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RESUMO

Glioma é um tipo de tumor raro, que afeta o sistema nervoso de maneira bastante agressiva,
possui dificil diagnostico, tratamentos com baixa efetividade e sobrevida menor que um ano.
Em virtude de fatores como a variabilidade celular intratumoral, a limitacdo de agentes
quimioterapicos existentes, o desenvolvimento de resisténcia adaptativa do céncer ao
tratamento e a reincidéncia tumoral pés-cirurgia, se faz necessario o desenvolvimento de novos
tratamentos. Nesse contexto, moléculas analogas a endocanabindides como as amidas graxas
(AG) se mostram uma boa alternativa, visto que a literatura aponta a existéncia de acdo
antitumoral através da interacdo com este sistema, o qual modula diversas vias metabolicas
ligadas ao cancer. Neste trabalho foram sintetizadas dois grupos de amidas graxas (AG1 e AG2)
a partir do 6leo de andiroba (Carapa guianensis aublet) utilizando lipase de Candida antarctica-
B (CAL-B) avaliado seus potenciais contra células de glioma in vitro (C6). As AGs reduziram
a viabilidade de células de glioma C6 de maneira dose dependente e ndo foram citotoxicas em
celulas de glia saudaveis. Ambos grupos causaram morte celular por apoptose além de causar
perda de integridade mitocondrial provavelmente inibindo a via PI3kK/AKT. Além disso, as AGs
foram capazes de reduzir o potencial migratorio da linhagem celular C6. Concluindo, as AGs

possuem potencial promissor para tratar glioma in vitro.

Palavras-chave: Amidas Graxas. Andiroba. Endocanabindides. Glioma.



ABSTRACT

Glioma is a rare type of tumour, which acts on Nervous System in a very aggressive way,
presents problems in its diagnosis, low effective treatments and survival time less than one year
after diagnosis. Due to factors such as intratumoral cell variability, inefficient chemotherapy
drugs, adaptive resistance development to the drugs and tumour recurrence after resection, the
development of new drugs becomes necessary. In this sense, molecules analogues to
endocannabinoids such as fatty amides are a good alternative, since scientific literature shows
that they can act as antitumor agents through the interaction with the endocannabinoid system,
which modulates many metabolic pathways related to cancer. In this work, two fatty amides
synthetized from andiroba (Carapa guianensis aublet) using lipase from Candida antarctica-B
(CAL-B) oil were tested aiming to evaluated its potential in the glioma treatment in vitro (C6).
AGs reduced C6 cell viability in a dose dependent manner while were not toxic to normal glia
cells. Both FAAL and FAAZ2 caused apoptosis cell death and also loss of mitochondrial integrity
probably by inhibiting PI3k/AKT pathway. Furthermore, FAAs were capable of reduce the C6
migratory potential. In conclusion FAAs have a promising potential to treat glioma-type brain

cancer.

Keywords: Glioma. Andiroba. Fatty amides. Endocannabinoids.
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1 INTRODUCAO

Gliomas sdo canceres que atingem o Sistema Nervoso central (SNC), s&o raros
correspondendo a apenas 1,4% dos canceres no mundo. No entanto, os gliomas de alto
grau sdo agressivos e dificeis de diagnosticar de modo que a sobrevida dos pacientes é
em media, menor que um ano ap6s o diagnostico (DESOUZA et al.,2016). Os
tratamentos disponiveis atualmente incluem a quimioterapia, radioterapia e cirurgia de
resseccao, porem nao sao eficientes e possuem altas taxas de recidiva. Dentre os fatores
que dificultam o tratamento podemos citar a dificuldades no diagndstico, a
variabilidade celular intratumoral, a limitagdo de agentes quimioterapicos existentes, o
desenvolvimento de resisténcia adaptativa do cancer ao tratamento e a reincidéncia
tumoral pés-cirurgia (MIRANDA-FILHO etal., 2017). Além disso, devido a existéncia
da barreira hematoencefalica, os farmacos utilizados para o tratamento
de gliomas séo apresentados em doses muito altas, causando toxicidade em tecidos
periféricos (SHERGALIS et al., 2018).

Em virtude de tais dificuldades, surge a necessidade de tratamentos efetivos
contra os gliomas, onde o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais
se mostram uma alternativa atrativa. Nesse contexto, a Amazonia apresenta-se como
uma fonte rica de espécies nativas com potencial biotecnoldgico, muitas das quais ja
sdo utilizadas na medicina tradicional da regido (CHAMBERLIN et al., 2019;
PORFIRIO-DIAS et al., 2020).

A andiroba (Carapa guianensis aublet) é uma espécie da qual se utiliza o 6leo
proveniente de sua semente para producdo de medicamentos e cosméticos. O 6leo de
andiroba € rico em &cidos graxos como os &cidos oleico, palmitico e linoleico
(MILHOMEN-PAIXAO et al., 2016). A partir desses 6leos é possivel sintetizar amidas
graxas (AG), moléculas analogas aos endocanabindides.

O sistema endocanabindide modula diversos sistemas do organismo humano
incluindo o SNC e por esse motivo, moléculas capazes de interagir com esse sistema
vem sendo investigadas para o tratamento de diversas doencas (CHANDA et al.,2019).
Tendo em vista que ja existem trabalhos na literatura, que mostram a atividade
antitumoral dessas moléculas bem como a importancia do sistema endocanabindide no
mecanismo de desenvolvimento do cancer (MACCARRONE et al., 2000; BIFULCO
et al., 2006; SCHAWARZ et al., 2018), neste trabalho, serdo utilizados dois grupos de



AG analogas a endocanabindides que foram sintetizadas a partir do éleo de andiroba,

para avaliar seu potencial no tratamento de células de glioma in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Gerais dos Gliomas

Gliomas sdo denominados todos os tumores cerebrais originados de células
gliais, que s&o um conjunto de células muito importantes para manutencéo do sistema
nervoso, desempenhando func¢des na homeostase, metabolismo, transmisséo sinaptica
e desenvolvimento (BLUTSTEIN et al., 2013). Gliomas s&o raros, compondo apenas
1,8% dos canceres, porém sdo bastante agressivos e letais. Segundo o Instituto Nacional
de Céncer (INCA) no ano de 2019 houve mais de 9000 mortes por cancer do SNC no
Brasil e estima-se que surjam cerca de 11.090 casos ao ano, sendo 5.870 homens e
5.220 mulheres.

Embora mais prevalente em adultos, ocorrendo mais frequentemente em idosos
com idade a partir de 64 anos, criancas também podem desenvolver essa patologia
(DAVIS et al., 2016). Entre os sintomas observados estdo dor de cabeca, nausea,
vomito, falta de equilibrio, incontinéncia urinaria, deficiéncia no campo visual,
convulsdo e coma. Apesar da existéncia de diagndstico por imagem, existe certa
dificuldade em classificar esses canceres, muito devido a heterogeneidade na populacéo
celular que compde tais tumores (HANIF et al., 2017).

Segundo a OMS, os gliomas podem ser classificados de acordo com aspéctos
histoldgicos relacionados ao tipo celular glial de origem (astrécito, oligodendrocito ou
células ependimais) (Figura 01), originando astrocitomas, oligodendrogliomas e
ependimomas. Os astrocitomas, podem ser divididos ainda, em graus de malignidade
sendo eles: grau | (astrocitoma pilocitico), Il (astrocitoma de baixo grau), Il

(astrocitoma anaplasico) e 1V (glioblastoma multiforme) (CIAGLIA et al., 2015).
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CELULAS GLIAIS PROGENITORAS

ASTROCITO OLIGODENDROCITO | CELULA EPENDIMAL

L - L

OLIGODENDROMA EPENDIMOMA

Figura 1 - Tipos de canceres de origem glial e suas respectivas células de origem. (Fonte: Adaptado de
Rao, 2004).

Assim como 0s astrocitos sdo as células gliais mais populosas do SNC, os
astrocitomas sdo o tipo de cancer cerebral mais comum e mais maligno, destacando-se
0 Glioblastoma Multiforme (GM), que corresponde a 46% dos gliomas. Sao
caracterizados pela heterogeneidade de suas populagfes celulares letais e resistentes as
terapias existentes (AJUM et al.,2017; PERSAUD-SHERMAN, 2017), e podem ser
divididos em primario, que abrange 90% dos GMs e secundario, que surge a partir de
um outro tipo de astrocitoma de menor grau (HW LO et al., 2010).

Assim como outros tipos de cancer, os gliomas surgem em resultado de um
acumulo de mutacdes em genes denominados supressores de tumor e proto-oncogenes.
Tais mutacdes podem ter relacdo hereditaria e/ou fatores externos como exposicédo a
radiacdo e substancias carcinogénicas. Entretanto, ao contrario de alguns tipos de
cancer onde um fator especifico é determinante, ndo ha evidencias de nenhum fator
externo diretamente relacionado ao surgimento do cancer cerebral. Algumas doencas
de carater hereditarias podem estar associadas ao surgimento desse tipo de neoplasia,
tais quais, doenga de VVon Hippel-Lindau, neurofibromatose de tipos 1 e 2, esclerose
tuberosa, schwannomatose familiar, entre outras (RAO et al., 2004; OMURO &
DEANGELLIS, 2013)

Além disso, a transformacdo neoplasica pode atingir células tronco adultas,
gerando populacbes celulares chamadas células tronco tumorais, as quais matem o
crescimento tumoral em virtude da capacidade dessas células de se auto renovar
(CLARKE & HASS, 2004).
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Quadro 1 — Classificacdo dos astrocitomas.

CLASSIFICACAO DE ASTROCITOMAS

Astrocitoma difuso Grau I
(Mutagao — IDH)
Astrocitoma anaplésico
(mutacdo — IDH) Grau lll
TUMORES Glioblastoma Grau IV
ASTROCITICOS (Tipo selvagem)
DIFUSOS .
Glioblastoma Grau IV
(mutacdo — IDH)
Glioma difuso da linha
média (mutacdo — H3 Grau IV
k27M)
Astrocitoma pilomixdide incerto
Xantroastrocitoma Grau I
pleomorfico
O ASTROCITICOS Xantroastrocitoma Grau 11l
pleomorfico anaplésico
Astrocitoma
Subependimario de Grau |
Células gigantes

Fonte: adaptado de INCA, 2016.

Atualmente os tratamentos disponiveis sdo, principalmente a cirurgia para
remocdo do tumor, quimioterapia, sendo 0s agentes mais comuns a nitrosureia,
bevacizumab e tomozolomida (TMZ). Além de radioterapia, terapia antiangiogénica e
terapia génica, bem como a utilizacdo de mais de um desses tratamentos em conjunto.
Entretanto, mesmo quando efetuada uma ressecgdo tumoral, as chances de
ressurgimento do tumor é bastante alta, girando em torno de 90% e apresentando um
indice de sobrevivéncia que gira em torno de 3 a 5% em um periodo de 3 anos. Isso se
da devido a alta probabilidade de células neoplasicas remanescentes se espalhnem em
regides vizinhas, promovendo reincidéncia (PEARSON et al.,2017).

Nesse contexto, ndo ha um protocolo de tratamento definitivo para gliomas e
busca-se por receptores alvo para desenvolvimento de novos farmacos. Porém a

eficiéncia desses farmacos é comprometida devido a existéncia da barreira
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hematoencefélica, que dificulta a entrada de certas moléculas no SNC, de modo que
muitos farmacos ndo chegam ao local ou chegam em menor concentracdo e ainda
causam toxicidade em tecidos vizinhos (GANIPINENI et al.,2018; SHERGALIS et al.,
2018).

Existem ainda outras dificuldades no tratamento de gliomas como a existéncia
de células tronco tumorais que sao resistentes aos tratamentos de radioterapia e
quimioterapia, a administracdo de farmacos em tecidos tumorais heterogéneos culmina
na resisténcia de certas populacgdes celulares através de pressao seletiva, problemas no
diagnostico e falta de biomarcadores para atingir células especi3ficas
(CHAKRABORTY & RAHMAN, 2012; BATLLE & CLEAVERS, 2017; PUCCI et
al., 2019).Desta forma, é necessario o desenvolvimento de novas pesquisas para
aumentar o arsenal terapéutico de farmacos afim de encontrar novas terapias contra 0s
gliomas.

Um dos modelos mais utilizados para estudos de novas drogas contra gliomas é
a linhagem celular de glioma C6, a qual é oriunda de ratos Wistar, obtida com a
utilizagdo do carcindgeno N-metil-N-nitrosureia (MNU) na década de 1960. E um
modelo seguro utilizado para estudos farmacoldgicos em geral e mais especificamente
de céncer cerebral, isso se da devido sua similaridade com glioblastoma multiforme
humano caracterizado por expressar marcadores que facilitam investigacdes
histoquimicas produzindo um modelo altamente angiogénico que pode substituir a
utilizacao de roedores imunodeprimidos. Este modelo tem sido utilizado pra investigar
invasdo, migracdo, angiogénese e desenvolvimentos de gliomas. (GYERING et al.,
2017; GIAKOUMETTIS, KRITIS, et al., 2018).

Possuem os genes PDGFb, IGF-1, EGFR e Erb3/Her3 superexpressos, 0s quais
também se encontram desse modo em glioblastomas humanos (BARTH & KAUR,
2009). Quando injetadas em ratos sdo capazes de originar tumores com morfologias
celulares indefinidas, ndo expressando a proteina glial fibrilar acida (GFAP)
comumente expressa em astrocitos normais (ndo neoplasicos), além de apresentar
regides de necrose mimetizando tumores GBM (GROBBEN et al., 2002).

Ademais, a linhagem celular C6 vem sendo utilizada para testes com produtos
naturais com potencial citotoxico para células cancerigenas, destacando-se por
exemplo, o extrato etanolico de Tinospora cordifolia, que foi testado nessa linhagem,
demonstrando-se a atividade inibitdria do ciclo celular do referido composto (MISHRA

etal., 2013). Assim como 0 a curcumina, um componente ativo do acafrdo, que segundo
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Fong et al (2010), leva a diminuicéo da proliferacdo de glioblastoma in vitro. Nesse
contexto, a linhagem celular C6 é apropriada para 0s experimentos que serdo realizados
neste trabalho, bem como para futuras comparagdes com demais produgdes presentes

na literatura.

2.2 Sistema Endocanabindide e o Tratamento do Cancer
2.2.1. Aspectos Gerais do Sistema Endocanabindide

O sistema endocanabindide recebe esse nome em virtude da descoberta deste
estar associada a espécie Cannabis sativa, a qual vem sendo utilizada de maneira
recreativa e medicinal ha milénios, com registros que datam cerca de 2000 a.C. Desde
0 século XIX as moléculas neuroativas provenientes desta planta passaram a ser
investigadas, e somente na década de 1930 o primeiro ativo foi identificado, o
canabinol, seguido pela identificacéo das estruturas do canabidiol (CBD) e do A%-tetra-
hidrocanabinol (THC), que foram elucidadas na década de 60 por Gaoni e Mechoulan
(ZUARDI & WALDO, 2006).

A partir da caracterizagdo do THC, veio a investigacdo de receptores alvo
destas substancias, os quais foram denominados receptor canabindide 1 (CB1) e
receptor canabinoide 2 (CB2,) moléculas enddgenas capazes de se ligar a estes foram
identificadas as quais foram denominadas endocananbindides (SOLYMOSI et al.,
2016).

Atualmente sabe-se que a C. Sativa possui mais de 100 canabindides também
chamados de fitocanabinodides, sendo THC seu psicoativo mais proeminente, bem como
tantas outras moléculas de interesse como os terpendides. Esses estudos favoreceram a
descoberta do sistema endocanabinoide, e outras moléculas como canabindides
sintéticos e substancias andlogas aos endocanabindides, tais quais Palmitoiletanolamida
(PEA) e oleoiletanolamida (OEA), bem como suas funcdes no organismo (SAGAR et
al., 2009).

Os endocanabindides sdo moléculas derivadas do acido araquidénico e ligantes
enddgenos dos receptores do sistema endocanabindide (ARTMAN et al., 2008), sendo
primeiramente identificado, a arachidonoyl ethalonamide, também conhecida como
anandamida (AEA) e o 2-Arachidonoyl glicerol (2-AG) (EZZILI et al, 2010).
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FITOCANABINODES

A°-THC CBD

ENDOCANABINGIDES

2-AG AEA

ANALOGOS A ENDOCANABINOIDES

OEA PEA

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns exemplos de fitocanabindides, endocanabindides e analogos a
endocanabindides. A°-THC: tetra-hidrocanabinol; CBD: canabidiol; 2-AG: 2-araquidonoilglicerol;
AEA: ananindamida; OEA: oleoiletanolamida; PEA: Palmitoiletanolamida (Fonte: Adaptado de Tsuboy
etal., 2018)

O sistema endocanabinoide, € conhecido como sistema diversificado, pois pode
ser encontrado em todas as células e € capaz de interagir com qualquer sistema
fisioldgico, podendo agir na modulacéo de diversos processos metabolicos. Das muitas
funcdes e atuagdes que o sistema endocanabindide desempenha, destaca-se a
neuromodulacéo, seja ela paracrina ou enddcrina, envolvimento na sinalizagéo celular
em processos de diferenciacéo, proliferacdo e morte celular (DI MARZO et al.,2004).

Devido sua grande diversidade de atuagdo, ndo se pode afirmar total
conhecimento a respeito deste sistema. Entretanto, sabe-se que além dos
endocanabindides em si, este sistema é composto por receptores, enzimas de
degradacdo e de sintese (LIGRESTI et al., 2016).

Os receptores endocanabindides CB1 e CB2 séo pertencentes a classe de
receptores associados a proteina G (RAPG). CB1 é um receptor mais frequentemente
encontrado em células do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo mais densamente
encontrados no cortex, hipocampo, ganglios basais e cerebelo. Também sdo

encontrados, em menor frequéncia, em outros sistemas como o cardiovascular e
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reprodutor, ja o receptor CB2, foi primeiramente identificado no sistema imune. Pode
ser também encontrado em tecidos vasculares e respiratorios, trato gastrointestinal além
de figado e sistema reprodutor e em menor quantidade no SNC mais especificamente
em neurdnios e microglias (SVIZENSKA et al.,2008; YE et al., 2019). Além destes,
receptores associados a proteina G, GPR55 e GPR119 também estdo envolvidos com o
efeito dos canabindides no metabolismo. GPR55 por exemplo, esta associado a
progressdao tumoral e a inibicao desse receptor reduz tumores gliobastoma
(TOMKO,2019). Ainda, KHOO (2013), demonstra que agonistas do receptor PPARg
possuem efeitos antineoplasicos reduzindo a viabilidade de células de glioma C6.

J& o receptor transitério valindide do tipo 1 (TRPV1), mais recentemente, foi
considerado um “receptor canabinodide inotropico adicional”. Expresso em neurdnios,
predominantemente naqueles relacionados a nocicepc¢édo, podendo estar relacionado a
dor, sensacdo térmica, homeostase, inflamacdo e outros (HAMTIAUX et al., 2011;
STOROZHUK et al., 2019). O TRPV1 é um canal catibnico majoritariamente de ions
de célcio. E mais expresso no hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatrio e medula
espinhal. Além disso, esses receptores sdo expressos ndo somente em neurénios mais
também em mastdcitos e micrdglias. Possui uma vasta lista de ligantes, incluindo o
endocananbinodide AEA (SZALLASI et al., 2007; K.Ho et al., 2012).

A ligacdo entre receptor e ligante endocanabinoide é bastante variada. Um
mesmo ligante é capaz de se ligar tanto a CB1 quanto em CB2 resultando, porém, em
respostas fisiologicas distintas (SHAHBAZI et al., 2020). Além disso, 0s
endocanabindides ndo se encontram disponiveis constantemente no organismo, mas
sim, produzidos quando necessario. No sistema nervoso central, a disponibilidade de
endocanabindides pode aumentar em resposta a um aumento da concentragdo de calcio
(MECHOULAM et al., 2014).

Existem também enzimas responsaveis pela regulagdo do sistema
endocanabindide, atuando na sintese ou degradacdo dessas moléculas. Dentre as
enzimas envolvidas na sintese, podemos citar a N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina-
fosfolipase-D (NAPE-FLD), responsavel pela producdo da AEA, tendo como principal
precursor a N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE). Ja& 2-AG tem como
precursores os diacilglicerois (DAGS), que sdo produzidos a partir da hidrolise de
lipidios de membrana como fosfatidil inositol o qual é posteriormente hidrolisado pela
diacilglicerol lipase (DAGL) (SAILLER et al., 2014).
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No contexto da degradacdo dos endocanabindides, destaca-se a hidrolase de
amida graxa (FAAH) e a lipase monoacilglicerol (MAGL), que séo responsaveis pela
hidrolise dos endocanabindides, sendo que a primeira hidrolisa AEA a acido
araquidonico e etanolamida e a segunda hidrolisa 2-AG em glicerol e é&cido
Araquiddnico. Ambas estdo, desse modo, intimamente relacionadas ao termino da agéo
de endocanabindides, além de atuarem como alvo de outras moléculas analogas a
endocanabindides como PEA e OEA (BATTISTA et al., 2017).

2.2.2. Atividade antitumoral de endocanabinoides e seus analogos

Atualmente, os canabindides sdo utilizados como adjuvantes na terapia
cancerigena, atuando como preventivos para nausea, vomito e dor agindo de maneira
complementar aos tratamentos convencionais. Entretanto, evidencias encontradas na
literatura, tanto em trabalhos com modelos in vivo quanto in vitro mostram que 0s
canabindides, assim como endocanabindides e seus analogos, apresentam atividade
antitumoral, promovendo apoptose das células neoplasicas e a diminuicdo de migracao
e da angiogénese em tumores (MACCARRONE et al., 2000; BIFULCO et al., 2006;
SCHAWARZ et al., 2018).

Em 1975, Munson e colaboradores mostraram em sua pesquisa com células
neoplasicas provenientes de adenocarcinoma do pulmao, que o tetrahidrocanabinol
(TCH) inibe o crescimento destas células. A partir deste primeiro registro, 0s
mecanismos que levam a essa atividade antitumoral vem sendo estudados em diversos
tipos de céncer como cancer de mama, pulméo, prostata, linfomas e gliomas,
percebendo-se que a inibicdo da atividade neoplésica, esta envolvida com a ativacao
dos receptores CB1 e CB2 (mas ndo se limitam a ele). Demonstrando assim, o
envolvimento do sistema endocanabindide, responsavel pela modulacdo de diversos
sistemas (GUZMAN, 2003).

Em virtude da ubiquidade dos receptores endocanabindides e dos outros agentes
desse sistema, esses receptores modulam, dependendo do tipo de cancer e do tipo de
celular afetado, vias pré-apoptéticas e também aquelas ligadas a sobrevivéncia celular,
tais quais P13/Akt e Rafl/Mek/Erk (DIMITRU et al., 2018).

O equilibrio e bom funcionamento das vias citadas anteriormente, sdao de

extrema importancia para a manutenc¢éo do ciclo celular, visto que o desequilibrio delas
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estdo muitas vezes, ligadas ao surgimento de cancer (FOSTER, 2008). A AEA,
apresenta atividade contra células de cancer devido influéncia no ciclo celular,
aumentando a quantidade de células em fase Go/G: e reduzir a quantidade de células
em G2/M, reduzindo a proliferacdo (LAEZZA et al., 2020; MA et al., 2016).

Dentre os canceres cerebrais, o glioblastoma multiforme é um dos canceres mais
letais, resistentes e ndo responsivos as terapias existentes. Nesse contexto, células
provenientes de glioblastoma vem sendo bastante utilizadas para estudos com diversos
tratamentos em potencial, inclusive tratamento com canabindides e seus analogos
(MORENO et al., 2018).

Em glioblastoma, a ativagdo de vias pro-apoptéticas, desencadeada pela
ativacdo dos receptores CB1 e CB2, esta ligada ao aumento da sintese de
esfingolipidios, em especial a ceramida que é um esfingolipidio ubiquo que atua como
mensageiro secundario, derivado da hidrolise da esfingomielina (VELASCO et al.,
2005; AJUM et al.,2017).

A ceramida age principalmente na diferenciacdo celular, atuando em varios
locais, incluindo o SNC e é, também um esfingolipidio pro-apoptotico. Quando a
guantidade de ceramidas se encontra elevada, aumenta os niveis da proteina p38 que
recruta caspases levando a apoptose, além de induzir a expressao de genes relacionados
a estresse e ao reticulo endoplasmatico ativando fatores de transcricdo como fator
4(ATF-4) e proteina homologa C/EBP (CHOP) e pseudoquinase. Ademais, 0 aumento
das ceramidas também provoca a inibi¢ao de vias ligadas a sobrevivéncia celular tais
quais P13k/akt e Rafl/MEK/ERK (LAEZZA et al., 2020).

De maneira indireta, ha registros da atividade de OEA e PEA, que séo analogos
de endocanabindides, aumentando o efeito da anandamida, atuando através do receptor
TRPV1, inibindo de FAAH. Similarmente, a AEA é capaz de se ligar ao receptor
valindide diminuindo a viabilidade de células C6 (ELLERT-MIKLASZEWSKA et al.,
2017).

Outra via que culmina em apoptose da célula neoplésica, se trata da fosforilacdo
da proteina pro-apoptotica BAD causando como consequéncia a desintegracdo da
membrana mitocondrial (FOWLER et al.,2010; RAMER et al., 2019).

Além de ativar vias pro-apoptoticas, a ativagdo de receptores endocanabindides
também pode culminar na inativacdo de vias pré sobrevivéncia, a exemplos de estudos
com células de glioma que reportam a inibicdo das proteinas fosfatidilinositol-3-

quinase (PI3K) e proteina quinase B, também chamada de AKT. A inativacao dessas
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vias a progressao do ciclo celular de forma a diminuir a proliferagdéo (MACCARRONE
et al., 2002).

Além da influéncia direta na apoptose e ciclo celular, ha evidencias de que o
CBD provoca 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e em consequéncia,
ativacdo da via intrinseca da apoptose (ZHOU et al., 2019). Paloczi (2018), por
exemplo, descreve em sua revisao o aumento da da producdo de ROS em células do
endotélio e musculo liso através da ativacdo de o que por sua vez leva a ativacdo de
vias de apoptose. Em contraste, a mesma revisdo mostra que o endocanabinoide AEA
protege neurdnios do hipocampo reduzindo ROS. Outros trabalhos demonstram que a
ativacdo de CBs causam, através do aumento na producdo de ROs, inibicdo do
metabolismo mitocondrial e atuam na inibicdo de tumores oriundos de células tronco
tumorais de glioma (SINGER et al.,2015; BRAILE et al., 2021).

Ademais, outros autores demonstram que o tratamento de celulas com CBD
inibe proteinas da familia das metaloproteinases de matriz (MMP’s), as quais sdo
fundamentais para o remodelamento e formagcdo de vasos sanguineos e
consequentemente, inibicdo da invasdo tumoral. (BLASQUEZ et al.,2008;
KYRIAKOU et al.,2021).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antitumoral de amidas graxas sintetizadas a partir do 6leo de

andiroba (Carapa Guianensis Aublet) contra linhagem de glioblastoma in vitro.
3.2 Objetivos Especificos

- Medir a capacidade de gerar danos as membranas biologicas através do teste de
hemolise

- Avaliar o efeito citotoxico de diferentes grupos de amidas graxas em células de C6 e

em cultura primaria de glia.

- Avaliar padrdo de morte celular, caracterizando como apoptético ou necrético por

citometria de fluxo

- Investigar a alteracdo ou ndo da integridade mitocondrial gerada pelo tratamento com

as Amidas graxas em células C6;

- Avaliar possivel interacdo em das AGs com vias apoptoticas.
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4 METODOLOGIA

5.1 Cultura celular de Glioblastoma C6

As células foram cultivadas com meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SBF), 10 U/ml de penicilina
e 10ug /mL de gentamicina. As culturas foram mantidas em garrafas de cultivo, a uma
temperatura de 37 °C a uma atmosfera de 5% de CO.com troca de meio de cultura a
cada 2 dias, com repiques quando necessario.

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram lavadas com PBS,
posteriormente dissociadas enzimaticamente com tripsina a 0,05%, a qual foi inativada
pela adicdo de 4 mL de meio DMEM e centrifugadas por 3 minutos a 1500 rpm.
Posteriormente as células obtidas foram ressuspendidas e contadas em camara de
Neubauer com corante Azul de Trypan e por fim plaqueadas em placas de 96 po¢os a

uma concentracdo celular de 2x10:células.

5.2 Cultura de células gliais da retina de embrido de galinhas

Para realizagdo das culturas de células de Muller (glias) foram utilizados ovos
fertilizados de Gallus gallus domesticus, fornecidos pela empresa MAKARU LTDA,
localizada na cidade de Ananindeua-PA. Os globos oculares foram retirados dos
embrides com oito dias apds a fecundacdo (E8) e depositados em placas de Petri
contendo meio livre de célcio e Magnésio (CMF do inglés calcium free medium), onde
houve a dissecacgéo para obtencdo do tecido retiniano livre de outros tecidos. Uma vez
obtidas, as retinas foram dissociadas quimicamente com tripsina (0,05%), seguida de
dissociacdo mecanica realizadas com o auxilio de pipetador, sendo as células, em
seguida, distribuidas em placas de 24 pocos. As culturas foram cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal, e mantidas a 37°C com 5% de CO2. O
meio foi entdo trocado uma vez por semana, até que foi possivel obter uma populacéo

majoritaria de células gliais ap6s aproximadamente 10 dias.
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5.3 Obtencdo das amidas graxas

Foram utilizadas amidas graxas produzidas e cedidas pelo Laboratério de
biocatéalise e sintese organica aplicada da Universidade Federal do Amapa . A partir do
6leo de andiroba (Carapa guianensis aublet) coletado em diferentes periodos (Margo e
Junho de 2020), foram sintetizadas amidas graxas (AG1l e AG2), através de método
enzimatico utilizando lipase B de Candida antarctica (CAL-B). AG1 e AG2 ja foram
caracterizadas em estudo prévio e sdo compostas majoritariamente, em diferentes
proporcdes. AGl é composta de 26.5% Palmitoiletalonamida (PEA)
4.2%  Linoleoiletanolamida  (LEA); 52.6%  Oleiletalonamida  (OEA);
estearoiletanolamina 11.1% (SEA). AG2 é composta de 8.5% Palmitoiletalonamida
(PEA) 30.2% Linoleoiletanolamida (LEA); 50.1% Oleiletalonamida (OEA); 5.5%
Estearoiletanolamina (SEA) (RODRIGUES DE OLIVEIRA et al., 2020).

Para os experimentos, foram preparadas solugdes na concentracdo de 1 mg/mL,
utilizando DMEM e DMSO 0.3%, e posteriormente diluidas em DMEM nas

concentragdes necessarias.

5.4 Ensaio de Hemolise

A fim de avaliar a ocorréncia de possiveis danos na membrana plasmatica, foi
realizado o ensaio de hemolise. Para tal, foi coletado sangue de camundongo com
heparina a 3%, centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi retirado e adicionado uma solucéo salina 0,9% recentrifugados e ressuspendidos em
solucdo salina a 0,9%, formando uma solucéo de eritrocitos a 2%. Para o ensaio, foram
utilizados as concentragdes 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 e 300pg/mL para amidas 1 e 2,
como controle negativo foi utilizado DMSO a 0,0005% e como controle positivo foi
utilizado solugéo salina 0,9% e triton X100 a 0,1%. As amostras foram incubadas pelo

periodo de 1 hora, e lidas em espectrofotdmetro a 450nm.

5.5 Viabilidade Celular
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Para avaliar a viabilidade celular nas culturas de células C6, apds tratamento
com as amidas graxas, foi utilizada a analise colorimétrica com 3-(4,5-dimethylthi-azol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid (MTT) . O principio da técnica baseia-se na
capacidade que células viaveis apresentam, de reduzir a forma oxidada do MTT
(amarela) a um composto chamado formazan (de cor azulada), sendo 0 monitoramento

desta reducéo feito por espectrofotometria como descrito por Mosmam em 1983.

Para realizacdo dos testes, células C6 foram plaqueadas e tratadas com AG1 e
AG2, nas concentracdes 30, 60, 90 e 120 ug/mL pelos intervalos de 6h , 12h, 24h e
48h. O controle negativo consistiu em DMEM adicionado de 0,003% de DMSO. Apoés
0s tempos de tratamento, os grupos foram lavados com PBS. Posteriormente, foi
adicionado MTT na concentracao de 0,5mg/mL e incubadas em estufa a 37°C com 5%
de CO2 por 3 horas. A leitura das absorvéncias foi efetuada a 570nm (MAUES, 2019)
A partir dos resultados obtidos, o valor de IC50 foi calculado afim de nortear os demais

ensaios.

5.6 Ensaio de Morte Celular

Para investigar o tipo de morte celular o ensaio de apoptose e necrose foi
realizado , como a utilizacao do “kit Annexin V-FITC” (SALAZAR, 2009). Este ensaio
é capaz de identificar a perda de consisténcia da membrana plasmatica, caracteristica
da célula em processo de apoptose, baseada na afinidade que a anexina V possui com
os fosfolipidios. Foi utilizado lodeto de Propidio (PI), uma molécula capaz de se
intercalar no DNA e incapaz de passar atraves da membrana plasmatica, permitindo a
identificacdo de células em necrose. Além do controle negativo (CTL) foram utilizados
controles positivos para apoptose (camptotecina 2uM por 24h) e controle positivo para
necrose (Triton X100 0,8% por 15 minutos). As concentracdes de amidas graxas
utilizadas neste e nos demais testes foram determinadas com base nos resultados dos
testes de viabilidade e calculo de 1C50, sendo que consistiu em 50 e 70pg/mL para AG1
e 10 e 50ug/mL para AG2. Apos 12h de tratamento, as células foram recuperadas,
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lavadas com PBS, centrifugadas e ressuspendidas em 100uL de tampéo de ligacéo.
Posteriormente as células foram marcadas com 10uL de anexina e/ou 1uL de PI,

incubadas por 15 minutos e lidas em aparelho de citometria.

5.7 Potencial de Membrana mitocondrial (A¥m)

Um dos processos indicadores de apoptose celular ¢ a liberagdo do citocromo
C, devido a formacdo de poros na membrana mitocondrial. A integridade mitocondrial
pode ser avaliada através do uso da citometria de fluxo e a utilizacdo dos marcador
Iodeto de 5,5°,6,6-tetracloro-1,1,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1).

Inicialmente, as células C6 serdo plaqueadas e tratadas com as AG1 e AG2 nas
concentragdes necessarias. Como controle sera utilizado meio de cultivo com adicéo de
DMSO (0,3%). Apos o periodo de incubacdo, as células serdo lavadas com PBS e
dissociadas quimicamente com solucéo de tripsina a 0,05%, centrifugadas e suspensas
com 250 pl de uma solugdo de JC-1 a 20 uM em PBS e incubadas por 15 minutos no
escuro ateé a realizagdo da leitura em citémetro de fluxo a 590nm e 530nm. Além do
composto J-C1, 0 controle CCCP (2-[2-(3-
Chlorophenyl)hydrazinylyidene]propanedinitrile) 50uM foi utilizado, uma molécula
capaz de promover o desequilibrio do potencial de membrana da mitocondria, um dos

sinais envolvidos com apoptose.

5.8 Microscopia de Fluorescéncia

Afim de observar a mudancas morfoldgicas, células C6 foram plagueadas em
placa de 24 pocos a uma densidade de 1x10° células por poco. Tais células foram
tratadas pelo periodo de 12h com AG1 nas concentragdes 50 pg/mL e 70 ug/mL; AG2
nas concentragdes 10 pg/mL e 30pg/mL. O grupo controle foi tratado com DMEM
suplementado com 10% de SBF. Para a realizacdo das marcac@es, as células foram
fixadas em laminulas com paraformaldeido (PFA) a 3%. Em seguida, como preparo
prévio a marcacéo, as células foram submetidas ao processo de permeabilizacdo com
Triton-x 1% e ao bloqueio com Cloreto de Amonio (NH4Cl) 50mM.

Para a marcagédo nuclear com DAPI foi utilizado uma solugdo ProLong™ Gold
Antifade Mountant with DAPI (TermoFisher) e para marcar as mitocondrias celulares

ativas, utilizou-se a sonda Mitotracker Green FM (invitrogen) 200nM. Células com
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mitocdndrias vidveis sdo capazes de metabolizar a sonda mitotracker apresentando

maior intensidade de fluorescéncia.

5.9 Western Blotting

Para esta analise foram plaqueadas a 3x10° células por poco, tratadas com as
AGL1 nas concentragfes 50 pg/mL e 70 ug/mL; AG2 nas concentragoes 10 ug/mL e
30pug/mL por um intervalo de 12h. Apos o periodo de incubagdo as células foram
lavadas com PBS e lisadas em um sonicador com tampéo de lise contendo tampé&o Tris
(pH 7,4). Posteriormente, o lisado celular foi centrifugado e o sobrenadante foi
recuperado.

As proteinas celulares totais foram dosadas utilizando o reagente de Bradford
(Bio-Rad Laboratories, Hercules,CA,USA). Para a leitura foi utizado 5uL. de amostra e
250uL de solucdo de Bradford, e para curva de calibragao foi utilizada albumina bovina
sérica (BSA) de 0,125mg/ml a 1,4mg/ml (SLAWINSKA-BRYCH, ZDZISINSKA, et
al., 2014).

50mg de cada amostra foi solubilizada em tampdo nédo redutor com adicéo de
2% de beta-mercaptoetanol e fervidas por 10 minutos. Posteriormente, as amostras
foram aplicadas em sistema de corrida. A corrida foi efetuada a 60 mA e 80 V com
tampdo de corrida. Posteriormente, as bandas foram transferidas do gel para uma
membrana PVDF a 10v X, bloqueadas com leite desnatado a 0,05g/ml. Paraa deteccéo
foi utilizado anticorpo primario AKT e P-AKT diluidos a 1:1000 (Cell Signaling
Technology).

5.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP). Para as
andlises foi utilizada ANOVA de uma ou duas vias. O nivel minimo de significancia
foi estabelecido em p <0,05 ou p<0,0001 dependendo do caso. O software GraphPad®

Prism 6 foi utilizado para todas as analises.
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5 RESULTADOS
5.1 Atividade Hemolitica das Amidas Graxas

Os resultados mostram que as amidas graxas apresentaram hemdlise apenas na
concentragdo mais alta (200 pg/mL), com 47,45% para AGL e 59,49% para AG2,
respectivamente (Figura 3). Entretanto, nas concentragdes inferiores ndo apresentaram
dano significativo as membranas dos eritrocitos, sendo consideradas seguras para
utilizagdo em ensaios.
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Figura 3 - Porcentagem de hemolise das amidas graxas 1 (A) e 2 (B). Os tratamentos com AG1 e AG2
ndo causam um percentual significativo de hemolise nas concentra¢des 5 pg/mL a 100 pg/mL. Os dados
foram apresentados como média + DV, considerando-se diferenca significativa entre as médias (P<0.05)
comparando com o grupo Triton X-100, usando one way ANOVA.

5.2 Viabilidade celular

AGL1, na maior concentracdo utilizada (120 ug/mL), reduziu a viabilidade
celular em 82,05 +£0,5% no intervalo de 12h (Figura 4). J& nos intervalos de 6h, 24h e
48h areducdo foi de 70,6 £6, 81,885 +0,8 e 81,9 +1,2%, respectivamente. Para a mesma
concentracdo de 120 pug/mL, AG2 foi capaz de causar a reducao de 83,4 £0,1% com
12h de tratamento e 83,4 +0,6, 81,7% + 0,9 e 81,4 +1,5% nos intervalos de 6h, 24h e
48h, respectivamente. Ademais, ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
células do grupo tratado com DMSO 0,003% (Veiculo) quando comparada com o grupo
controle (DMEM).
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Figura 4 - Curva temporal de viabilidade da linhagem celular de glioma C6 tratadas com as amidas graxas
1 e 2 entre 6h e 48h. As células foram tratadas com as amidas graxas nas concentragdes 30, 60, 90 e
120ug/mL e com controle (CTL) constituido de DEMEM e veiculo (V) de DEMEM com 0,003%
DMSO). Os dados foram apresentados como média + DV, considerando-se diferenca significativa entre
as médias. *P < 0,05 (ANOVA, teste de Tukey).

A partir dos resultados de viabilidade foi definido o intervalo de 12h (Figura 4)
como tempo de tratamento para os demais experimentos, além de realizado o célculo
para obtencdo dos valores de IC., (concentracdo inibitoria capaz de reduzir a quantidade
de células vivas em 50%) para a AG1 (70 pg/mL) e AG2 (30 pg/mL). O tratamento
com ambas as amidas graxas gerou uma reducao significativa na viabilidade celular das
células C6, entretanto a AG2 foi capaz de inibir quase que totalmente a viabilidade das
células (16,6%) com a concentragdo de 90 pug/mL, enquanto que o tratamento com a
AGT1 atingiu o mesmo resultado a 120 pg/mL (P<0,05).

A fim de comparar a acéo das amidas graxas em células normais e neoplésicas,
realizou-se o ensaio de MTT com cultura primaria de glia (Figura 5). A partir dos
calculos de IC50, as concentracdes estipuladas foram de 70pg/mL para AG1 e 30pg/mL
para AG2 pelo periodo de 12h. observa-se que as AGs nas concentracdes testadas, nao
foram capazes de causar diminuicdo significativa (P < 0,05) na viabilidade das células

ndo cancerigenas.
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Figura 5 - Curva de viabilidade em células de glia mediante ao tratamento com AGs durante
12h. Nenhuma concentragdo testada (AG1 70 pug/mL AG2 30 pg/mL) apresentou diferenga
significativa em relacdo ao CTL *p<0.05, usando one way ANOVA.

5.3 Deteccdo de Apoptose e Necrose

A dupla marcagdo com annexin V-FTIC/PI foi utilizada para determinar que
tipo de morte celular as células C6 sofreram pds tratamento com as AGs, apoptose ou
necrose. O grupo controle ndo tratado com AGs apresentou 71.2% de viabilidade
celular (calculada como porcentagem do total da populacéo celular), enquanto que a
maior parte da populagdo exposta a AG1 (70pg/mL) foi classificada como apoptose
(8.37%), apoptose tardia (15.33%) ou necrose (8%). O grupo tratado com AG2 na
concentragdo de 30pg/mL apresentou padrdo de morte celular por apoptose de 60.76%,
19.12% apoptose tardia e apenas 0.07% estdo em processo de necrose (Figura 6). Nessa
concentragdo (AG2 30ug/mL), houve um melhor resultado em diminuir a populacdo
neoplésica entre as duas AGs utilizadas. Mesmo mediante ao tratamento com menor
concentracdo. O controle positivo (camptotensina) induziu 62.4% de morte celular

tardia.
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Figura 6 - Efeito das amidas graxas | e Il na morte celular de gliomas (C6) marcadas por V-FITC/Pl em
citometria de fluxo. Grafico de pontos mostram PE(y) versus Alexa Fuor (x). Células no quadrante 4
(Q4) sdo consideradas apoptoticas; células marcadas com P1 (Q1) sdo necréticas; a populacéo de células
duplamente marcadas (Q2) sdo classificadas como células em apoptose tardia e em Q3 observam-se as
células viaveis. (A) Células ndo tratadas (Controle). (B e C) Células tratadas com AGs. AG2 aumentou
significativamente o nivel de morte por apoptose nas células C6. (D) Intensidade de fluorescéncia de
células marcadas com Annexin V. (E) Intensidade de fluorescéncia de células marcadas com PI. CTI+:
Camptotencina (2 uM). Dados representados em media + SD de trés experimentos independentes.

5.4 Deteccdo do potencial da Integridade Mitocondial (A¥m)

A partir da determinacdo da morte celular, induzida pelas AGs, como
programada (apoptose), buscou-se ratificar o dado obtido avaliando o efeito das AGs
na integridade da membrana mitocondrial (A¥m). O tratamento efetuado nas células
C6 foram nas concentragcfes 70ug/mL para AG1 e 30ug/mL para AG2. Como resultado
da marcacdo, lida em citometria de fluxo, observa-se maior fluorescéncia da razéo
vermelho (PE-A)/verde (Alexa fluor 488-A) no grupo controle em relacéo aos demais,
mostrando a formacdo de agregados de J-C1, indicando mitocondrias integras. Em
contrapartida, observa-se um menor valor da razdo vermelho (PE-A)/verde (Alexa fluor

488-A) nos grupos correspondentes aos tratamentos com AG1 e AG2 (Figura 7). Os
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tratamentos com AGs foram similares ao tratamento com ontrole positivo CCCP

(Carbonilcianeto m-clorofenilhidra-zona).
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Figura 7 - Avaliacdo da perda de integridade mitocondrial de células C6 por meio tratamento com ou
AGl (70pg/mL) e AG2 (30pug/mL) contra CTL (DMEM), CTL+ (CCCP ((2-[2-(3-
Chlorophenyl)hydrazinylyidene]propanedinitrile)) através da marcagéo com JC-1 lida por citometria de
fluxo. Baixos niveis da razdo PE-A (vermelho)/Alexa fluos 488-A(verde) correspondem a reducédo de
A¥m. Significancia P<0.0001(ANOVA).

5.5 Citoquimica

Através da marcacdo nuclear com DAPI, é possivel observar uma modificacdo
na estrutura/morfologia do nucleo celular principalmente no grupo AG2 - 30 pug/mL,
onde observa-se fragmentacdo nuclear e formacéo de corpos apoptoticos.

A marcacdo com mitotracker possui em sua composicdo clorometil levemente
reativa a tiol, permitindo a retencdo do composto no interior das mitocéndrias. Células
com mitocéndrias viaveis sdo capazes de metabolizar a sonda mitotracker apresentando
maior intensidade de fluorescéncia. Observa-se que a fluorescéncia verde é reduzida
nos grupos tratados em comparagdo ao grupo Controle. Indicando redugdo de

mitocondrias celulares, um sinal inicial do processo apoptotico (Figura 8).
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Figura 8 - Analise morfologica da marcac¢do com as sondas DAPI (ProLong™ Gold Antifade Mountant
with DAPI) e Mitotracker e imagens sobrepostas de ambas marcagdes em células C6. Grupos
classificados em grupos Conrole, AG1 70 pug/mL e AG2 30 pg/mL por 12h e analisados em microscopio
de fluorescéncia. O Grupo tratado com AG2 (30 pg/mL) (G) apresentaram menor intensidade de
fluorescéncia verde comparado com o AGl (70 pg/mL) e controle. (J) Alteracbes morfoldgicas
caracteristicas do processo apopt6tico apds o tratamento dom AG2 (30 pg/mL) por 12h. Imagens foram
analisadas usando microscopio de fluorescéncia a magnificagdo 100x, setas brancas identificam
fragmentacgdo nuclear e formagéo de corpos apoptéticos.
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5.6 Western Blotting

A fim de investigar como se da a apoptose celular através do tratamento com as
AGs, amostras de proteinas celulares foram submetidas a técnica de Western Blotting.

Para este ensaio, 0s grupos controle e tratados foram marcados com Akt e p-
Akt. Todos os grupos apresentaram bandas marcadas com Akt, sendo que 0s grupos
AG2 na concentracdo 30ug/mL apresentou bandas mais pronunciadas. Todavia, a
marcagdo com Akt fosforilada (pAkt) se apresentou reduzida em relacédo a akt (Figura
9).
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Figura 9 — Tratamento com AG170 pg/mL e AG2 30 pg/mL reduziram a fosforilagdo de Akt em células
C6. A expressdo proteica foi analisada por Western Blotting (A), bandas foram quantificadas usando o
software image J (B). Os dados estdo representados em média + DP *p < 0.001.

6 DISCUSSAO

Muitos artigos encontrados na literatura enfatizam o potencial antineoplésico
dos canabinoides, endocanabinoides e seus analogos (DOS SANTOS et al., 2015; A.
FRAGUAS et al.,2018; MORENO et al., 2019). As AGs analisadas neste trabalho s&o
produzidas a partir dos acidos graxos do 6leo de andiroba e fazem parte da classe de n-
aciletanolaminas (NAEs), que sd8o moléculas sinalizadoras que interagem com o
sistema endocananbindide (EZZILI, 2010).

Embora vérios trabalhos mostrem a atividade do 6leo de andiroba e seus
derivados em diversos tipos de cancer (DA SILVA et al, 2008; PORFIRIS-DIAS et al,

2020; MELO et al, 2021), nd o ha estudos que demonstrem sua atividade perante
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canceres cerebrais. O presente estudo mostrou pela primeira vez a a¢gdo de duas amidas
graxas analogas a endocanabinoides, produzidas a partir dos acidos graxos do 6leo de
andiroba contra células de glioma de ratos (C6), mostrando que essas substancias
reduziram a viabilidade celular dessas celulas de forma dose dependente e induziram a
alteracOes celulares e apoptose.

As AGs testadas neste trabalho sdo capazes de reduzir a proliferacdo e
viabilidade em células de glioma, ambas de maneira dose dependente em um intervalo
de 12h, alcancando os valores de IC50 70pug/mL e 50ug/mL respectivamente para AG1
e AG2. Além disso, foi possivel verificar, através de teste de viabilidade com glias e
teste de hemolise que as AGs ndo matam as células normais saudaveis, comprovando
assim o seu potencial e a seguridade do tratamento para as células saudaveis.

Esses resultados condizem com outros estudos que testaram os efeitos de outros
endocanabindides e andlogos como AEA, 2-AG, (SEA) que também causam apoptose
em culturas de células de glioma C6 (MACCARRONE, 2002; C. FOWLER,2003,
assim como em testes com Oleamida (OEA) em células RG2 de glioblastoma
(TORRES-ROMAN, 2020). Dentre elas, algumas estfo presentes na composicao das
AGs, SEA (11.1% em AG1 e 5.5% em AG2) e OEA (52.6% em AGL1 e 50.1% em AG2)
(RODRIGUES DE OLIVEIRA,2020).

O tratamento com a AGs reflete nas alteracbes na morfologia celular,
observadas nas caracteristicas apoptoticas tais como a formacéo de corpos apoptéticos,
a vacuolizacao do citoplasma e condensagéo da cromatina. Esses achados sao similares
aos resultados obtidos por Ellert-Miklaszewska (2021) ao tratar culturas primarias de
glioblastoma com os canabinoides sintéticos WIN55,212-2 e JWH133 durante 48h.

Verificou-se que as células tratadas com as AGs apresentam morte celular por
apoptose. O mesmo tipo de morte celular pode ser observado em outros trabalhos como
o0 de Ciaglia et al (2015), que testaram um antagonista do receptor CB1 em nas
linhagens de glioma U343MG (U343), US7TMG (U87), U251MG (U251) and T98G
(T98). Similarmente, a co-administracdo de CBD e TMZ aumentam significativamente
os efeitos pro-apoptéticos em linhagens de glioma, U87MG e MZC (Nabissi et al.
2013). Bem como, Chao Ma (2016) observou o aumento da populacdo de células
apoptdticas de maneira dose dependente ap6s tratamento com AEA. Nesse contexto, €
possivel observar que as AGs se comportam de maneira similar a fitocanabinoides,

endocanabindides e outras substancias similares ja testadas contra o glioma.
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A acdo apoptoética das AGs também foi observada com o aumento da
despolarizacdo da membrana mitocondrial assim como foi observado com o uso de
CBD (16uM) em mondcitos humanos (WU et al.,2018), e o uso do canabindide
sintético WIN 55,212-2 em glioma C6 . Juntamente com esse resultado, observou-se a
ativacéo da caspase 9 e da inibicéo de Erk1/2 (ELLERT-MIKLASZEWSKA, 2005).

Somado a isso, as AGs causam diminuicdo na integridade e funcdo
mitocondrial nas células C6. Na literatura, existem registros de canabindides e similares
que alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial em diferentes tipos celulares
como monocitos, linfoma, carcinoma e neuroblastoma (WU et al, 2018;
MACCARRONE et al, 2000; SALBINI et al,2021).

Em gliomas os canabindides também causam alteracbes similares,
despolarizando o potencial de membrana e/ou causando o desacoplamento mitocondrial
(ELLERT-MIKLASZEWSKA et al. 2002, 2005; 2021; C. AMANTINI et al 2007).
Recentemente, Gross (2021), observou uma redugdo no consumo de oxigénio e na
inibicdo mitocondrial nas linhagens celulares testadas mediante ao tratamento com
CBD, ratificando a alteracdo mitocondrial.

Akt € uma serine threonine kinase presente em varios tipos de cancer. Esta
envolvida nas vias de supressdo da apoptose na qual ela se encontra na sua forma ativa
(PAKT)(S.REVATHI DEVI et.al, 2019).

O presente estudo mostra, atraves da imunomarcagao com western blotting, que
h& uma menor quantidade de pAKT comparado a AKT em células tratadas com as AGs,
sugerindo que essas amidas séo capazes de prevenir o processo de evasdo da apoptose
comumente desenvolvido em céanceres para manutencdo tumoral. Do mesmo modo,
outros trabalhos mostram a mesma reducéo da fosforilagcdo de AKT em linhagens de
glioma e neuroblastoma humano e astrocitos de murino com o uso de CBD (SOLINAS
etal., 2013; VRECHI et al., 2021).

Lavando em consideracdo as evidéncias apresentadas quanto a inducdo de
morte por apoptose e a reducé@o na expressao de pAKT, podemos inferir que a inibicdo
de apoptose esta possivelmente associada a via PI3K/AKT. Esses efeitos podem ser
mediados pelos receptores CB1 e CB2 ou ainda os receptores ndo candnicos PPARg
(Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama), TRPV 1 e 2 (Receptor
vaniléide 1 e 2), que podem desempenhar papeis importantes na fisiopatologia do
glioma e atuar como alvos terapéuticos (KHOO et al., 2013; CHINIGO, 2021). Apesar

de néo haver investigacao dos mecanismos pelos quais as AGs exercem seus efeitos no
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presente trabalho, podemos sugerir que a ativacdo do sistema endocanabindide pelas

AGs inibe as proteinas PI3K/AKT e BAD, levando a perda de integridade mitocondrial

e liberagdo do citocromo C causando apoptose via caspase.

Diante dos dados aqui discutidos, podemos concluir que as AGs obtidas a partir

do 6leo de andiroba apresentam acdo analoga aos endocanabinoides in vitro sendo de

fato moléculas com potencial para tratamento de gliomas.
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