006b), por sua vez, pesquisou nao sO as células tumorais
pancreaticas MiaPaCa2, mas também as células Panc1, Capan2 e BxPc3. E
descreveu que o delta-9-THC (0-4 pM) induziu a uma diminuigdo da viabilidade
celular, de forma concentracdo-dependente, bem como morte celular apoptética
pela mediagédo dos receptores canabindides CB2 e pela acumulagao de ceramida,
(Carracedo et al., 2006b). E importante destacar que doses baixas do delta-9-
THC, mas nado do WIN 55,212-2, induziu levemente a proliferacdo das linhas de
células Panc1 e Capan2, mas nao das células MiaPaCa2 e BxPc3, um efeito que
foi independente dos receptores canabindides (Carracedo et al., 2006b).

Este estudo também mostrou que a administracdo peritumoral dos

canabinodides delta-9-THC e JWH-133 reduziram, de forma marcante, o
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crescimento de tumores ja estabelecidos de ratos imunodeficientes marcados com
injecdo subcutanea de células MiaPaCa2 (Carracedo et al., 2006b). Ja a
administracdo intraperitoneal do WIN 55,212-2 reduziu marcadamente o
crescimento dos tumores intra-pancreaticos (inoculagcao de células MiaPaCa2
diretamente no pancreas) bem como diminuiu significantemente a extensao de
células tumorais em 6érgaos adjacentes (baco) e distantes (diafragma, estbmago,
intestinos) (Carracedo et al., 2006b), indicando que este canabindide afeta ndo sé
o crescimento como também a invasividade destas células tumorais. Este estudo
mostrou, portanto, a eficacia do tratamento canabindide, in vivo, sob diferentes
cenarios, quais sejam o uso de diferentes canabindides administrados por

diferentes vias e com células tumorais inoculadas em diferentes locais.

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Fogli (2006) descreveu que o AM251 induziu apoptose nas linhas de células
tumorais pancreaticas MiaPaCa2. A observagcdo de que o inibidor das caspases
3/7 reverteu parcialmente a toxicidade induzida pelo AM251, sugere que esta
morte celular apoptética deve ser mediada, pelo menos em parte, através de
mecanismo dependente de caspase. Este estudo mostrou, adicionalmente, que o
AM251 induziu a uma modulagdo de genes altamente regulados por importantes
mecanismos do destino celular, como a quinase janus/transmissores e ativadores
de sinais de transcrigdo (JAK-STAT) e a MAPK (Fogli et al., 2006).

Carracedo (2006b), por sua vez, demonstrou que o delta-9-THC (in vitro),
assim como o AM251 (Fogli et al., 2006), induziu a ativagdo das caspases 3/7.
Adicionalmente, relatou que o delta-9-THC induziu a um aumento dos niveis da p8
MRNA nas células MiaPaCa2, tendo sido verificado, paralelamente, aumento dos
niveis das proteinas ATF-4 e TRB3 (Carracedo et al., 2006b), relacionadas ao
estresse do reticulo endoplasmatico (Ohoka et al., 2005). Aumento da expressao
da proteina pro-apoptética TRB3 também foi verificado nos tumores de ratos
tratados com o WIN 55,212-2 (Carracedo et al., 2006b). Todos estes eventos
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foram mediados pelo CB2 e pela acumulagédo de ceramida, pois o0 SR144528 (mas
nao o SR141716) e o ISP-1 (inibidor da sintese de ceramida) inibiram estas acdes
do delta-9-THC (Carracedo et al., 2006b). Os resultados deste estudo, junto com
outros dados obtidos em gliomas de ratos e células do astrocitoma humano
(Carracedo et al., 2006a; Salazar et al., 2009), mostram que a supra-regulagao da
p8 e da ATF-4 media a apoptose induzida pelo canabindide através da inducéo da
proteina pro-apoptotica TRB3 (Ohoka et al., 2005; Mayumi-Matsuda et al., 1999;
Salazar et al., 2009). De forma interessante, tem sido mostrado recentemente que
a ATF-4 regula a expressdo da TRB3 na inducdo de apoptose de células
transformadas humanas (Ohoka et al., 2005).
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES DE ORIGEM HEPATICA

Os colangiocarcinomas sédo canceres devastadores de origem intra e extra-
hepatica e tém apresentado crescimento nas taxas de incidéncia e de mortalidade
em todo o mundo (Alpini et al., 2001; Sirica, 2005). A Unica esperanga para 0s
pacientes afetados é a possibilidade de ressecc¢ao cirurgica completa do tumor
(Alpini et al., 2001; Sirica, 2005), sendo a quimioterapia convencional e a
radioterapia inefetivas em prolongar a sobrevida dos pacientes (Alpini et al., 2001).
Ja os hepatomas sdo o mais frequente tipo de cancer originado no figado, sendo
considerados o quinto tipo de cancer mais comum e o terceiro maior causador de
mortes por cancer no mundo (Ji and Wang, 2009).

Esta revisdo incluiu artigos que pesquisaram alguns tipos histolégicos
destas malignidades. Em relacao a expressao de receptores, temos que as linhas
de células tumorais do colangiocarcinoma, bem como as células controle,
expressaram os receptores CB1, CB2 e VR1, ndo havendo diferenca significante
nos niveis das células tumorais e ndo tumorais. Ja as linhas de células HepG2 do
hepatoma expressaram essencialmente os receptores canabindides CB2,
apresentando baixos niveis de CB1. Mecanismos celulares e moleculares foram
descritos para os efeitos dos canabindides nas células tumorais origem hepatica,

conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

DeMorrow (2007) descreveu o sistema endocanabindéide como um alvo
terapéutico potencial para regular o crescimento celular dos colangiocarcinomas.
Pesquisando as células Mz-ChA-1, HuH-28, HUCC-T1 e SG231, mostrou que a
AEA (1 nM = 10 uM) e o0 2-AG (1 nM — 10 uM) apresentaram efeitos opostos na
proliferacdo das mesmas. Em seu estudo, foi relatado que a AEA diminuiu

significantemente o crescimento das células tumorais enquanto o 2-AG



226

apresentou efeito estimulatorio no crescimento das mesmas (DeMorrow et al.,
2007). Estes efeitos ocorreram através de mecanismo receptor-independentes,
apesar da presencga dos receptores CB1, CB2 e VR1 nestas células (De Morrow
et al.,, 2007). Em relagdo aos efeitos antiproliferativos da AEA, foi mostrada a
ocorréncia de morte celular apoptética e de sequestro do ciclo celular (DeMorrow
et al., 2007). Embora os efeitos promotores do crescimento dos canabindides, em
tumores de varias origens, tenham sido demonstrados previamente (Gardner et
al., 2003), este € o primeiro relato demonstrando efeitos opostos destes dois
endocanabinbdides num mesmo tipo de tumor (DeMorrow et al., 2007).

DeMorrow, em outro estudo (DeMorrow et al., 2008), pesquisou os efeitos
da AEA in vivo em ratos marcados com células tumorais do colangiocarcinoma,
Mz-ChA-1. Neste estudo, foi verificado que o tratamento crénico (72 dias) com a
AEA diminuiu significantemente o crescimento dos tumores a partir do 41° dia,
sem que os ratos apresentassem sinais de toxicidade. Adicionalmente, observou-
se que a AEA diminuiu significantemente a area de necrose tumoral enquanto
aumentou a area de fibrose (DeMorrow et al., 2008).

O alvo terapéutico no colangiocarcinoma, portanto, tem como objetivo tanto
a modulagao dos niveis relativos dos abundantes endocanabindides (AEA e 2-AG)
in vivo ou a imitacdo dos efeitos antiproliferativos da AEA. E extremamente
importante salientar que o desenvolvimento de drogas quimioterapéuticas que
resultam num aumento geral dos niveis dos endocanabindides deve ser visto com
cautela, pois o0 2-AG é o endocanabindide mais abundante nos tecidos (Bisogno et
al., 2005). Neste tipo de tumor, um tratamento que atinge especificamente os
niveis da AEA sem afetar o 2-AG seria o ideal.

A células tumorais do hepatoma, HepG2, por sua vez, foram pesquisadas
em relagao a trés derivados dos canabinodides: AEA (Biswas et al., 2003), AM251
(Lee et al., 2008) e WIN 55,212-2 (Giuliano et al., 2009). Em estudo com duragéo
de 24 hs, Biswas (2003) descreveu que a AEA (1-15 pM) diminuiu a viabilidade
das células tumorais HepG2 de forma concentracdo-dependente (significante a
partir de 10 yM). Mecanismo de morte celular apoptética e de sequestro do ciclo

celular na fase G0/G1, ambos de forma receptor-independentes, foram verificados
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em concentracdes de 10-15 yM de AEA (Biswas et al., 2003). Estas células do
hepatoma, expostas ao tratamento com o AM251 (10 yM) também apresentaram
diminuicdo de sua viabilidade, observada de forma tempo-dependente em
pesquisa realizada durante 5 dias, com observacao de mudangas marcantes na
morfologia das mesmas (Lee et al., 2008a). Giuliano (2009), por sua vez,
descreveu que o WIN 55,212-2 (1-10 yM) diminuiu a viabilidade das células
HepG2 de forma tempo- e concentracdo- dependentes em pesquisa realizada por
72 hs. Este autor mostrou, adicionalmente, que o WIN 55,212-2 induziu apoptose
(aumento de células condensadas e com DNA fragmentado) e sequestro do ciclo
celular na fase subG0/G1 nestas células, em pesquisa com 36 hs de duracgao.
Esses efeitos, por sua vez, foram mediados pelos receptores CB2 (Giuliano et al.,
2009).

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Em relagdo aos mecanismos subjacentes aos efeitos opostos exercidos
pelos endocanabindides AEA e 2-AG na proliferacdo das células tumorais do
colangiocarcinoma, temos como mecanismo central a interagcdo dos mesmos com
o transporte lipidico na membrana plasmatica (DeMorrow et al., 2007). Estudos
prévios relataram que esta membrana é também requerida por varias drogas
antitumorais para o seu sitio de agdo (Arancia and Donelli, 1991; Burns, 1988;
Tritton and Hickman, 1990). No entanto, pouco sabe sobre os mecanismos de
sinais precoces envolvidos na membrana plasmatica para que ocorra a indugao de
morte celular pela quimioterapia (DeMorrow et al., 2007). A pesquisa desses
mecanismos é um alvo muito importante para desvendar possiveis abordagens
terapéuticas no tratamento do cancer. Em relagdo aos canabindides, varios
estudos descreveram, em diferentes modelos de tumores, que as suas acdes na
inibicdo do crescimento ou na supressao tumoral ocorrem através de mecanismos
receptor-independentes. Adicionalmente, foi verificado que, na maioria desses

casos, os canabindides interagiram com os mecanismos considerados elementos-
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chave no destino celular, quais sejam as estruturas do transporte lipidico na
membrana plasmatica e/ou a regulagao dos niveis de ceramida (Hinz et al., 2004a;
Mimeault et al., 2003; Vaccani et al., 2005; Gardner et al., 2003; Giuliano et al.,
2006).

Os dados do estudo de DeMorrow (2007) nas células tumorais humanas do
colangiocarcinoma in vitro, sugerem que a AEA necessita da integridade estrutural
da membrana de transporte lipidico para induzir os mecanismos de transmissao
de sinais que resultam no aumento da apoptose/inibicao do ciclo celular. Por outro
lado, esta membrana nao é necessaria para o aumento da proliferacdo mediado
pelo 2-AG (DeMorrow et al., 2007). Esses dados foram verificados em
experimento nas células tumorais Mz-ChA-1, em que foi observado que o uso da
Metil-B-ciclodextrina (MCD) e da filipina Ill (que séo depletores da membrana do
colesterol) inibiram os efeitos antiproliferativos induzidos pela AEA, mas nao
inibiram a estimulagéo da proliferacéo induzida pelo 2-AG (DeMorrow et al., 2007).
Este estudo também mostrou que a acumulacdo de ceramida foi essencial para a
morte celular induzida pela AEA (DeMorrow et al., 2007). A ceramida € um
componente importante na estrutura do transporte lipidico, pois ao mudar as
propriedades Dbiofisicas da mesma, torna-a impermeavel, estabilizando-a
(Kolesnick et al., 2000; Xu et al., 2001). Outro dado importante relatado por
DeMorrow (2007), ainda ndo mostrado em outro tipo de célula tumoral, é que a
AEA recruta as proteinas Fas e FasL, que sdao componentes do complexo de
‘morte receptor’, para dentro das membranas do transporte de lipidios, facilitando
a ativagdo do mesmo para a indugao de apoptose.

DeMorrow, em outro estudo (DeMorrow et al., 2008), utilizando como
amostra as mesmas células (Mz-ChA-1 do colangiocarcinoma), descreveu pela
primeira vez que o efeito antiproliferativo da AEA in vitro ocorreu pela supra-
regulacao da expressao da Wnt 5a. Este mecanismo dependente de Wnt 5a foi
descrito em outros estudos como possuidor de propriedades supressivas de tumor
em outras formas de cancer (Kremenevskaja et al., 2005; Liang et al., 2003;
Roman-Gomez et al., 2007; Ying et al., 2007; Ying et al., 2008). Em seu estudo,

mostrou adicionalmente o papel do receptor 6rfao da tirosina quinase, Ror2.
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Experimentos mostraram que o mesmo foi ativado pelo aumento da expressao da
Wnt 5a e que subsequentemente ativou a JNK (DeMorrow et al., 2008). O efeito
antiproliferativo da mecanismo Wnt 5a/Ror2/JNK ja havia sido mostrado
previamente em células tumorais do colon (McLeod et al., 2007). Efeitos da
ativagdo da JNK nos mecanismos antiproliferativos do colangiocarcinoma também
ja foram relatados em outro estudo (Werneburg et al., 2007). Como descrito
anteriormente, a AEA exerceu seus efeitos antiproliferativos pela estabilizacdo das
estruturas do transporte lipidico (DeMorrow et al., 2007). No entanto, ndo é sabido
se a ativacdo do mecanismo dependente da Wnt 5a, pela AEA, é diretamente
relacionada com a membrana do transporte lipidico ou se € uma consequéncia de
evento mediado por este mecanismo (DeMorrow et al.,, 2008). Um estudo
pregresso (Zhai et al., 2004) sugeriu que os sinais moleculares Wnt podem ser
ativados pelas estruturas do transporte lipidico.

DeMorrow (2008) mostrou, adicionalmente, que a redu¢do da progressao
tumoral do colangiocarcinoma in vivo, pela AEA, foi acompanhada de diminui¢cao
da expresséo de fatores tréficos, como a VEGF-C, e de seus receptores VEGF-R2
e CEGF-R3, sugerindo um mecanismo antiangiogénico. Estes fatores s&o
necessarios para a vascularizagdo dos tumores (Ferrara, 2005a, Ferrara and
Kerbel, 2005b) e contribuem para o desenvolvimento do crescimento tumoral do
colangiocarcinoma (DeMorrow et al., 2008).

Em relacéo as células tumorais HepG2 do hepatoma, os efeitos apoptoticos
da AEA foram mediados pela membrana do colesterol, pois os depletores desta
membrana (MCD ou mevastatina) inibiram significantemente os efeitos deste
canabinodide (Biswas et al., 2003). Em experimentos, também foi mostrado que o
antioxidante N-acetil cisteina atenuou os efeitos da AEA nestas células (Biswas et
al., 2003). A AEA, embora nao tenha aumentado o ROS, aumentou a toxicidade
celular induzida pelo mesmo, sendo este efeito antagonizado pelo MCD. Estes
dados sugerem que a AEA aumenta a susceptibilidade das células HepG2 ao
estresse oxidativo na presenga da membrana do colesterol (Biswas et al., 2003).
Adicionalmente, foi relatado que a AEA (10 uM) induziu a fosforilagdo de ambas as

p38 MAPK e JNK de forma tempo-dependente em estudo de 6 hs. Por outro lado,
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a AEA induziu a uma infra-regulagao dos fatores de sobrevivéncia celular Akt/PKB
(Biswas et al., 2003). E importante salientar que, nestas células, o inibidor da
acumulacao celular da AEA, AM404, nao teve efeito na morte celular induzida pela
mesma (Biswas et al., 2003).

O AM251, por sua vez, exerceu seus efeitos antiproliferativos nas células
HepG2 mediados pela fosforilagdo da ATF-3, da JNK e da AMPK (Lee et al.,
2008a). Em concentragdes de 0-30 pM, o AM251 induziu aumento da fosforilagao
da ATF3 de forma tempo- e concentragcdo- dependentes, sendo estes efeitos
antagonizados pelo inibidor da fosforilagdo da ATF-3 (Lee et al., 2008a). Foi
verificado, adicionalmente, que o inibidor da JNK antagonizou os efeitos
antiproliferativos do AM251 bem como seus efeitos na ativagcdo da ATF-3 (Lee et
al., 2008a). Dessa forma, este autor mostrou que a JNK, que ja foi descrita como
reguladora dos fatores de transcricao que inclui a ATF3 (Cai et al., 2000; Yin et al.,
1997), € um regulador-chave que antecede a mesma. No entanto, o achado mais
importante deste estudo é que a AMPK é envolvida na supressao da viabilidade
das células HepG2 pela mediagdo do AM251 (Lee et al., 2008a). Este derivado
canabindide, em concentragao de 10 uM, induziu a um aumento da fosforilacdo da
AMPK no sitio Thr172. Adicionalmente, o inibidor desta fosforilagdo antagonizou
parcialmente os efeitos do AM251 na fosforilagdo JNK/ATF3 (Lee et al., 2008a),
mostrando que ativacao da AMPK precede a ativagao da JNK/ATF3.

O canabindide WIN 55,212-2 (5, 10 yM), por sua vez, exerceu seu efeito
apoptotico nas células HepG2 acompanhado de uma infra-regulagcdo dos
membros anti-apoptdticos da familia Bcl-2 (Bcl-2 e Bcl-XL) e concomitante
aumento nos niveis dos membros pro-apoptéticos (Bax e Bcl-XS) (Giuliano et al.,
2009). Em consequéncia desses eventos, houve perda do potencial da membrana
mitocondrial e ativagdo das caspases executoras 3 e 6 (Giuliano et al., 2009). Foi
observado, adicionalmente, que o WIN 55,212-2 (5, 10 uM) ativou a caspase-8
(Giuliano et al., 2009). Esse ultimo evento pode ter sido uma consequéncia da
ativagcdo de mecanismos apoptoticos extrinsicos ou de um lago regulatorio
relacionado as caspases 9 ou 3, como relatado por Reddy (2007) (Giuliano et al.,
2009).
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Em relagdo aos fatores de sobrevivéncia nas células HepG2, Giuliano
(2009) descreveu, em seu estudo, que estas células expressaram altos niveis de
survivina, fosfo-AKT e Hsp72. Apds o tratamento destas células com o WIN
55,212-2 (10 yM), no entanto, todas estas proteinas foram marcadamente infra-
reguladas, sendo esta infra-requlagdo sugerida como papel-chave nas acodes
apoptoticas deste canabindide (Giuliano et al., 2009). Foi observado,
adicionalmente, que o WIN 55,212-2 induziu a uma diminuigdo nos niveis da
fosforilagdo da BAD nestas células. Este evento pode ter sido uma consequéncia
natural da infra-regulagéo da AKT (Giuliano et al., 2009). A inibicdo da fosforilagdo
da BAD, por sua vez, poderia ativar a fase executora da apoptose através do
aumento na propor¢ao entre os membros pro-apoptéticos e anti-apoptéticos da
familia Bcl-2, com consequente ativacdo do mecanismo de morte mitocondrial
(Giuliano et al., 2009).

Neste estudo, Giuliano (2009) pesquisou, adicionalmente, a influéncia do
mecanismo PPARy na morte das células HepG2 induzida pelo WIN 55,212-2.
Experimentos mostraram que o tratamento destas células com este canabinoide
induziram a uma aumento significativo dos niveis de PPARy nas mesmas. Os
inibidores especificos de PPARy (GW9662 ou T0070907), por sua vez,
neutralizaram marcadamente a toxicidade celular induzida pelo WIN 55,212-2,
bem como houve reversao parcial, pelo GW9662, da infra-regulacédo dos niveis
dos fatores de sobrevivéncia (survivina, fosfo-AKT e fosfo-BAD) induzidos por este
canabindide (Giuliano et al., 2009). Estes achados indicam, portanto, que o
aumento de PPARYy antecedeu esses eventos. Este mecanismo é consistente com
outros estudos que descreveram que a ativacdo da PPARy, por agonistas
especificos, leva a inibigdo do crescimento, apoptose e diferenciacdo de varias
células tumorais (Krishnan et al.,, 2007). Estas agbes, por sua vez, foram
firmemente relacionadas a infra-regulagdo da survivina e de outros fatores anti-
apoptoticos como a AKT (Harikumar and Aggarwal, 2008; Kim et al., 2006).

Ao pesquisar a influéncia da membrana de transporte lipidico, Giuliano
(2009) descreveu que o WIN 55,212-2 também exerceu suas agdes apoptoticas

nas células HepG2 pela mediagcdo da mesma. Esse mecanismo foi confirmado
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pela verificagdo de que o depletor desta membrana, MCD, inibiu parcialmente os
efeitos apoptoticos deste canabindide (Giuliano et al., 2009). Experimentos
adicionais, em que foi avaliada a coincubacdo das células HepG2 com os
antagonistas do receptor CB2 ou com os antagonistas da membrana de transporte
lipidico, mostrou reversdo parcial do aumento de PPARy-dependente do WIN
55,212-2 (Giuliano et al., 2009). Estes achados sugerem uma possivel ligagao

entre os componentes desta membrana e os fatores de transcricao.
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EFEITOS ANTITUMORAIS DOS CANABINOIDES
NOS TUMORES COLO-RETAIS

O cancer colo-retal é considerado uma das maiores causas de morte por
cancer no mundo ocidental (Patsos et al., 2005b). Esta revisao incluiu artigos que
pesquisaram alguns tipos histolégicos destas malignidades. Em relagdo a
expressao de receptores canabindides, os receptores CB1 e CB2 foram expressos
em todas as linhas de células tumorais colo-retais pesquisadas, com exce¢ao das
células CaCo-2, que expressaram essencialmente os receptores CB1 (Ligresti et
al., 2003; Joseph et al., 2004; Greenhough et al., 2007). Mecanismos celulares e
moleculares foram descritos para os efeitos dos canabindides nas células tumorais

colo-retais, conforme mencionados a seguir.

MECANISMOS CELULARES E RECEPTORES CANABINOIDES

Ligresti (2003) descreveu que os canabindides AEA, 2-AG e HU-210 (os
trés com concentragbes micromolares) inibiram o crescimento celular das células
tumorais diferenciadas DLD-1 (fenotipicamente menos invasivas). Este efeito foi
mediado pelos receptores CB1, embora no caso do HU210, houve um
envolvimento adicional dos receptores CB2. Adicionalmente, estes canabindides
inibiram significantemente o crescimento das células indiferenciadas CaCo-2
(fenotipicamente mais invasivas). Vale ressaltar que as células CaCo-2 foram
muito mais sensiveis a agado destes canabindides, quando comparada as células
DLD-1. Ainda, o efeito celular verificado nestas células foi mediado pelos
receptores CB1, ndo envolvendo nem apoptose e nem necrose (Ligresti et al.,
2003).

No entanto, recentemente Gustafsson (2009b) relatou que os canabindides
AEA e HU-210 promovem morte celular apoptética nas células CaCo-2 sem o
envolvimento dos receptores CB1. Isto porque o tratamento com antagonista dos

receptores canabindides nao inibiram os efeitos da AEA e do HU210. Além disso,
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o HU211, um enantibmero do HU-210 que n&o interage como os receptores
canabindides, apresentou efeitos citotoxicos similares ao HU-210. Além da falta de
envolvimento dos receptores CB1, aquele estudo mostrou que os canabindides
nao tiveram seus efeitos mediados pelos receptores acoplados a proteina G nem
pelo receptor vanildide VR1 (Gustafsson et al., 2009b).

Nao se sabe ao certo o porqué das divergéncias entre os resultados obtidos
no estudo de Gustafsson e Ligresti. Embora ambos os estudos tenham utilizado
células CaCo-2 e mostrado que as mesmas expressaram receptores
canabindides, é possivel que diferentes cepas da mesma linha de células podem
apresentar importantes diferengcas na expressao de componentes-chave para a
resposta em questdo. Esta questdo estd bem estabelecida nas células C6 do
glioma, onde seus subclones apresentam diferentes sensibilidades aos efeitos dos
canabindides (Galve-Roperh et al., 2000).

Gustafsson (2009b) também pesquisou o efeito do quimioterapico 5-FU (1-
100 pM) nas células CaCo-2 e mostrou que o mesmo, bem como a AEA (0.03-30
uM) e o HU-210 (0.03-3 uM), diminuiram a proliferagdo das células CaCo-2 de
forma concentragdo-dependente em experimento com duragdo de 3 dias. No
entanto, houve um grande diferenca quanto a poténcia e eficacia destes
compostos, favorecendo o HU-210 (mais potente) e a AEA em comparagao a 5-
FU (Gustafsson et al., 2009).

Em relagcdo as outras células tumorais pesquisadas (HT29 e HCT116), o
HU-210 teve maior eficacia na toxidade das mesmas quando comparada as
células CaCo-2. No entanto, o HU-210 (3 pM) apresentou efeito citotoxico
sinérgico ao 5-FU (3, 10, 30 uM) apenas nas células CaCo-2. Vale ressaltar que
nao houve efeito sinérgico entre a AEA e o 5-FU em nenhuma das células
estudadas (Gustafsson et al., 2009b).

Assim como Gustafsson (2009b), que descreveu que o efeito citotoxico da
AEA, 2-AG e HU-210 nao foram mediados pelos receptores canabindides e VR1
em células CaCo-2, Patsos (2005a) relatou que a AEA induziu morte celular ndo

apoptotica nas células HT29 (em concentracdes de 1, 10, 25 yM) e nas células
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HVAT7/C29 (em concentragbes de 10 uM e 25 uM). Este efeito foi mediado, ao
menos em parte, pelo metabolismo da COX-2 (vide abaixo).

Atualmente, ha um crescente interesse sobre o conhecimento de formas de
morte celular ndo apoptdtica, pois a inducido de morte celular por estes outros
mecanismos pode ser particularmente benéfica naqueles tumores que se tornaram
resistentes a indugao de apoptose (Okada and Mak, 2004).

No intuito de verificar a mediacdo dos receptores canabindides nas células
tumorais do colon, Cianchi (2008) utilizou em seu experimento dois ligantes
altamente seletivos para os receptores canabindides, a fim de reduzir ao maximo
qualquer interferéncia das atividades receptor-independentes previamente
relatadas para os canabindides enddgenos e naturais (Patsos et al., 2005a). Neste
trabalho, Cianchi realizou estudos in vivo (tratamento por 12 dias) e in vitro
(exposicao celular de 48 h), utilizando células tumorais HT29, DLD-1, LoVo, HCTS,
SW480, HCA7, HCT15. A ACEA (agonista CB1) e principalmente o CB13
(agonista CB2), ambos em concentra¢gdes nanomolares (100 nM), induziram
apoptose das células DLD-1 e HT29, sendo estes efeitos mediados pelos
receptores CB1 e CB2, respectivamente. Adicionalmente foi verificado que o CB13
diminuiu a viabilidade celular de todas as células pesquisadas. Finalmente, o
estudo in vivo constatou que o CB13 (2.5 mg/kg/dia) reduziu de forma significativa
o crescimento de tumores do cdélon ja estabelecidos em ratos marcados com
células DLD-1 (que expressam maior quantidade de CB2 que as células HT29),
quando comparado ao grupo controle (Cianchi et al., 2008). Vale ressaltar, que os
achados de Cianchi (2008) foram os pioneiros a relatar a maior importancia dos
receptores CB2 na indugao da apoptose in vitro e na diminuigdo do crescimento
tumoral em modelos de cancer de célon in vivo.

Mecanismo de morte celular apoptético também foi verificado nas células
tumorais SW480, HCT-15, HT29 e HCA7 (Greenhough et al., 2007). Neste estudo,
0 delta-9-THC (2.5-12.5 uyM) induziu apoptose e promoveu uma diminuicao
significativa da viabilidade destas células, de forma concentragdo-dependente,
sendo estes efeitos mediados pelo receptor CB1. No entanto, Santoro (2009)

mostrou que o rimonabanto, um antagonista/agonista inverso do receptor CB1,
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preveniu a formagao de focos de criptas aberrantes (lesbes pré-cancerosas) em
modelo de ratos com carcinogénese de colon induzida quimicamente.
Adicionalmente, o rimonabanto em concentracées de 0,1 a 20 yM e por 24 e 48
hs, diminuiu a proliferacdo e aumentou a morte das células DLD-1, CaCo-2 e
SW620 de forma concentragdo (significante acima de 2.5 yM)- e tempo-
dependentes, sendo estes efeitos maiores nas células DLD-1 e SW620. Os efeitos
antiproliferativos verificados neste estudo envolvem mecanismos de sequestro do
ciclo celular na fase G2-M, sem inducao de apoptose, sendo que as células DLD-1
exibiram o maior bloqueio nesta fase em relagao as outras células. O sequestro do
ciclo celular relatado esta intimamente ligado a mitose, evidenciado pelo aumento
significativo do numero de células polipldides em comparacéo ao controle (Santoro
et al.,, 2009). O rimonabanto também aumentou de forma significativa as
aberracdes estruturais do cromossomo, um claro indicio de entrada em mitose das
células com segregacao do DNA (lliakis et al., 2004). Neste sentido, torna-se claro
que a eficacia do rimonabanto em inibir a proliferagcdo celular DLD-1 foi em
decorréncia da indugcdo de catastrofe mitdtica. Resultados similares foram
observado nas células CaCo-2 e SW620 (Santoro et al., 2009).

Vale ressaltar que este novo mecanismo de morte celular é extremamente
importante do ponto de vista terapéutico. A catastrofe mitética, também conhecida
como morte celular mitética/proliferativa, € uma forma de morte celular pouco
compreendida. Sabe-se que resulta de um prolongado sequestro do crescimento
celular durante a mitose e dano extensivo do DNA como consequéncia de pontos
de localizagao deficientes do ciclo celular (Castedo et al., 2004; Roninson et al.,
2001). Formas n&o apoptoéticas de morte celular estdo sendo extensivamente
estudadas como um alvo potencial para terapias antitumorais. Além disso, vem
crescendo a adogao de tratamentos convencionais para o0 cancer cujo mecanismo
de acédo se baseia na morte celular por catastrofe mitética.

Existe uma atencéo especial quanto ao desenvolvimento de novas drogas
antitumorais e antiangiogénicas. A antraciclina € uma familia de compostos
pertencentes ao grupo de quinondides que sao produzidos por diferentes cepas de

estreptomicina. Estes farmacos exercem ndo apenas efeitos antibiéticos, mas
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também antineoplasicos em alguns tipos de tumores (Di Marco et al., 1981). Os
membros mais conhecidos desta familia sdo os quimioterapicos doxorubicina e
daunorubicina (Di Marco et al.,, 1981). Embora eficazes, estas substancias sao
extremamente toxicas.

Os canabinédides-quinona foram sintetizados em 1968, mas nao haviam
sido testados para fins medicinais. Foi somente em 2004 que Kogan (2004),
pesquisando o canabidiol-quinona (HU-311), verificou que o mesmo inibiu o
crescimento das células colo-retais HT29 in vitro (IC50 = 3.125 uM) e
adicionalmente diminuiu significativamente o crescimento dos tumores de ratos
marcados com estas células in vivo (2,5 e 5 mg/kg), quando comparado ao
controle (Kogan et al., 2004). Vale ressaltar que o efeito in vitro também foi
verificado em células de outros tipos tumorais, como as células leucémicas Jurkat
(maior poténcia; IC50 = 0.2 yM), SNB-19 (glioblastoma), MCF-7 (mama), DU-145
(prostata) e NCI-H-226 (pulmao) (Kogan et al., 2004). Neste sentido, o HU-331
tem um efeito antitumoral amplo. Finalmente, o HU-311 (1,2 e 4,8 pM) induziu
morte necroética das células HT29, bem como das células Raji (linfoma) e Jurkat
(leucemia). Este efeito n&o ocorreu por mecanismos de sequestro do ciclo celular

e nem foi mediado pelos receptores canabindides (Kogan et al., 2007a).

MECANISMOS MOLECULARES E VIAS DE SINALIZAGAO INTRACELULAR

Ligresti (2003) descreveu que os efeitos antiproliferativos da AEA e 2-AG
em células tumorais colo-retais CaCo-2 e DLD-1 foram mediados ndo somente
pelo receptor CB1, mas também via ciclooxigenase-2 (COX-2). Isso porque o
inibidor da COX-2 (indometacina) inibiu a proliferagao celular das células CaCo-2
indiferenciadas, sendo este efeito antagonizado pelo SR141716 (Ligresti et al.,
2003).

A influéncia da COX-2 foi similarmente constatada nas células tumorais
HT29 e HCA7/C29 do carcinoma colo-retal, que expressam niveis de COX-2

moderados e altos, respectivamente (Patsos et al.,, 2005a). Neste estudo, o
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inibidor da COX-2, NS398, inibiu os efeitos de morte celular ndo apoptotica
induzidos pela AEA (10 uM). Vale ressaltar que as células tumorais SW480, que
expressam baixos niveis de COX-2, ndo sofreram morte celular significante pela
AEA (Patsos et al., 2005a).

O fato da COX-2 estar superexpressa numa alta proporcdo destes
carcinomas (Elder et al., 2002) e também em varios tipos de outros tumores,
viabiliza a analise da sensibilidade destas células ao tratamento com canabindide
endogeno. A COX-2 pode estimular a formagao de precursores para a produgao
de prostaglandinas (Dempke et al., 2001). Adicionalmente, ao ser recaptada para
dentro da célula, a AEA pode ser metabolizada pelas enzimas da COX em PG-
EAs (Patsos et al., 2005a). Patsos (2005a) relatou que o tratamento com AEA, nas
células tumorais colo-retais, aumentou a producdo da PGE2/PGE2-EA
(prostaglandinas E2-Etanolamidas), com consequente morte das células tumorais
HT29 e HCA7/C29, desta vez por mecanismo celular apoptético. O aumento na
producéo total de PGE2/PGE2-EA provavelmente nao foi atribuido a um aumento
da PGEZ2, porque em vez de efeitos inibitérios do crescimento, esta prostaglandina
tem efeitos estimulantes do crescimento nas células do carcinoma colo-retal (Qiao
et al., 1995; Mutah et al., 2002; Pozzi et al.,, 2004). Portanto, Pastos (2005a)
sugeriu que a AEA induziu morte celular ndo apoptotica ndo somente pela
ativacao de uma unica PG-EA. Esta morte celular pode ter sido em decorréncia da
combinacdo de metabdlitos dependentes da COX-2, como os acidos 11-hidroxi-
eicosatetraendico e 15-hidroxi-eicosatetraendico (Kazak et al., 2003), e/ou uma
combinacao de fatores, incluindo PG-EAs (Patsos et al.,, 2005a). Vale ressaltar
que os efeitos antiproliferativos das prostaglandinas série-D (PGD2) e de seu
produto desidratado 15d-PGJ2 foram verificadas nas células tumorais JW2 de pele
(n&do melanoma) (Van Dross, 2009) e nas células tumorais humanas do cérvix
uterino (Eichele et al., 2009). Nestas células, a COX-2 mediou a metabolizagao da
AEA e da meAEA, respectivamente, promovento o aumento dessas
prostaglandinas (Van Dross, 2009; Eichele et al., 2009). E possivel que estas

prostaglandinas também possam atuar neste modelo tumoral.
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A acédo antiproliferativa da AEA nas células tumorais colo-retais, por outro
lado, foi aumentada pelos inibidores da captagdo da AEA, VDM11 e VDM13
(Ligresti et al., 2003), e pelos inibidores da hidrolise da mesma, AA-5-HT (Ligresti
et al., 2003) e MAPF (inibidor da FAAH) (Patsos et al., 2005a). Estes achados
sugerem que o aumento das quantidades enddgenas de AEA significa mais AEA
disponivel para exercer suas atividades antiproliferativas nestas células tumorais,
como a ativacao do receptor CB1 (Ligresti et al., 2003) e a sua metabolizagao,
mediada pela COX-2, em prostaglandinas (Patsos et al., 2005a).

No entanto, estudando mecanismos moleculares adicionais, Gustafsson
(2009b) mostrou que o efeitos citotoxicos da AEA e do HU-210 nas células CaCo-
2 nao foram mediados pela ceramida e pela MAPK. Além disso, diferente do que
foi relatado por Ligresti (2003), os inibidores da FAAH, COX e LOX nao alteraram
os efeitos da AEA, sugerindo que os metabdlitos da AEA nao estao relacionados
com os efeitos citotoxicos da AEA (Gustafsson et al., 2009b). Como mecanismo
molecular adicional, Gustafsson (2009b) observou que os efeitos citotoxicos dos
canabindides foram diminuidos significantemente pelo a-tocoferol, o que sugere
um mecanismo da membrana de transporte lipidico. O a-tocoferol reduziu a
toxicidade induzida pelo HU-210, AEA e a toxicidade combinada de HU-210 com
5-FU (Gustafsson et al., 2009b). Adicionalmente, a acdo apoptética dos
canabindides nas linhas de células CaCo-2 envolveu o mecanismo de estresse
oxidativo. Embora o L-LAME, um inibidor da sintese do 6xido nitrico, ndo tenha
alterado a toxicidade induzida pela combinagdo do HU-210 e 5-FU, o mesmo inibiu
a toxicidade induzida por estas substancias quando administradas isoladamente
(Gustafsson et al., 2009b).

Ja foi mostrado que o 6xido nitrico tem importante papel na tumorigénese
do cdélon (Ambs et al., 1998; Cianchi et al., 2003; Lala and Chakraborty, 2001;
Nathan and Xie, 1994) e relatos adicionais indicaram que a inibigdo da sintese do
oxido nitrico poderia ser util como quimiopreventivo no cancer de célon (Rao et al.,
2004). Seria de se esperar, entdo, que a inibicdo da sintese do oxido nitrico
poderia afetar a proliferagdo das células tumorais do célon. No entanto, o efeito
atenuante do L-NAME sobre a citotoxicidade induzida pelo HU-210 e pela AEA
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neste estudo, aparentemente ndo é relacionado as suas agdes na sintese do
oxido nitrico, pois outro inibidor ndo seletivo da NOS, 7-NI, ndo apresentou efeito
na apoptose induzida pelos canabindides (Gustafsson et al., 2009b). Portanto, os
efeitos do HU-210 e da AEA s&o decorrentes de outros mecanismos. Outro
importante mecanismo molecular dos canabindides seria os seus efeitos diretos
sobre a fungdo mitocondrial (Athanasiou et al., 2007). Neste sentido, os efeitos
encontrados com o HU-210 e pela AEA poderiam ser resultantes de uma acéao
direta na fungdo mitocondrial.

Em relagdo aos mecanismos subjacentes a morte celular induzida pelos
ligantes altamente seletivos ACEA e CB13, Cianchi (2008) descreveu que o0s
mesmos induziram a ativagdo da caspase 3, um grande indicativo de morte por
apoptose. Este mecanismo foi mediado pela acumulagdo de ceramida de novo, ja
que a fumonisina B1 inibiu os efeitos apoptéticos induzidos pelo ACEA e CB13,
principalmente nas células tumorais expostas ao tratamento com CB13 in vitro. No
mesmo estudo foi constatado um aumento da expressao de ceramida em ratos
com tumores tratados com o CB13 em relagdo ao controle (Cianchi et al., 2008).
Estes achados ilustram a importdncia da mediacdo da ceramida na atividade
antitumoral dos canabindides nestas células transformadas do célon. Quanto aos
receptores canabindides que poderiam estar relacionados com este mecanismo
molecular, estudos recentes tém mostrado que a ativagao tanto dos receptores
CB1 quanto dos receptores CB2 pode induzir apoptose através da estimulacédo da
sintese de ceramida de novo em varios tumores humanos, como gliomas
(Sanchez et al.,, 2001a; Galve-Roperh et al., 2000; Carracedo et al., 2006a),
leucemia (Herrera et al., 2006) e cancer pancreatico (Carracedo et al., 2006b).

Alguns estudos experimentais mostraram que a ceramida tem uma fungéo
crucial na transmissao de algumas respostas funcionais induzidas pelo TNFa em
adipécitos e células neurais (Wiegmann et al., 1994; Xu et al., 1998; Fernandez-
Veledo et al., 2006). Isto explica o porqué dos ligantes canabindides altamente
seletivos ACEA e CB13 (principalmente o CB13), além de aumentar a sintese de
ceramida de novo, também estimulam significativamente a sintese de TNFa nas

células DLD-1 e HT29, através da mediacdo de seus respectivos receptores
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canabindides. Adicionalmente, o CB13 é capaz de aumentar os niveis de TNFa
nos tumores tratados quando comparado ao grupo controle. Neste sentido, €
possivel que o TNFa seja o principal mediador da sintese de ceramida de novo
pela ativagao dos receptores canabindides nestas células tumorais (Cianchi et al.,
2008). Vale ressaltar que varios estudos mostram que o sistema canabindide pode
modular a producdo de TNFa em outras linhas celulares, com efeitos tanto
supressivos (Fernandez-Lépes et al., 2006; Bem-Shabat et al., 2006) quanto
estimulantes (Gary-Bobo et al., 2007; Tucci et al., 2006; Derocq et al., 2000;
Gertsch et al., 2004), dependendo do tipo de célula investigada.

Os mecanismos apoptoéticos de outro canabindide, o delta-9-THC, foram
descritos de forma minuciosa por Greenhough (2007) nas células tumorais
SW480, HCT-15 e HT29. Além da mediacao do receptor CB1 e da ativacédo da
caspase 3, esta ultima indicativo de apoptose mitocondrial intrinsica, o delta-9-
THC diminuiu a fosforilagdo de ERK e AKT, além de ativar a proteina pré-
apoptoética Bad. Por outro lado, ndo foram verificadas alteragées na fosforilagao de
p38 MAPK e JNK (Greenhough et al., 2007). Estes achados sao particularmente
relevantes para o cancer colo-retal, dado que ativagdes aberrantes de da ERK e
AKT ocorrem na maioria dos tumores colo-retais, em decorréncia das mutacoes
em componentes da RAS-MAPK e PI3K-AKT (Bos et al., 1987; Davies et al., 2002;
Parsons et al., 2005; Samuels et al., 2005).

Vale ressaltar que a Bad também participa do efeito apoptético do delta-9-
THC em células leucémicas Jurkat (Jia et al., 2006). No entanto, nas células
leucémicas Jurkat, o delta-9-THC desfosforilou a Bad somente no sitio Ser112 (Jia
et al., 2006), enquanto que nas células SW480, HCT-15 e HT29 a desfoforilagao
ocorreu adicionalmente no sitio Ser136 (Greenhough et al., 2007). Além disso, nas
células leucémicas Jurkat, o U0126 (um inibidor da MEK) imitou os efeitos pro-
apoptoticos do THC, sugerindo que apenas a inibicdo do mecanismo RAS-MAPK
€ envolvido na apoptose das células Jurkat pelo THC (Jia et al., 2006). Ja nas
células SW480, HCT-15 e HT29, o UO126 nao foi capaz de induzir apoptose
robusta. No entanto um aumento significativo de apoptose foi verificado com a
associagao entre UO126 e o LY294002, um inibidor da PI3K-AKT. Neste sentido,
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nas células tumorais colo-retais, os efeitos do delta-9-THC sdo mediados tanto
pelo sistema RAS-MAPK quanto pelo sistema PI3K-AKT (Greenhough et al.,
2007). Finalmente, o efeito do delta-9-THC difere nas células leucémicas Jurkat
em relagdo as células tumorais colo-retais, quanto aos receptores canabindides
envolvidos. Jia (2006) relatou igual envolvimento dos receptores CB1 e CB2 na
apoptose das células Jurkat induzida pelo THC. Ja Greenhough (2007) mostrou
que apenas o receptor CB1 foi responsavel pela inibicdo de ambas ERK e AKT na
apoptose das células tumorais colo-retais induzidas por este canabindide, mesmo
considerando o fato das células colo-retais expressarem ambos os receptores
canabinoides.

O conjunto de evidéncias acima descritas agrega a hipotese de que os
canabindides atuam por especificidade de tipo de célula tumoral. Adicionalmente,
sugerem que a supressdo da atividade da Bad €& importante nos tumores
altamente dependentes da ERK e AKT, sendo que a ativagao desta proteina pelo
delta-9-THC esta diretamente relacionada com os seus efeitos apoptoticos em
células tumorais colo-retais.

Quanto aos mecanismos moleculares presentes na morte celular por
catastrofe mitotica induzida pelo rimonabanto (Santoro et al., 2009), sabe-se que o
mesmo se da, ao menos em partes, pelo aumento sustentado do complexo ciclina
B1/cdk1 e diminuicdo de ambas as proteinas Aurora B e Chk1 (Santoro et al.,
2009). Vale ressaltar que estas proteinas sdo necessarias para a transigcdao G2/M e
segregacgao cromossdmica durante a mitose (Castedo et al., 2002; Castedo et al.,
2004; Vagnarelli and Earnshaw, 2004; Vader et al., 2006; Abraham, 2001). A
inibicdo da Aurora B e da quinase ChK1 fosforilada poderia ter interesse particular,
haja vista que a supresséo seletiva destas proteinas poderia ser uma estratégia
terapéutica promissora para o tratamento do cancer (Yan et al., 2004; Xiao et al.,
2005; Hayama et al., 2007). Em relagao aos mecanismos moleculares subjacentes
a inducao de aberragdes cromossémicas, foi verificado que o rimonabanto inibiu a
ativacdo da p38 MAPK e reduziu a expressao PARP-1 (Santoro et al., 2009), que
sdo duas proteinas-chave na manutencao da integridade genémica (Susse et al.,
2004; Terzoudi et al., 2005; Reinhardt et al., 2007).
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No que diz respeito aos mecanismos subjacentes na morte celular tumoral
induzida pelo HU-331, Kogan mostrou que este CBD-quinona agiu pelo
mecanismo de inibigdo catalitica da topoisomerase |, evitando a fragmentagao do
DNA. Doses baixas de HU-331 (100 nM) foram capazes de inibir a enzima,
enquanto que com doses maiores (10-30 yM) houve uma supressdo total da
enzima. Vale ressaltar que a topoisomerase Il participa da maioria das transagoes
do DNA, como replicagédo, transcrigdo, segregacao cromossomal, e reuniao
nucleossomal (Kogan et al., 2007a). No entanto, os efeitos na morte celular ndo
foram mediados pela cascata de caspases, estresse oxidativo e topoisomerase |,
bem como n&o envolveu a modulag&o dos fatores de sobrevivéncia celular (Kogan
et al., 2007a). A inibicdo da topoisomerase |l ja foi relatada para outros agentes
quimioterapéuticos como a doxorubicina. A doxorubicina, assim como outras
antraquinonas, age através de numerosos mecanismos, como apoptose, geracéo
de ROS, inibicdo ndo seletiva de ambas as topoisomerases (I e Il), ativacdo
intracelular de segundos mensageiros, etc. Ja o HU-331 apresenta uma atividade
altamente especifica sobre a indugédo de morte celular (Kogan et al., 2007a).

Em um estudo comparativo entre o HU-331 e o quimioterapico
doxorubicina, Kogan (2007b), foi constatado em modelos tumorais de ratos
marcados com células HT29 (cdlon) e Raiji (linfoma) mostrou que ambas as drogas
diminuiram significativamente os tumores em relagdo ao grupo controle controle
(Kogan et al., 2007b). Vale ressaltar que a duragao do tratamento foi de dois
meses para as ceélulas HT29 e trés semanas para as células Raji. No entanto, os
ratos marcados com células HT29 e tratados com o HU-331 (15 mg/kg/sem)
tiveram uma maior diminuigdo dos tumores quando comparado aos ratos tratados
com a doxorubicina (2.5 mg/kg/sem) (Kogan et al., 2007b). Resultados similares
foram obtidos para os ratos marcados com células Raji (Kogan et al., 2007b).
Finalmente, as concentragcbes usadas de HU-311 e que induziram atividade
antitumoral, apresentaram toxicidade minima, ja que os ratos tratados com a
droga além de ganharem peso, ndao mostraram alteragbes significativas em
exames laboratoriais (ecocardiografia, niveis plasmaticos da troponina cardiaca T

e contagem celular sanguinea) (Kogan et al., 2007b). Em contraste, os ratos



244

tratados com a doxorubicina perderam peso e tiveram alteragdes significativas na
funcéo cardiaca, indicado pelos exames acima descritos. Adicionalmente, houve
mielotoxicidade, com diminuigdo significativa dos leucdcitos e das plaquetas
(Kogan et al., 2007b).

Seria esperado que o HU-331, sendo uma quinona, induzisse a formacéao
de ROS, substancias diretamente relacionadas com a cardiotoxicidade induzida
pela doxorubicina. No entanto, em analise mais especifica (proteina carbonils e
MDA) n&o foram encontradas diferencas no tecido cardiaco dos animais tratados
com HU-331, quando comparado ao grupo controle (Kogan et al., 2007b). Estes
resultados corroboram os achados de outro estudo que mostrou que o HU-331
induziu morte celular tumoral in vitro sem a geragéo de ROS (Kogan et al., 2007a).
Portanto, as evidéncias acima mencionadas, mostrando que o HU-331 é mais
efetivo na diminuicdo do crescimento tumoral e menos toxico que o quimioterapico
doxorubicina, expdem um grande potencial para o desenvolvimento de uma nova

droga contra o cancer.

EFEITO ANTIANGIOGENICO

Kogan (2006) descreveu o potente efeito do HU-331 (derivado quinona do
canabidiol) na atividade antiangiogénica. Os achados in vitro deste estudo,
utilizando as células endoteliais da aorta bovina (BAECs) e as células endoteliais
vasculares da veia umbilical humana (HUVECs), mostraram que o HU-331 (4.8
MM) inibiu a proliferagdo celular de forma mais acentuada quando comparado aos
canabindides CBD, delta-8-THC, HU-210. Além disso, foi mais potente que os
outros derivados quinonodides, como o HU-336 (delta-8-THC-quinona) e o HU-335
(canabinol-quinona) (todos com concentragdes de 0.6-300 pM) (Kogan et al.,
2006). Vale salientar que a inibigdo do crescimento de varias linhas de células
tumorais HU-311 foi em decorréncia de necrose (Kogan et al., 2007a), enquanto
que o efeito antiproliferativo endotelial foi por mecanismo apoptético (Kogan et al.,
2006).
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Os achados ex vivo deste estudo mostraram que o HU-331 apresentou
efeito inibidor da angiogénese nos anéis de aorta de ratos em concentragdes
nanamolares (300 nM) (Kogan et al.,, 2006), sendo estas concentracdes
significativamente inferiores aquelas necessarias para os seus efeitos na maioria
das linhas de células tumorais humanas (Kogan et al., 2004).

Finalmente, os achados in vivo, em tumores de ratos marcados com células
HT29 do carcinoma de cdélon, mostraram que o HU-331 reduziu de forma
significativa a densidade vascular, quando avaliada por métodos de imunoensaio
do CD31. Neste sentido, o HU-331 diminuiu ndo apenas a angiogénese basal,
mas também a tumoral. Finalmente, outro agente antitumoral quinona, a
doxorubicina, ndo afetou significativamente a vascularizagdo do tumor, sugerindo
que a agao antiangiogénica do HU-331 é estruturalmente especifica (Kogan et al.,
2006).

Embora extremamente significativa, a acdo antiangiogénica do HU-331,
difere dos efeitos antiangiogénicos dos agonistas dos receptores canabindides.
Estes atuam de forma indireta, inibindo as citocinas e consequentemente a
estimulacdo de seus respectivos receptores (como o VEGF e VEGFR) que estao
envolvidos no controle da angiogénese (Portella et al., 2003; Blazquez et al.,
2004). Ja o HU-331 e os outros derivados quinondides tiveram efeitos
antiangiogénicos nos ensaios do anel da aorta ex vivo, onde fatores de
crescimento pro-angiogénicos (VEGF e FGF) foram adicionados (administragao
exogena) ao meio de cultura. Sendo assim é provavel que o efeito do HU-331 seja
mediado pela sua acéo direta nas células endoteliais. De fato, o HU-331 altera a
expressao de varios genes envolvidos nas fungdes celulares precoces das células
endoteliais vasculares. Em experimento com duracdo de 12 h nas células
HUVECs, o HU-331 aumentou a expressdo de mRNA da MMP-1, COX-2 e
osteoprotegerina, enquanto que diminuiu a expressdo de mRNA do mondcito
chemotatico proteina-1, fator Von Willebrand factor (VWF) e fosfolipase A2 (Kogan
et al., 2006). Por outro lado, o HU-331 ndo afetou significantemente as citocinas
pré e anti-angiogénicas nem a expressao de varias proteinas de adeséo celular

endotelial vascular (Kogan et al., 2006). Estes achados sugerem que o HU-331
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inibe a angiogénese pela indugdo direta de apoptose das células endotelias
vasculares antes mesmo da expressao das citocinas pro/antiangiogénicas e de
seus receptores (Kogan et al., 2006).

Por fim, o fato do HU-331 ter propriedades antitumorais (Kogan et al.,
2004), antiangiogénicas (Kogan et al., 2006) e maior seletividade na acao
antitumoral em relagdo a doxorubicina (Kogan et al., 2007b), torna-o uma nova
droga potencial no tratamento do cancer. Para tanto, sdo necessarios estudos
adicionais a fim de se tracar com maiores detalhes o perfil farmacodindmico desta
droga.

EFEITO ANTIMIGRATORIO

Joseph (2004) avaliou o efeito antimigratorio da AEA nas células tumorais
SW480 e constatou que a mesma, por si s6, ndo teve efeito na migracao destas
células. Resultado similar foi encontrado por Kishimoto (2003) nas células
leucémicas. No entanto, a AEA (40 nM) e o HU-210 inibiu totalmente a migracéo
das células SW480, quando a migracdo das mesmas foram induzidas pela
norepinefrina. Vale ressaltar que este efeito foi mediado pelo receptor CB1
(Joseph et al., 2004).

Sabe-se que a noradrenalina € um potente indutor de migracao de células
tumorais (Drell et al., 2003). Em contraste, o GABA, principal neurotransmissor
inibitério do cérebro, inibe a atividade migratéria induzida pela norepinefrina nas
células de carcinoma de mama (Drell et al., 2003) e colon (Joseph et al., 2002).
Este efeito GABAérgico parece ser mediado pelos receptores GABAB, um
receptor metabotrépico acoplado a proteina G inibitorias - Gi (Joseph et al., 2004)
que, quando ativado, inibe a atividade da adenilciclase (Joseph et al., 2002).

Portanto, é possivel que a AEA iniba a migracdo celular através de
mecanismos intracelulares similares aqueles vistos pelo GABA (Joseph et al.,
2004). Finalmente, o fato dos efeitos inibitorios da AEA nestas células tumorais

serem mediados pelo receptor canabindide CB1, faz com que os agonistas destes
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receptores sejam considerados um alvo terapéutico potencial de agao

antimetastatica neste modelo tumoral.



248

CANABINOIDES, IMUNIDADE E EFEITO BIFASICO

Alguns estudos desta revisao (Galve-Roperh et al., 2000; Sanchez et al.,
2001; Blazquez et al., 2003; Blazquez et al.,, 2004; Carracedo et al., 2006b;
Cianchi et al., 2008; Oesch et al., 2009) utilizaram ratos imunodeficientes, que
apresentam deficiéncia de células maduras T e B, para avaliar o efeito da
imunidade na acado antitumoral dos canabindides. Sabe-se que, sob certas
circunstancias, os canabindides agem como imunosupressores, em decorréncia
da estimulacao de receptores CB2 em células e érgdos imunoldgicos. Esta acao
poderia inibir a imunidade antitumoral (Sanchez et al., 2001).

Zhu (2000) reportou que a injecao de THC durante 4 a 6 semanas em ratos
imuno-competentes acelerou o crescimento dos implantes tumorais em dois
diferentes modelos de cancer de pulmdo em camundongos murino. Esta agao foi
em decorréncia da estimulagdo de receptores CB2, que por sua vez inibiu a
capacidade dos antigenos presentes nas células tumorais e os das células T para
gerar aloreatividade.

No entanto, nos estudos incluidos nesta revisdo, ndo houve influéncia da
imunidade antitumoral do hospedeiro nos experimentos in vivo. E possivel que
esta inibicdo imunogénica nao tenha sido suficiente para minimizar o efeito
antitumoral dos canabindides. Sanchez (2001a), por exemplo, mostrou que o
crescimento dos tumores de ratos imunodeficientes com gliomas marcados
(inoculacao de células C6) foram significantemente menores nos ratos que tiveram
injecao intratumoral de JWH-133 (50 pg/dia) que nos ratos do grupo controle.
Resultados similares foram encontrados com doses equivalentes de WIN 55,212-
2. Adicionalmente, o JWH-133 bloqueou totalmente a proliferagdo dos tumores em
ratos imunodeficientes marcados com células do astrocitoma humano grau IV,
efeito este mediado pelo receptor canabindéide CB2 (Sanchez et al.,, 2001a).
Finalmente, Oesch (2009), mostrou que a administragao peritumoral do HU-210
(0.2 mg/kg) diminuiu significantemente o crescimento dos tumores de ratos
imunodeficientes marcados com células Rh4 (Rabdomiossarcoma) em relagao ao

controle.
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Em decorréncia desta divergéncia de resultados, é possivel que os
canabinodides exercam um efeito dual no crescimento tumoral, podendo apresentar
tanto acao antiproliferativa direta (Galve-Roperh et al., 2000; Sanchez et al., 2001;
Blazquez et al., 2003; Massi et al., 2004; McAllister et al., 2005), como também, de
forma indireta, aumentar o crescimento tumoral através da inibicdo da
imunogenicidade (Zhu, 2000).

Dois mecanismos que levam a estimulacdo do crescimento celular pelos
canabindides foram descritos. O primeiro, dependente dos receptores CB1 e CB2,
envolve a estimulacdo direta da sinalizagdo PKC-P13K-ERK e a subsequente
supra-regulacéo dos receptores do androgénio e do fator de crescimento do nervo
(NGF) (Velasco et al., 2001; Sanchez et al., 2003b). Em relacdo ao receptor
androgénico, no entanto, foi verificado que o delta-9-THC apresentou efeito
antiproliferativo nas células MCF-7 bem como nas células MCF7-AR1 (células
tumorais de mama com transferéncia de receptor androgénico) (Von Bueren et al.,
2008). Neste estudo, estes células tinham efeito proliferativo induzido pelo [3-
estradiol (Von Bueren et al.,, 2008) e foi descrito que o delta-9-THC néo
apresentou efeito estrogénico nem androgénico neste modelo tumoral (Von
Bueren et al., 2008). Ja o segundo mecanismo sugere que o efeito mitogénico dos
canabindides pode estar relacionado com a transativagdo do EGFR (receptor do
fator de crescimento epitelial) e a consequente alteracao na expressao do fator de
necrose tumoral pela transativagdo. Este processo parece ser catalizado pela
enzima alfa conversora, TACE/ADAM17, levando a estimulagdo da ERK (Hart et
al., 2004). No entanto, este mecanismo ndo foi verificado em um estudo
subsequente, Preet (2008). Naquele estudo, foi descrito que o delta-9-THC néo
modulou a expressao ou a fosforilagdo do EGFR nas células do adenocarcinoma
de pulmao (n&o de pequenas células) (Preet et al., 2008).

Fatores como a via de administragdo (local vs sistémico), tempo de
exposicdo a droga (periodo curto vs periodo prolongado), e a capacidade
intrinsica das células tumorais para responder ao canabindide (ex., presenca ou
auséncia de receptores canabindides) devem determinar o balango entre a

progressao e a regressao do tumor (Sanchez et al., 2001a).
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SELETIVIDADE DOS CANABINOIDES NA ACAO ANTITUMORAL

A maioria dos estudos incluidos mostrou que os canabindides sao capazes
de matar as células tumorais de forma seletiva (Sanchez et al., 1998; Galanti et
al., 2008; Ellert-Miklaszewska et al., 2005; Duntsch et al., 2006, Carracedo et al.,
2006a; Ligresti et al., 2006; Sarnataro et al., 2006; Sarfaraz et al., 2005;
Gustafsson et al., 2006; De Morrow et al., 2008). Em contraste ao seu efeito pro-
apoptotico e antitumoral nos varios tipos tumorais, os canabindides protegem as
células normais da apoptose (Velasco et al., 2004).

Nesta revisao, apenas quatro estudos descreveram efeitos nao seletivos da
agao canabinoide (Baek et al., 1998; Powles et al., 2005; Widmer et al., 2008; Lee
et al., 2008). No entanto, os resultados obtidos por Widmer (efeito do delta-9-THC
nas células U373MG) divergiu daqueles encontrados por Salazar (2009), que
mostrou que o delta-9-THC induziu apoptose nestas células de forma seletiva.

Em relacdo aos mecanismos de sobrevivéncia celular, temos que a
sinalizagéo PI3K/AKT (Velasco et al., 2004; Sarfaraz et al., 2006) € um evento que
acontece de forma similar nas células, para que ocorre a estimulagdo do fator de
crescimento e consequentemente a sobrevivéncia celular (Atwal et al., 2000;
Schlessinger, 2000; Brunet et al., 2001). Por outro lado, a ERK 1/2 tem um
comportamento dual e esta envolvida tanto na proliferacao celular como no
sequestro do ciclo celular (Sarfaraz et al., 2006). O fator determinante do efeito da
ativacdo da ERK 1/2 sobre a morte ou proliferacdo celular &€ extremamente
complexo. No entanto, sabe-se que a duragdo do estimulo indutor desta
sinalizagéo € crucial na determinacédo dos efeitos desta cascata (Sarfaraz et al.,
2006).

Os canabindides sdo capazes de aumentar a ceramida e
consequentemente produzir apoptose na maioria das células do glioma (Sanchez
et al., 1998a; Galve-Roperh et al., 2000; Sanchez et al., 2001a; Recht et al., 2001;
Gobmez del Pulgar et al., 2002a, Carracedo et al., 2006a), bem como em muitas
outras células tumorais, como pancreas (Carracedo et al.,, 2006b), figado
(DeMorrow et al., 2007) e colo-retal (Cianchi et al., 2008). No entanto, em
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experimentos com células cerebrais, os canabinoides diminuem a ceramida e
atenuam os processos de apoptose em astrécitos normais (Gémez del Pulgar et
al., 2002b). E possivel que este comportamento paradoxal nas células da glia seja
decorrente de diferentes capacidades entre as células tumorais e nao-tumorais
para sintetizar ceramida em resposta aos canabindides (Velasco et al., 2004).
Assim, a ativagdo do receptor canabindide nas células do glioma aumenta a
sintese da ceramida de novo e ativa os processo de apoptose, enquanto em
astrécitos normais a sintese da ceramida de novo nao afeta o processo de
apoptose, a despeito da presencga de receptores canabindides funcionais nestas
células (Guzman et al., 2001b; Guzman, 2003). Neste sentido, os, canabindides
podem inibir a Akt via ceramida em células do glioma (Gomez de Pulgar et al.,
2002a), enquanto que em astrocitos primarios eles ativam a Akt e contrapdem a
inibicdo de Akt induzida pela ceramida (Gomez del Pulgar et al., 2002b). Desta
forma, respostas opostas aos canabindides das células trasformadas da glia e das
normais podem se basear em caracteristicas diferenciais dos seus respectivos
mecanismos intracelulares e/ou diferengas na funcionalidade dos seus receptores

canabinoides (Velasco et al., 2004).
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CANABINOIDES E EFEITOS COLATERAIS

A ativacdo do receptor CB1 pelos canabindides é o principal fator
responsavel pelos efeitos colaterais conhecidos destas substancias. No entanto,
em algumas situagdes clinicas como a de pacientes com cancer que se submetem
a quimioterapia, possiveis efeitos colaterais podem ser considerados toleraveis
pelos pacientes.

Estudo conduzido por Guzman (2006), utilizando delta-9-THC em pacientes
com GBM recorrente, mostrou que a administracéo intratumoral de THC foi segura
e nao promoveu efeitos colaterais significativos. No entanto, o delta-9-THC néo é
0 agonista canabindide mais apropriado para futuras estratégias antitumorais,
devido a sua alta hidrofobicidade e pela psicoatividade mediada pelo CB1
(Guzman et al.,, 2006). Outros agonistas canabindides, como o WIN 55,212-2
(agonista misto CB1/CB2) (Galve-Roperh et al., 2000), que é menos hidrofébico, e
o JWH-133 (potente agonista seletivo CB2), embora exercam agao antitumoral em
modelos animais, ainda possuem limitagées farmacocinéticas e farmacodinémicas
em relacdo ao delta-9-THC. Neste sentido, embora extremamente interessantes,
existe um longo caminho quanto as aplicagbes clinicas destes outros
canabindides, em decorréncia da falta de estudos toxicologicos pré-clinicos
(Guzman et al., 2006).

Varios canabindides livres de psicoatividade s&o potencialmente Uteis como
agentes antitumorais nos gliomas, incluindo o acido ajulémico (Recht et al., 2001),
o canabidiol (Massi et al., 2004; 2006; 2008; Vaccani et al., 2005) e o JWH-133
(Sanchez et al., 2001a; Blazquez et al., 2003; 2004). Ainda, embora alguns
compostos tenham agéo psicoativa em doses maiores, como por exemplo o WIN
55,212-2, em decorréncia de sua alta eficacia tumoral, sdo necessarias pequenas
doses, que neste caso, sdo ausentes de efeitos psicoativos. De fato, o WIN
55,212-2 apresentou efeito antitumoral em uma concentragdo similar a 10%
daquela necessaria de delta-9-THC (Galve-Roperh et al., 2000).

Muitos experimentos verificaram que os canabindides que atuam nos

receptores CB2 estédo livres de psicoatividade. Em relagdo aos gliomas, ressalta-
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se que nao sdo todos os glioblastomas multiformes humanos e linhas de células
do glioma que expressam receptores CB2 funcionais (Sanchez et al., 2001a;
Cudaback et al., 2003). No entanto, em varios outros tipos tumorais o receptor
CB2 além de estar presente, é crucial para a acdo antiproliferativa dos
canabindides, como por exemplo, as células PC-3 da prostata pelo JWH-015
(Olea-Herrero et al.,, 2009a) e as células colo-retais HT29 e DLD-1 pelo CB13
(Cianchi et al., 2008). Os receptores CB2 também mediaram os efeitos
antitumorais do CBD nas células tumorais de mama MDA-MB-231 e MDA-MB-436
(McAllister et al., 2007).

Vale ressaltar, que algumas células tumorais, como as células linfoblasticas
de Jurkat, expressam essencialmente os receptores CB2. Este fato fornece
subsidios cientificos para o uso de agonistas especificos de receptores CB2 no
tratamento das malignidades do sistema imununoldgico.

Os dados desta revisdo sugerem que tanto o CBD quanto o delta-9-THC
podem levar a indugdo de apoptose nas células leucémicas. No entanto, os
mesmos diferem quanto aos seus mecanismos de agdo. Sendo assim, o
tratamento combinado de delta-9-THC e CBD poderia aumentar significativamente
a eficacia na morte de células tumorais. Embora ndo existam evidéncias
significativas da eficacia desta associagao no tratamento de leucemias e linfomas,
relatos preliminares mostraram que a combinagao destes fitocanabindides foi mais
bem tolerada que o uso isolado do delta-9-THC (Russo, 2006a). Esta abordagem
permitiia 0 uso de doses maiores de delta-9-THC sem os efeitos colaterais
psicoativos indesejados. De fato, foi mostrado que o CBD pode antagonizar as
acgdes psicoativas do delta-9-THC, em decorréncia da inibicdo de sua
metabolizacdo a um metabdlito ainda mais psicoativo, o 11-hidroxi-THC (Bornheim
& Grillo, 1998). Conforme descrito anteriormente, o uso isolado de CBD apresenta
um potente efeito antitumoral nas leucemias (McKallip et al., 2006) bem como em
outras células tumorais. No entanto, deve ser considerado o fato que os agonistas
CB2 podem prejudicar a imunidade antitumoral (Zhu et al., 2000).

Outra estratégia potencial para o tratamento das neoplasias seria aumentar

as concentragdes do canabindide AEA. Em alguns tipos de tumores, o uso de
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substancias capazes de aumentar o nivel de AEA enddgena tem mostrado
resultados promissores. Esta estratégia € possivel com drogas que inibem a
recaptura (Mimeaut et al., 2003; Macarrone et al., 2000; Bifulco et al., 2004;
Ligresti et al., 2003) ou entdo a degradacgao intracelular (Melck et al., 1999;
Nithipatikom et al., 2004; Bifulco et al., 2004; Patsos et al., 2005a) da AEA.
Adicionalmente, o uso destas substancias seria particularmente util em tecidos
tumorais que superexpressam a AEA, o 2-AG ou ambos (Ligresti et al., 2003).
Estes recursos poderiam ser utilizados, uma vez que possuem atividade
potencializadora, concomitantemente ao uso de agentes antitumorais que se
mostrarem efetivos nestes tumores, incluindo canabindides e também os
quimioterapicos classicos.

Outros tipos de células tumorais especialmente sensiveis a agao da AEA
seriam aquelas que superexpressam a COX-2, haja visto que nestas células os
efeitos antiproliferativos da AEA sdo mediados pelo catabolismo da COX-2 em
prostaglandinas (Hinz et al., 2004a; Eichele et al., 2009; Patsos et al., 2005a; Van
Dross, 2009). Nestes tumores, o uso de inibidores da captacéo intracelular e da
degradacao da AEA também apresentaria efeitos potencializadores a AEA. Esses
mesmos efeitos também foram verificados em tumores de mama, pela OEA
(Bisogno et al., 1998) e pelo PEA (Bisogno et al., 1998; Di Marzo et al., 2001).

Altas concentracbes de AEA também podem ser adquiridas teoricamente
para propositos terapéuticos nas neoplasias, embora este endocanabindide nao
seja a escolha mais apropriada pela via exdgena, considerando a sua meia-vida
curta (Contassot et al., 2004a). Pesquisas farmacolégicas com analogos estaveis
da AEA estdo em andamento, com o intuito de desenvolver drogas sintéticas com
maior estabilidade para uso clinico em concentragdes mais baixas. Dois analogos
estaveis da AEA, a metanandamida e a Met-F-AEA, tem mostrado evidéncias
antitumorais em varios tipos de cancer. A metanandamida mostrou-se efetiva, por
exemplo, em tumores de proéstata (Olea-Herrero et al.,, 2009), cérvix uterino
(Ramer and Hinz, 2008; Eichele et al., 2009), pulm&o (Ramer and Hinz, 2008;
Eichele et al., 2009) e linfomas (Gustafsson et al., 2008). A Met-F-AEA, por sua

vez, foi intensamente estudada em tumores da tiredide (Bifulco et al., 2001;
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Portella et al., 2003; Bifulco et al., 2004; Pisanti et al., 2007), mostrando efeitos
antiproliferativos, antiangiogénicos e antimetastaticos. Também mostrou efeitos
antiproliferativos e antimetastaticos nos tumores de mama (Grimaldi et al., 2006;
Laezza et al., 2006; Laezza et al., 2008).

Por fim, o uso concomitante de ceramida aos canabindides também poderia
ser uma estratégia interessante em alguns tipos de tumores, afim de maximizar a
eficacia e minimizar os efeitos colaterais de alguns canabindides. Isto porque a
ceramida apresentou atividade semelhante aos canabindides em alguns modelos
tumorais (Galve-Roperh et al., 2000; Gémez Del Pulgar et al., 2002a; Gustafsson
et al., 2009a). Vale ressaltar que a associagdo com ceramida ja é utilizada em
alguns tratamentos com quimioterapicos convencionais (Morales et al., 2007;
Schenck et al., 2007).

A sintese desta revisdo mostrou que os canabindides exerceram atividades
antimetastaticas e antiangiogénicas significantes em alguns tipos tumorais, muitas
das vezes em doses inferiores (eventualmente nanomolares) aquelas necessarias
para a indugdo de efeitos antiproliferativos. Desta forma, os canabindides
poderiam ser usados terapeuticamente nestes desfechos possivelmente com
toxicidade minima. Neste sentido, eles podem ser considerados como uma
excelente opcao terapéutica, sobretudo pela escassez de recursos efetivos no

tratamento de alguns canceres pela medicina.
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LIMITACOES DO ESTUDO

Os dados desta revisao limitam-se pela falta de estudos de eficacia in vivo
(animais de laboratério) para alguns alguns tipos de canabindides em outros tipos
de tumores. Adicionalmente, a falta de estudos farmacocinéticos,
farmacodinamicos e toxicoldgicos in vivo impede que no momento possa ser
apurada a possibilidade do uso destes compostos em seres humanos. Disto
decorre a inexistencia de estudos de eficacia em seres humanos com desenho

metodologicamente adequado.
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CONCLUSOES
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6- CONCLUSOES

1- 0s canabindides exerceram seus efeitos antitumorais in vitro de forma seletiva

na ampla maioria dos estudos, nao atingindo as células normais usadas como

controle; também houve seguranga na administragdo dos mesmos in vivo; em

seres humanos, o delta-9-THC, em particular, foi utilizado via intracraniana em

pacientes com GBM, tendo havido seguranc¢a nesta administragéo.

em relagdo aos efeitos antitumorais propriamente ditos, o canabindide delta-9-

THC apresentou efeitos conforme relatados a seguir:

atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6.9, U373, U251, U87, U118, H4, SF126, SF188, SW1088,
T98G, Gos3, GBM); neuroblastomas (NB2A, N18TG2); cancer de prostata
(PC-3); cancer de mama (EVSA-t, SKBr3, MCF-7, T47-D, MDA-MB-231,
MDA-MB-468, MDA-MB-436); cancer de cérvix uterino (HeLa S3); cancer
de pulmao (A549, H460, SW1573); cancer de pele (B16, A375, MelJuso);
cancer de pancreas (MiaCaPa2, Panc1, Capan 2, BxPx3); tumores colo-
retais (SW480, HCT-15, HT29, HCAY7); Rabdomiossarcoma (Rh4);
leucemias (HL60, CEM, HEL-92, Jurkat, ML2, K562, EL-4, LSA, P815, Molt-
4, Sup-T1).

evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
as seguintes células tumorais: gliomas (C6.9, U87, GBM); pulméo
(carcinoma Lewis de pulmao, A549, SW1573), pancreas (MiaCaPa2);
leucemias (EL-4).

atividade antiangiogénica in vitro, verificada nas células tumorais de pulmao
(A549, SW1573).

evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos tratados
com células tumorais do glioma (C6) e em bidpsias de pacientes com GBM
tratados com delta-9-THC
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e atividade inibitéria da invasdo celular tumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: gliomas (C6.9, U87, SW1088, T98G, U118);
mama (MDA-MB-231); cérvix uterino (HeLa, C33A); pulmdo (A549,
SW1573); observada também nas células vasculares endoteliais.

e evidéncia inibitéria da invasao celular tumoral in vivo, verificada em bidpsias
de tumores de ratos marcados com células C6.9 e em biopsias de
pacientes com GBM tratados com delta-9-THC.

e evidéncia inibitoria dos nodulos de metastases in vivo, verificada em
colénias tumorais pulmonares de ratos marcados com células tumorais de
pulmao (A549).

o canabindide 11-OH-delta-9-THC apresentou atividade antitumoral in vitro,

verificada nas células tumorais do cérvix uterino (HeLa S3).

o canabindide delta-8-THC apresentou efeitos antitumorais conforme relatados

a seguir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6, U, 87); cérvix uterino (HeLa S3).

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

as seguintes células tumorais: gliomas (U87); pulm&o (Lewis).

o canabindide CBN apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a

sequir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas células tumorais do cervix
uterino (HeLa S3) e de mama (MDA-MB-231, MDA-MB-436)

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais de pulméo (Lewis).

o canabindide CBG apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada nas
células tumorais de mama (MDA-MB-231, MDA-MB-436) e do carcinoma
epitelial oral (CB).
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7- o canabindide CBD apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:
e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (U87, U373); cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB436);
timoma (EL-4), carcinoma epitelial oral (CB); leucemias (HL60, Jurkat, EL-4,
Molt-4).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
as seguintes células tumorais: glliomas (U87); cancer de mama (MDA-MB-
231); leucemias (EL-4); tiredide (KiMol).
e atividade inibitéria da invasdo celular tumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: gliomas (U87); mama (MDA-MB-231).
e evidéncia antimetastatica in vivo, verificada pela diminuicdo das metastases
de pulmao decorrentes de tumor primario de mama (MDA-MB-231) e de
tiredide (KiMol).

8- o canabindide CBD-DMH apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada

nas células leucémicas (HLGO).

9- o canabindide WIN 55,212-2 apresentou efeitos antitumorais conforme
relatados a seguir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6.9, U87, U251, SF126, SF188); prostata (PC-3, LNCaP); mama
(MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468); pele (PDV.C57, HaCa4); pele
(B16, A375, Melduso); figado (HepG2); Sarcoma de Kaposi (KS-IMM);
leucemias (Jurkat, Molt-4, Sup-T1, EL-4, LSA, P815); linfomas (Rec1, L144,
L102, L718, L1547, L1676, JVM-2, Jeko); também observada nas HUVECs

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
as seguintes células tumorais: gliomas (C6.9, GBM); mama (MDA-MB-231);
pele (PDV.C57, B16); pancreas (MiaCaPa2).

e atividade antiangiogénica in vitro, verificada nas células tumorais do glioma
(C6).
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evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos marcados
com as seguintes células tumorais: pele (PDV.C57, B16) e gliomas (C6).
atividade inibitéria da migracao celular tumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: prostata (PC-3, DU-145), mama (MDA-MB-231),
cérvix uterino (SW756); observada também nas células vasculares
endoteliais.

evidéncia antimetastatica in vivo, verificada pela diminuicado das metastases
de pulméo decorrentes de tumor primario de mama (MDA-MB-231);
diminuicdo das metastases de figado e pulméo decorrentes de tumor
primario de pele (B16); diminuigcdo das metastases em 6rgéos proximos e
distantes ao pancreas, decorrentes de tumor primario de pancreas
(MiaPaCa2).

10-0 canabindide JWH-133 apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a

seqguir:

atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
mama (MDA-MB-231, MDA-MB-468); pele (PDV.C57, HaCa4); leucemias
(Jurkat).

evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
as seguintes células tumorais: gliomas (C6, C6.9, GBM); mama (MDA-MB-
231); pele (PDV.C57, B16); pancreas (MiaCaPa2).

atividade antiangiogénica in vitro, verificada nas células tumorais dos
gliomas (C6, GBM).

evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos marcados
com as seguintes células tumorais: pele (PDV.C57, B16); gliomas (C6,
GBM).

atividade inibitéria da migracao celular tumoral in vitro, verificada nas
células tumorais do glioma (C6, GBM); observada também nas células da
vasculatura endotelial.

evidéncia inibitéria da migracdo celular tumoral in vivo, verificada nas

células tumorais dos gliomas (C6.9, GBM).
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e evidéncia antimetastatica in vivo, verificada pela diminuicdo das metastases
de pulméo decorrentes dos seguintes tumores primarios: mama (MDA-MB-
231), pele (B16).

11- o canabinéide JWH-015 apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:
e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6); prostata (DU-145, PC-3, LNCaP); pancreas (MiaCaPa2);
leucemias (Jurkat, Molt-4).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais de préstata (PC-3).

12- o canabindide HU-210 apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
seqguir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (U373), préstata (DU-145), mama (MCF-7, EFM-19, T47D); pulméao
(H460), pele (PDV.C57, HaCa4); colo-retais (CaCo-2, DLD-1, HT29,
HCT116); Rabdomiossarcoma (Rh4, Rh8), leucemias (Jurkat, Molt-4, Sup-
T1, EL-4, LSA, P815).

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais do rabdomiossarcoma (Rh4).

13- o canabinol-quinona apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: linfoma (Raiji); leucemia (Jurkat); glioblastoma
(SNB-19); mama (MCF-7); prostata (DU-145); célon (HT29); observada
também nas BAECs e HUVECs.

14- o delta-8-THC-quinona apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: linfoma (Raji); leucemia (Jurkat); glioblastoma
(SNB-19); mama (MCF-7); prostata (DU-145); célon (HT29); observada
também nas BAECs e HUVECs.
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15- o canabindide HU-331 (canabidiol-quinona) apresentou efeitos antitumorais
conforme relatados a seguir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
linfoma (Raji); leucemia (Jurkat); glioblastoma (SNB-19); mama (MCF-7);
prostata (DU-145); colon (HT29); observada também nas BAECs e
HUVECs.

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
células tumorais do célon (HT29) e do linfoma B (Raji).

¢ atividade antiangiogénica ex vivo, verificada no anel adrtico de ratos.

e evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos marcados

com células tumorais do colon (HT29).

16- o canabinodide CP 55,940 apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada
nas seguintes células tumorais: glioma (C6), feocromocitoma (PC-12), mama
(MDA-MB-231, MDA-MB-436)

17- o canabindide KM-233 apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:
e atividade antitumoral in vitro, verificada nas células tumorais do glioma
humano (U87, U373).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais do glioma (U87).

18- o canabindide AJA apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:
¢ atividade antitumoral in vitro, verificada nas células tumorais dos gliomas
(Ce, U8T).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais do glioma (U87).
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19- o ligante canabindide ACEA apresentou atividade antitumoral in Vvitro,
verificada nas células tumorais do pancreas (MiaPaCaZ2) e colo-retais (DLD-1,
HT29).

20- o ligante canabindide CB13 apresentou efeitos antitumorais conforme
relatados a seguir:
e atividade antitumoral in vitro, verificada nas células tumorais colo-retais
(DLD-1, HT29, LoVo, HCT8, SW480, HCA7, HCT15).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais colo-retais (DLD-1).

21- O antagonista/agonista inverso do receptor CB1, rimonabando, apresentou
efeitos antitumorais, conforme relatados a seguir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:

mama (MDA-MB-231, MCF-7, T47D); colo-retais (DLD-1, CaCo-2, SW620).

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais de mama (MDA-MB-231).

22- o canabindide AEA apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6, U87, U251, H4); neuroblastoma (CHP100), SH-SY5Y, LAN-5),
feocromocitoma (PC-12), prostata (DU-145, PC-3, PNCaP); mama (MCF-7,
EFM-19, T47D); cérvix uterino (HeLa, Caski, C299); pulmao (H460); pele
(JWF2); origem hepatica (HepG2, Mz-ChA-1, HuH-28, HUCC-T1, SG231);
colo-retais (CaCo-2, DLD-1, HT29, HCA7/C29); osteossarcoma (MGG63);
carcinoma gastrico (HGC-27, MKN-28, MKN-74); leucemias (Jurkat, Molt-4,
Sup-T1, EL-4, LSA, P815); linfomas (DAUKI, U937, Rec-1, L144, L102).

e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados

com células tumorais do colangiocarcinoma (Mz-ChA-1).
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¢ atividade antiangiogénica in vitro, verificada nas células tumorais do glioma
(C6).

e evidéncia evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos
marcados com células tumorais do colangiocarcinoma (Mz-ChA-1) e do
glioma (C6).

e atividade inibitoria da invas&o celular tumoral in vitro, verificada nas células
tumorais dos gliomas (C6.9, U87, U118, SW1088, T98G).

23- o0 canabindide arvanil (analogo AEA) apresentou efeitos antitumorais conforme
relatados a seguir:
e atividade antitumoral in vitro, verificada nas células tumorais da tiredide
(KiMol) e leucémicas (Jurkat).
e evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com

células tumorais da tiredide (KiMol).

24- o canabindide meAEA apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a
sequir:

e atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6, H4); prostata (DU-145, PC-3, LNCaP); mama (MCF-7, EFM-
19, T47D); cérvix uterino (HeLa, C33A); pulmao (A549); linfomas (L718,
L1547, L1676, Rec-1, Jeko, Jwm-2, MEC1, MEC2).

¢ evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
células tumorais dos linfomas (Jeko-1).

e atividade inibitéria da invasdo celular tumoral in vitro, verificada nas
seguintes células tumorais: prostata (PC-3, DU-145); cérvix uterino (Hela,
C33A); pulmao (A549).
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25- 0 canabindide Met-F-AEA apresentou efeitos antitumorais conforme relatados

a seguir:

atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
mama (MDA-MB-231, TSA-E1, T47D); tiredide (KiMol, TK-6, MPTK-6);
rabdomiossarcoma (Rh4).

evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
células tumorais da tiredide (KiMol).

atividade antiangiogénica in vitro, verificada nas células tumorais de tiredide
(KiMol, TK-6, MPTK-6) e nas células endoteliais (PAE e HUVECS).
evidéncia antiangiogénica in vivo, verificada em tumores de ratos marcados
com células tumorais da tiredide (KiMol).

atividade inibitéria da migracao celular tumoral in vitro, verificada nas
células tumorais de mama (MDA-MB-231, TSA-E1).

evidéncia antimetastatica in vivo, verificada pela diminuicdo das metastases
de pulmao decorrentes dos seguintes tumores primarios: mama (TSA-1);
tiredide (3LL).

26- o canabindide 2-AG apresentou efeitos antitumorais conforme relatados a

seqguir:

atividade antitumoral in vitro, verificada nas seguintes células tumorais:
gliomas (C6); prostata (DU-145); mama (MCF-7, EFM-19, T47D); tiredide
(KiMol), colo-retais (CaCo-2, DLD-1).

evidéncia antitumoral in vivo, verificada em tumores de ratos marcados com
células tumorais da tireoide (KiMol).

atividade inibitéria da migragéo celular tumoral in vitro, verificada em células

tumorais do cérvix uterino (SW756).

27- o canabindide 2-AG enddgeno (e ndo exdgeno) apresentou atividade inibitoria

da invasao celular tumoral in vitro, verificada nas células tumorais de prostata
(PC-3, DU-145).
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28- a noladina éter (analogo 2-AG) apresentou atividade inibitéria da invaséo
celular tumoral in vitro, verificada nas células tumorais de prostata (PC-3, DU-
145).

29- o canabindide SEA apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada nas

células tumorais do glioma (C6).

30- o canabindide PEA apresentou atividade antitumoral in vitro, verificada nas

células tumorais de pele (JWF2).



268

IMPLICACOES PARA A PESQUISA
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7- IMPLICACOES PARA A PESQUISA

Os dados deste estudo fornecem subsidios encorajadores para que se
realizem pesquisas sobre os perfis farmacodinamicos e toxicoldgicos de varios
canabindides avaliados nesta revisdo, pois estes novos dados abririam a
possibilidade para que os mesmos possam ser testados em seres humanos para a
avaliacao dos seus efeitos antitumorais.

No entanto, ensaios clinicos randomizados com o delta-9-THC em
associagéo com os quimioterapicos convencionais ja poderiam ser realizados para
a avaliacédo de eficacia do mesmo. O delta-9-THC foi amplamente estudado em
varios estudos pré-clinicos e demonstrou evidéncia antitumoral in vivo em varios
modelos de tumores. Adicionalmente, o uso deste canabindide em humanos ja foi
liberado pelo FDA para uso como antiemético em pacientes com cancer
submetidos a quimioterapia, bem como para uso estimulante de apetite em
pacientes anoréticos com AIDS. Seguranga na administragdo via intratumoral do
mesmo também foi relatada em pacientes com GBM. Guzman (2006), que
realizou o unico estudo piloto em pacientes com GBM recorrente, considerou, em
seu estudo, que o préximo passo para a avaliacdo do delta-9-THC em humanos
poderia ser em pacientes com GBM recentemente diagnosticados e virgens de
tratamento. No entanto, seria mais prudente e ético realizar estudos com este
canabindide em associacdo a outros quimioterapicos, pois o0 seu estudo néao
forneceu evidéncias de eficacia antitumoral nos pacientes avaliados. Novas vias
de administracdo além da intratumoral, no caso dos gliomas, também deveriam
ser avaliadas, bem como a associagao a outros canabindides, como o canabidiol.

O canabidiol, no caso, também poderia ser pesquisado em ensaios clinicos
randomizados em associacdo com quimioterapicos, pois mostrou-se eficaz na
terapéutica antitumoral em varios modelos de tumor in vivo. Além do mais, tem
demonstrado seguranga em diversos ensaios clinicos em humanos na avaliagao
de outros desfechos. Adicionalmente, tem aprovacdo para uso medicinal em

humanos em associagdo ao delta-9-THC, na proporc¢ao 1:1 (Satixex), para alivio
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dos sintomas de nausea e vOmitos em pacientes com cancer submetidos a
quimioterapia.

O nabilone, por sua vez, também é um canabindide liberado pelo FDA para
uso como antiemético em pacientes com cancer submetidos a quimioterapia.
Estudos in vitro e in vivo deveriam ser realizados para avaliacdo de seus efeitos
antitumorais.

O HU-331, de forma interessante, mostrou atividade antitumoral em varias
linhas de células tumorais e foi mais eficaz que a doxorubicina em tumores colo-
retais in vivo. Além disso, diferente deste quimioterapico, ndo apresentou efeito
cardiotoxico e mielotéxico nos ratos avaliados. Pesquisas farmacodinamicas
devem ser realizadas para que este canabindide, promissor na terapéutica

antitumoral, venha a ser testado em seres humanos.
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8- IMPLICACOES PARA A PRATICA

Existe a possibilidade de uso de canabindides como um recurso
terapéutico antitumoral, de forma isolada ou em associagdo com quimioterapicos
convencionais. No entanto, ensaios clinicos envolvendo estes agentes, em
particular o delta-9-THC e o CBD, devem ser realizados para a adequada
avaliacdo da eficacia antitumoral dos mesmos em humanos. No caso de outros
canabinodides, fazem-se necessarias pesquisas toxicologicas, farmacocinéticas e
farmacodinamicas prévias para que os mesmos possam vir a ser futuramente

testados e avaliados quanto a sua eficacia em seres humanos.
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10- ABSTRACT

Objective: To evaluate, through a systematic review of the literature, the
antitumoral effects of cannabinoids on any type of cancer, involving both human
beings and animal samples, as well as cultured tumor cells. Method: Research
included the following electronic databases: PUBMED, EMBASE, LILACS and
"The Cochrane Collaboration Controlled Trials Register. All published studies
involving the antitumoral effects (cellular and molecular mechanisms) of
cannabinoids were considered for this review. Thus, not only clinical trials
(randomized or not) but experimental studies (both in vivo and in vitro) were taken
into account. The bibliography search strategy included all publications of each of
these databases until December 31, 2009. The scrutiny of all the references from
the relevant articles for this review (which included review articles) was also
performed, in order to select items that could not have been captured by the
chosen electronic search strategy. Results: From 3,920 initially identified articles,
117 fulfilled the inclusion criteria for this review. All the studies included in this
systematic review were experimental (in vivo and/or in vitro), except for a pilot
clinical trial phase I/l involving humans. In all experimental studies included,
cannabinoids exerted antitumoral activity in vitro and/or antitumoral evidence in
vivo in several models of tumor cells and tumors, respectively. The antitumor
activity included: antiproliferative effects (cell cycle arrest), decreased viability and
cell death by toxicity, apoptosis, necrosis, autophagy, as well as antiangiogenic
and antimigratory effects. Antitumoral evidence included: reduction in tumor size,
antiangiogenic, and antimetastatic effects. Additionally, most of the studies
described that the canabinnoids exercised selective antitumoral action in several
distinct tumor models. Furthermore, normal cells used as controls were not
affected. The safety factor in the cannabinoids’ administration has also been
demonstrated in vivo in rats with tumors which were marked with tumor cells. The
sole study in humans demonstrated safety in intratumoral administration of delta-9-
THC in patients with recurrent glioblastoma multiforme. Conclusions: The various
cannabinoids tested in multiple tumor models showed antitumoral effects both in

vitro and in vivo. These findings indicate that cannabinoids are promising
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compounds for the treatment of cancer. However, methodologically well conducted
research on humans through clinical trials has yet to be performed in order to
evaluate their effectiveness. This is the case of delta-9-THC and cannabidiol,
which have been tested and approved for use in humans in other clinical
conditions. In the case of other cannabinoids, however, further pharmacokinetic as
well as pharmacodynamic and toxicological studies are required before their being

tested in humans.
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