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CALHEIROS, L. G. R. M. Estudo comparado dos efeitos antitumorais dos extratos
de Cannabis sativa rico em thc e cbd em células de carcinoma prostatico canino e
humano. Botucatu, 2023. 75 p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O carcinoma de proéstata é o segundo tipo de neoplasia maligna mais comum entre 0s
homens no Brasil, e relatado em cées entre 8 a 10 anos de idade, com rapida evolucao
podendo metastatizar para linfonodos regionais, pulmdes e ossos. O CBD ja foi relatado
na literatura como agente antineoplasico em modelos in vitro de neoplasias do homem e
do cdo. NOs investigamos o efeito citotoxico dos extratos de dois extratos de Cannabis
sativa, um rico em CBD (ERCBD) e outro rico em THC (ERTHC), em linhagens de
células de carcinoma prostatico canino (PC1 e PC2) e humano (LNCAP), bem como sua
avaliacdo para a inducdo a apoptose de células cancerigenas. Para avaliacdo da
citotoxicidade foi o utilizado o ensaio de MTT, com as doses 2,5uM, 5uM, 7,5uM e
10puM de ambos os compostos nas linhagens caninas e 10uM, 20uM, 30uM e 40uM de
ambos os compostos na linhagem humana, As linhagens foram incubadas por 24 horas,
em placas de 96 pocos em condi¢des de cultura in vitro padrdo. Apo6s esse periodo
determinou-se o IC50 através da atividade metabdlica das células. Logo apos foi realizado
0 ensaio da Anexina-V-FITC/ lodeto de propidio nas linhagens caninas, avaliando através
da citometria de fluxo as células com apoptose mediata e tardia. Com os resultados
obtidosobtiveram uma concentracao inibitéria média de ERCBD (3,437; 3,577) e ERTHC
(4,909;4,486) em PC1 e PC2 respectivamente, e ERCBD (21,49) e ERTHC (18,69) na
linhagem LNCAP. Ainda, foi realizado ensaio de apoptose nas linhagens de carcinoma
prostatico canino, apds o tratamento. Mais estudos devem ser feitos, para avaliar o

mecanismo de morte celular e seu potencial de uso in vivo.

Palavras chave: fitoterapico; cancer de prostata; canabinoide;



CALHEIROS, L. G. R. M. Comparative study of the antitumor effects of extracts of
Cannabis sativa rich in thc and cbd in canine and human prostatic carcinoma cells.
Botucatu, 2023. 75 p. Dissertation (Master's) — Faculty of Veterinary Medicine and

Animal Science, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Prostate carcinoma is the second most common type of cancer among men in Brazil, and
is reported in dogs between 8 and 10 years of age, with rapid evolution and metastatic
potential to regional lymph nodes, lungs and bones. CBH and THC showed an anti-
tumoral effect in human and canine cell lines. We investigated the cytotoxic effect of
extracts from two Cannabis sativa extracts, one rich in CBD (ERCBD) and the other rich
in THC (ERTHC), on malignant prostatic cell lines from dogs (PC1 and PC2) and men
(LNCAP), as well as the effect evaluation for the induction of apoptosis in the two canine
cell lines. To evaluate the cytotoxicity, the MTT assay was used, with doses of 2.5uM,
5uM, 7.5uM and 10uM of both compounds in the canine cells line and 10uM, 20uM,
30uM and 40uM of both compounds in the human cell line.Both were incubated for 24
hours in 96-well plates. The IC50 was determined through the metabolic activity of the
cells. Soon after, the Annexin-V-FITC/propidium iodide assay was performed in the
canine PC cell lines, evaluating cells with mediate and late apoptosis through flow
cytometry. We showed that ERCBD and ERTHC obtained an average inhibitory
concentration of 3.437; 3.577 and 4.909;4.486 in PC1 and PC2 respectively, and ERCBD
(21.49) and ERTHC (18 ,69) in the LNCAP cell line. , We also observed an apoptotic
effect on the canine cell lines for both cannabis extracts. Further research should be made

to evaluate the cell death mechanism as well as the in vitro use as an anti neoplastic agent.

Keywords: herbal medicine; prostate cancer; cannabinoid;
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INTRODUCAO

O céancer de proéstata € o cancer com maior prevaléncia entre 0s homens no mundo
ocidental e houve um aumento significativo nos ultimos anos, sendo a segunda maior
causa de morte (SIEGEL et al., 2020). Para o Brasil, a estimativa para o triénio de 2023
a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer, sendo 72 mil canceres de
préstata, na regido sudeste 77,89 diagnosticos sdo realizados a cada 100 mil homens
(INCA, 2023).

O carcinoma prostatico canino acomete animais entre 8 e 10 anos de idade, e
apenas esporadicamente cées jovens. A castracdo nédo parece ter qualquer efeito protetor
sobre a préstata canina em relacdo ao desenvolvimento de neoplasia, com 0s animais
castrados tendo a mesma ou maior prevaléncia de neoplasia prostatica quando
comparados aos cées intactos (SMITH, 2008).

O céncer de prostata do cdo é localmente invasivo e metastatizam rapidamente
para os linfonodos regionais (iliacos, pélvicos e sublombares), pulmdes e 0ssos. Eles
invadem frequentemente 0s 0ss0s, a bexiga, o colon e os tecidos adjacentes por meio de
extensdo direta. Além disso, outros érgdos podem ser alvos de metéstase, como: figado,
baco, rins, coracdo e glandulas adrenais. Quando presentes no tecido 6sseo, podem
promover dor ou fraturas patologicas. As vértebras lombares e a pelve sdo os locais mais
frequentemente envolvidos (NORTHRERP et al., 2009).

A escolha do tratamento é baseada na fase em que a doenca esta e, nos métodos
de tratamento, estdo inclusos: cirurgias para remover o tumor e a prostata, quimioterapia,
radioterapia e transplantacdo de medula 6ssea (PEREIRA et al., 2021). As neoplasias de
préstata canina com atrasos nos diagnosticos, dificultam o tratamento e agravam o
progndstico. O tratamento cirdrgico € uma opg¢do porem raramente obtém éxito duradouro
(FOSSUM, 2014).

O uso de modelos experimentais (in vivo e in vitro) para o avanco da oncologia
humana e animal é bem estabelecido, com o intuito de avaliar o desenvolvimento de testes
de acdo e segurancas de farmacos; alteragdes moleculares relacionadas a fatores
prognosticos e preditivos (DEWHIRST; PAGE, 2020).

Os modelos naturais sdo de grande valia no avango da oncologia comparada. As
similaridades de morfologia, ocorréncia, sitios metastaticos e a convivéncia no mesmo
ambiente, torna o cdo uma excelente sentinela ambiental e modelo para o estudo do
carcinoma prostatico (DALLECK et al., 2016).
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A cultura de celular € um recurso valioso para a pesquisa médica, as células
mantidas em cultura representam modelos biolégicos e tendem a fornecer respostas
simples para problemas de alta complexidade favorecendo o progresso na produgéo
cientifica. Linhagens celulares estabelecidas a partir de células neoplésicas e nédo
neoplasicas séo utilizadas em ensaios pré-clinicos para a proposta de novas abordagens
diagnosticas e terapéuticas em estudos sobre a biologia de doencas, como o cancer
(MIGITA, 2012).

Com o objetivo de aumentar a sobrevida dos pacientes acometidos por esta
doencga, varias terapias tém sido estudadas, como o uso da Cannabis medicinal. A
literatura traz estudos in vitro mostram resultados promissores do uso de CBD e THC na
quimioterapia de diferentes linhagens de células tumorais. Assim como a supresséo de
genes associados ao processo de migracdo celular de células neoplasicas, a fim de inibir
0 processo metastatico.

Tendo em vista que o CP canino € uma doenca de carater progressivo, com
diagndstico reservado e os protocolos utilizados apenas retardam a progressao da doenca,
e possuem efeitos colaterais agressivos (VLASIN et al., 2006), faz-se necessario a busca
por novos farmacos que complementem o protocolo quimioterapico, com menores efeitos
colaterais ao animal e menor toxicidade para o meio ambiente. Além disso, o cdo €
considerado um modelo natural para o estudo de carcinoma prostatico em oncologia
comparada, e avangos no tratamento desta afeccdo na espécie canina pode beneficiar o

homem.

REVISAO DE LITERATURA

Prostata

A prostata constitui a Unica glandula sexual acessoria importante do cdo (SMITH,
2008). Anatomicamente, a prostata humana e canina sdo glandulas retroperitoneais
bilobadas e ovoides que circundam o colo da bexiga urindria e a uretra proximal (Figuras
1 e 2). A glandula é responsavel por produzir componentes do fluido seminal, que sdo
essenciais para a nutricdo e o metabolismo do espermatozéide, bem como aumentam a
sobrevivéncia do esperma ao tamponar o pH acido do trato reprodutivo feminino
(LEROY; NORTHRUP, 2009). A proéstata canina tem sido objeto de estudo nos ultimos
anos, ndo apenas pelas afeccOes que a acometem, mas devido as similaridades com a
prostata do homem (DE MARZO et al., 1999).
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Figura 1 Localizacdo anatbmica prostatica canina. Fonte:
https://hospital.vetmed.wsu.edu/2022/01/04/cat-and-dog-anatomy/
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Figura 2 Localizagdo anatdbmica prostatica humana. Fonte: https://www.todamateria.com.br/prostata/

A prostata é constituida por um conjunto de adenémeros tubulo acinares
ramificados, cujos ductos desembocam na uretra prostatica. Apresenta-se envolta por uma
capsula fibroelastica, rica em fibras musculares lisas, que emitem septosa 0s quais
penetram no parénquima formando o estroma que envolve o parénquima glandular
(Figura 3).


https://www.todamateria.com.br/prostata/
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Figura 3 Constituicdo histoldgica da prostata. Fonte: https://www.sanarmed.com/cancer-de-prostata

A uretra prostatica apresenta tecido epitelial colunar pseudoestratificado
(COONEY et al., 1992). Os tubulos acinosos sdo revestidos por epitélio colunar ou
cilindrico biestratificado, com ceélulas secretoras (luminais) e basais. (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999). O crescimento prostatico e o desenvolvimento acinar ocorrem com
a maturidade sexual. Estudos mostram que o0s tecidos acinares da prostata sdo
dependentes de androgénio, enquanto os tecidos ductais/ uroteliais sdo independentes
desse hormonio (LEAV et al., 2001; SORENMO et al., 2003).

O papel das células basais esta relacionado com desenvolvimento e organizacao
dos ductos e &cinos da préstata canina, além disso existem duas populacdes de células
basais distintas: uma mais susceptivel ao desenvolvimento da hiperplasia e outra de
neoplasia. (LEAV et al., 2001). O CP canino ndo tem origem exata de surgimento, ja que
se observa envolvimento de toda a glandula e uretra (LEROY; NORTHRUP, 2009)
diferente do CP no homem, que ocorre na porcao periférica da glandula.

Hiperplasia prostéatica

A doencga prostatica mais comum em cdes é a hiperplasia prostatica (PH),
proliferacdo celular ndo neoplésica da préstata que afeta cdes adultos ndo castrados e faz
parte de um processo de envelhecimento, incluindo aumento no nimero e no tamanho das
células (CUNTO et al., 2022). A terapia da HP inclui varias opcBes e geralmente é
recomendada quando sinais leves a graves estdo presentes ou se 0s sinais clinicos
atrapalham a qualidade de vida, pois pode levar a problemas desconfortaveis, como
hematuria, incontinéncia urinaria, constipacao, dificuldade em defecar e rigidez dos
membros posteriores (KRAKOWSKI et al., 2022). Na maioria dos cdes com esse
disturbio, é possivel manter a fertilidade evitando a castracdo e escolhendo abordagens

terapéuticas alternativas.


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/benign-prostatic-hyperplasia
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Atrofia inflamatdria proliferativa

A atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) (Figura 4 B) é considerada uma leséo
pré-maligna devido a caracteristicas de atipia celular e atrofia com proliferacdo e por
envolver fatores potencialmente carcinogénicos, como a inflamagdo (DE MARZO et al.,
2006). As lesdes relacionadas a PIA na espécie canina apresentam um acentuado
potencial proliferativo quando comparadas ao tecido prostatico normal, com maior
populacdo de células intermediérias; € um distarbio prostatico comumente diagnosticado
associado a hiperplasia prostatica, neoplasia intraepitelial e carcinoma prostatico, que
pode ser encontrado adjacente a uretra até o parénquima prostatico pericapsular da porgéo
medial da prostata (NASCENTE et al., 2022). A PIA canina é uma lesdo comum na
prostata e compartilha muitas semelhancas morfolégicas com a PIA humana, e
moleculares, como a menor expressédo de PTEN e TP53, dois importantes supressores
tumorais (FERNANDES et al., 2021). O papel da PIA no surgimento e evolugdo do

carcinoma prostatico no homem e no cdo é controverso, sendo necessario futuras

investigacOes para se obter uma melhor elucidagéo desta leséo.
' R . e e

.,

Figura 4 Fotomicrografia préostata canina. A) Histomorfologia normal. Epitélio com uma Unica camada
de células cubicas e colunares, sustentado por delicado estroma fibrovascular. B) PIA discreta. Acinos atroficos e
células inflamatorias intersticiais esparsas. C) PIA moderada. Atrofia acinar e agregados de células mononucleares.
D) PIA acentuada. Predominancia de linfocitos intersticiais dispostos em foliculos. HE. Fonte: TOLEDO et al.
(2010).
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Neoplasia intraepitelial prostatica

A neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) ou displasia intraductal, é uma leséo
considerada precursora do carcinoma invasivo, sendo caracterizada por proliferagéo e
anaplasia celular de ductos e acinos (Figura 5) (RODRIGUES et al., 2010). A PIN no céo
apresenta caracteristicas semelhantes ao homem no que diz respeito a morfologia,
imunofenotipo e associagdo com o cancer (WATERS et al., 1998; BOSTWICK et al.,
2000), porém de menor frequéncia do que no homem.

Figura 5 1. Nesta visdo de menor aumento da neoplasia intraepitelial prostatica humana ha um
aglomerado de estruturas glandulares com células hipercromaticas contrastando com as glandulas
normais adjacentes (hematoxilina-eosina, objetiva 4X). 2. PIN Observa-se estratificacdo nuclear,
aumento nuclear e presenga de nucléolos proeminentes na maioria das células (hematoxilina-eosina,
objetiva 40X). 3. Esta bidpsia mostra envolvimento parcial de uma glandula por PIN (hematoxilina-
eosina, objetiva 10X). Fonte: AYALA (2007).
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Classificacao histolégica do carcinoma prostatico

O carcinoma prostatico canino € classificado histologicamente em
adenocarcinoma prostatico e carcinoma urotelial prostatico, podendo também ocorrer um
fendtipo classificado como misto que possuem fendtipos uroteliais e glandulares
(PALMIERI et al., 2019). O adenocarcinoma prostatico origina-se do epitélio glandular
e apresenta alto grau de heterogeneidade morfolégica em termos de padrdes de
crescimento e subtipos histologicos, ocorrendo individualmente ou em combinagdo, O
carcinoma urotelial prostético surge das células uroteliais presentes na uretra prostatica
ou dos ductos periuretrais. As células neoplasicas sdo extremamente heterogéneas,
variando de pequenas células poliédricas a grandes células, com citoplasma eosinofilico
baixo a abundante, nucleo hipercroméatico ou vesicular grande e alto indice mitético
(PALMIERI et al., 2022).

Os carcinomas de prostata humanos sdo graduados histologicamente de acordo
com o sistema Gleason, que atribui notas numéricas de 1 a 5 (Tabela 1), com base na
diferenciacéo arquitetonica das células do carcinoma em cortes de tecido corados com
H&E (HUMPHREY, 2004). LOUD et al. (2012) propuseram a soma dos numeros que
gera a escala de Gleason para avaliar o risco de metastase e prejuizo na sobrevida do
paciente, podendo variar de 2 a 10. Podemos estabelecer: Gleason de 2 a 4:
Aproximadamente 25% de chance de o tumor disseminar-se para fora da prostata em
anos,; Gleason de 5 a 7: Aproximadamente 50% de chance; - Gleason de 8 a 10:

Aproximadamente 75% de chance.
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Tabela 1 Classificacdo histologica de acordo com o escore de Gleason adaptado
de HUMPREY (2004).

Grau Arranjo de células tumorais Tamanho da glandula
1 Unico, redondo a oval, compactado por | Médio
glandulas saparadas.
2 Glandulas Unicas, separadas, redondas a | Médio
ovais, mais variacdo em tamanho e forma, loosley
embaladas com separacéo estromal
3A Glandulas individuais separadas de forma e | Médio
tamanho varidveis, ampla separagéo estromal.
3B Igual a 32, mas glandulas menores. Pequeno a muito pequeno
3C Epitélio papilar e cribiforme, sem necrose. Médio a grande
4A glandulas fundidas. Pequeno, médio ou grande
4B Citoplasma celular = variante | Pequeno, médio ou grande
hipernefromatoide.
5A Massas papiliferas, cribiformes ou sélidas | Variavel
com necrose central.
5B Massas e camadas de carcinoma anaplasico | Pequeno
com algumas glandulas minasculas ou células em
anel de sinete.

Fonte: adaptado de HUMPREY (2004).

No carcinoma de prdstata canino, ja foi reconhecido padres de crescimento

correspondentes aos descritos por Gleason, embora seu significado de progndstico seja

desconhecido, porém a graduacdo de Gleason modificada (tabela2), baseada em padrdes

histoldgicos especificos de crescimento existentes em carcinomas de prostata caninos,

pode ser aceita como um sistema de graduacdo para histopatologia nos ambientes de

pratica (Figura 6), Portanto, o sistema modificado de Gleason pode ser aplicado na prética

da patologia veterinaria para ajudar o oncologista a tomar melhores decisées com 0

paciente oncoldgico canino (PALMIERE; GRIECO, 2015).

Tabela 2 Os padrdes arquitetdnicos em prostata canina, de acordo com o sistema de graduagdo

Gleason modificado.

Padréo Principais caracteristicas
de Gleason
Padréo Nodulo circunscrito de &cinos compactos, mas separados, uniformes,

redondos a ovais, de tamanho médio.
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Semelhante ao padrdo 1, nédulo razoavelmente circunscrito de glandulas

mais frouxas. Infiltragdo minima na borda do nédulo tumoral pode estar presente.

Unidades glandulares discretas, menores do que as vistas Padrdo de
Gleason 1 ou 2, infiltrando acinos ndo neoplésicos. Variagdo marcada em tamanho
e forma; pequenos nddulos cribiformes circunscritos do mesmo tamanho que

glandulas normais, contorno redondo e regular.

Glandulas fundidas; Morfologia hipernefréide (células neoplasicas com
citoplasma vacuolizado claro); glandulas cribiformes grandes ou irregulares;
Glandulas cribiformes confluentes revestidas por células colunares altas e
demonstrando padrdo em fenda e diferenciacéo papilar; Glandulas mal definidas ou

aglomerado com glandulas mal formadas lumens

Padrdo
2

Padrdo
3

Padrédo
4

Padrao
5

Folhas s6lidas, corddes ou células Unicas sem diferenciagdo do lumen

glandular; Tumor sélido/cribriforme ou papilar com comedonecrose.

Fonte: (PALMIERE; GRIECO, 2015).

Figura 6 Diagrama esquematico do sistema de graduacao de Gleason modificado. Em comparagédo

com o sistema convencional, a maioria dos padrdes cribriformes e também as glandulas mal definidas estdo
incluidas no padréo 4. Fonte: (PALMIERE; GRIECO, 2015).
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O estadiamento do carcinoma prostatico humano € realizado de acordo com o

American Joint Committee on Cancer sistema TNM, que foi atualizado recentemente

(Tabela 3).

Tabela 3 Classificagdo do sistema TNM para cancer de préstata humano

T- Tumor primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia do tumor primario.
T1 Tumor clinicamente ndo palpavel ou visivel por método de imagem
Tla Tumor incidental — achado por histopatolégico < 5% do tecido de
resseccao
Tlb Tumor incidental — achado histopatolégico em > 5% do tecido de
resseccao
Tlc Tumor identificado por bidpsia por agulha (PSA elevado)
T2 Tumor confinado & prostata
T2a Tumor engloba metade de um dos lobos ou menos
T2b Tumor engloba mais da metade de um lobo, mas néo os dois lobos
T2c Tumor engloba ambos os lobos
T3 Tumor além da capsula prostatica
T3a Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)
T3b Tumor envolve a vesicula seminal (uma ou ambas)
T4 Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes além das vesiculas seminais: colo vesical,

esfincter externo, reto, masculos elevadores ou parede pélvica.

N Envolvimento linfonodal regional

NXx Linfonodos regionais ndo avaliados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1 Metastases linfonodais regionais

M Metastases a distancia

Mx Metastases a distancia ndo avaliadas
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

M1la - Linfonodos ndo regionais

M1b — Ossos

M1c — Outros 6rgaos

Fonte: American Joint Committee on Cancer (2018).
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Diagndstico do cancer de prostata canino

O ultrassom via abdominal é o exame mais utilizado como primeira escolha para
avaliacdo prostatica Oultrassom transretal, apesar de fornecer informagdes mais precisas,
acaba sendo realizado apenas quando ha necessidade de bidpsias. Entretanto, novos
estudos tém indicado que a ressonancia magnética possui melhores resultados do que os
exames ultrassonograficos (TRABULSI et al., 2012).

Atualmente a andlise da mutacdo do gene BRAF vem sendo realizada na rotina
veterinaria, quando ha suspeita de cancer de préstata ou carcinoma urotelial, pois se trata
de um exame minimamente invasivo evitando uma biopsia cirdrgica para confirmacao do
diagnostico. A deteccdo do BRAF-Variante V595E € um método altamente especifico e
pode auxiliar na confirmagdo do diagndstico de cancer de prostata em casos de
dificuldade de diferenciar a origem celular no exame histolégico e/ou citoldgico
(GRASSINGER et al., 2019).

Tratamento

O tratamento do céncer de prostata localizado envolve vigilancia ativa,
radioterapia ablativa e prostatectomia radical. Homens que recidivaram ou apresentaram
cancer de prostata metastatico recebem também a terapia de privacdo de andrdgenos,
radioterapia de resgate e quimioterapia. Atualmente, as op¢oes de tratamento disponiveis
sdo mais eficazes quando usadas como terapia combinada; no entanto, apesar das opg¢des
de tratamento disponiveis, o cancer de préstata ainda é incuravel (SEKHOACHA et al.,
2022).

Uma vez que o cancer de prostata canino é agressivo e altamente metastatico,
idealmente sdo indicadas terapias locais e sistémicas. No entanto, ndo had um padréo de
tratamento universalmente aceito em oncologia veterinaria para o tratamento de cées com
cancer de prostata. Tem sido sugerido que a prostatectomia deve ser considerada para
cdes com tumor intracapsular difuso ou um tumor intracapsular rodeado por tecido
prostatico normal sem evidéncia de metastase (LEROY; NORTHRUP, 2009).

A terapia hormonal é eficaz na maioria dos homens com céncer de prostata, no
entanto, ndo é provavel que seja uma opcao terapéutica para o cancer de préstata canino,
ja que o CP, na maioria das vezes, tem origem urotelial/ductal, que é independente de
horménios, alem disso muitos cdes com CP ja foram castrados antes de desenvolverem a
doenca, especialmente em paises como os Estados Unidos da América (SORENMO et
al., 2003; SORENMO et al., 2004).
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Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sd&o macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou
em outros liquidos biolégicos, cujo aparecimento e ou altera¢cGes em suas concentragoes
estdo relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas (ALMEIDA et
al., 2007). Podemos classifica-los em dois tipos: marcadores intermediarios, que
quantificam as alteracdes celulares e moleculares antes do aparecimento da malignidade
e 0os marcadores diagnosticos, presentes em associa¢do com a malignidade (CAPELOZZI,
2001)

CALICREINAS

O PSA (antigeno prostatico especifico) é produzido pelas células epiteliais da
zona de transicdo da prostata humana e é responsavel pelos niveis séricos de PSA, e o
aumento do volume prostatico estd diretamente relacionado com o aumento deste
antigeno (CASTRO et al., 2011). A especificidade tecidual unica do PSA € o que torna
significativo como um marcador tumoral em humanos. O PSA ocorre tanto em células
normais quanto malignas, uma variedade de fatores pode afetar seus niveis e devem ser
considerados na interpretacédo dos resultados. As causas mais comuns de aumento do PSA
sdo prostatite, a hiperplasia prostatica e o cancer de prostata (AMBRUSTER,1993;
NICKEL et al., 2008).

A expressdo aumentada da calicreina humana 2 (hK2) é observada em altos niveis
em neoplasia prostatica e em metéstases de CP em linfonodos. Tem-se especulado que a
dosagem dos niveis séricos desta proteina poderia contribuir para melhorar a acuracia do
diagnostico do cancer de prdstata em humanos (LINS et al., 2014). O hK2 pode ser um
alvo ideal para a reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa (RT-PCR) para
detectar células cancerigenas circulantes que expressam hK2 mRNA (ALACREU et al.,
2008).

O CPSE outro membro da familia das calicreinas com notaveis semelhancas com
0 PSA humano, esta presente principalmente na regido apical das células epiteliais
secretoras prostaticas caninas, € o principal produto de secrecdo dependente de
androgénio da glandula prostatica canina as concentragdes séricas de CPSE mais altas
foram relatadas em cées afetados por HP, prostatite bacteriana e carcinoma prostatico do
que em cées normais (ALONGE et al., 2018). Tornando-0 uma ferramenta de diagnostico
promissora para a deteccao de disturbios prostaticos.

AR
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A expressdo de receptores androgenos (AR) € fundamental para o
desenvolvimento e manutencéo do carcinoma prostatico em homens. A testosterona pode
ligar os ARs no nacleo para estimular a proliferacdo, portanto, como o carcinoma
prostatico canino é uma doenca agressiva e geralmente carece de expressdo de AR, é
fenotipicamente diferente de um carcinoma prostatico humano tipico. Assim, como 0s
caes podem ser considerados modelos de PC humano, esse modelo poderia se assemelhar
ao carcinoma prostatico humano com comportamento agressivo (CAVALCA et al.,
2022).

O receptor andrégeno pode atuar como fator de transcricdo, ou seja, pode
participar da ativacao ou repressdo da transcri¢do de inimeros genes. Essa modulacao da
transcrigdo génica pode ocorrer pelo recrutamento de coativadores ou Correpressores.
Portanto, a atividade do receptor androgénico é essencial para o desenvolvimento e
progressdo do cancer de préstata. (DEAN; KNUDSEN, 2013).

BRAF

A inativagdo do oncogene BRAF frequentemente se relaciona com 0 processo
carcinogénico, o que indica o estabelecimento de uma relagdo adquirida das células
tumorais em formas mutantes oncogénicas do BRAF (ZAMAN et al., 2019). A ativacédo
da sinalizacdo do BRAF torna as células tumorais PC humanas menos dependentes de
andrdgenos para proliferacdo in vivo e in vitro, contribuindo para o fenétipo refratario a
horménios (WANG et al., 2011). A maioria dos PC humanos, no entanto, progride para
um cancer mais agressivo, refratario a hormoénios, ou seja, resistente a ablacdo
androgénica, durante o curso clinico.

A altaincidéncia da mutacdo BRAF e a natureza agressiva do carcinoma prostatico
canino correlacionam o fato de que a maioria dos canceres caninos se desenvolve
independentemente da estimulacdo androgénica. Essas semelhancas clinicas e
moleculares fazem com que o carcinoma prostatico canino seja um modelo animal de
ocorréncia espontanea relevante para o carcinoma prostatico humano refratario a
tratamento hormonal (MOCHIZUKI et al., 2015).

A mutacdo BRAF V595E correspondente a mutacdo humana BRAF V600E, é
encontrada com frequéncia no carcinoma prostatico canino. Mutagfes ativadoras de
BRAF séo reconhecidas como drivers oncogénicos, e o bloqueio da fosforilacdo de
MAPK/ERK pode ser um alvo terapéutico eficaz contra tumores com mutagdo de BRAF
(KOBAYASHI et al., 2023).
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IGF-1

Sinalizacdo do IGF-1 esta intimamente relacionada ao desenvolvimento e
progressdo do carcinoma de prostata, o IGF-1 induz a fosforilagdo e a internalizacdo de
seu receptor e, assim, induz maltiplas alterac6es bioldgicas que facilitam a tumorigénese,
a progressdao do cancer, a disseminacdo metastatica e até mesmo a resisténcia ao
tratamento (LIU et al., 2023).

Resultados indicaram que altos niveis de IGF-1 circulante e IGF-1R ativado estéo
associados a um risco aumentado de progressao em varios tumores sélidos, como cancer
de mama (POLLAK et al., 2004). O IGF-1 tem potente funcao proliferativa e de inibi¢éo
de apoptose no corpo humano, especialmente sobre a préstata. Observa-se niveis elevados
em pacientes humanos que potencialmente podem desenvolver cancer de préstata ou que
ja o tem a neoplasia, porém apresenta-se com niveis reduzidos nos tumores de estagios
avancados (SARRIS et al., 2018). Estudos em linhagens de carcinoma prostatico canino
sdo encorajados a respeito do IGF-1 e sua correlacdo com a progressao da doenca.

COX-2

O aumento da expresséo da ciclooxigenase-2 (COX-2), uma enzima que catalisa
a conversao do acido araquidénico em prostandides, tem sido extensivamente associado
a progressao de malignidades humanas, incluindo o cancer de préstata (GARD et al.,
2018). A regulacdo positiva de COX-2, encontrada em celulas cancerigenas, leva ao
aumento da proliferacdo, migracéo, angiogénese, inflamac&o e disseminacdo metastatica
(RICHARDSEN et al., 2010). Inibidores seletivos de COX-2, como celecoxib e
rofecoxib, isoladamente ou em combinacdo com outros agentes, suprimem o crescimento
e a metastase do tumor de préstata (GARCIA et al., 2014).

A COX-2 é expressa em carcinoma de prostata canino, porém sua expressao ndo
esta relacionada com a presenca de infiltrados inflamatdrios (L'EPLATTENIER et al.,
2007). Os inibidores de COX-2 administrados diariamente aumentam o tempo de
sobrevida em cdes com tumores de prostata, apoiando a eficiéncia terapéutica dos
inibidores de COX-2 (PACKEISER et al., 2020). Mais estudos sdo necessarios para
investigar os efeitos dos inibidores de COX-2 em caracteristicas como migracdo e
invaséo.

KI67

O anticorpo monoclonal murino Ki-67 reage com um antigeno nuclear humano

que esta presente em células em proliferagdo, mas ausente em células quiescentes. O
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antigeno nuclear Ki-67 é expresso em quase todas as fazes do ciclo celular (G1, S, G2 e
mitose), mas ndo em GO (GEDES et al., 1983). Assim com a ajuda desse anticorpo,
estima-se a fragdo de crescimento de uma determinada populagdo de células humanas,
independentemente de ser normal ou maligna (GEDES et al., 1984).

O aumento da expressao da proteina Ki67 esta associado a agressividade tumoral
e correlaciona-se com pior progndstico para o cancer de prostata humano (MAIA et al.,
2022). O Ki-67 tem um valor progndstico independente, o que adiciona informacgdes
prognosticas sobre o escore de Gleason e 0s niveis sericos de PSA e é prognostico para
progressdo da doenca em pacientes humanos submetidos a radiacdo (KRISTIANSEN,
2012).

TP53

O gene TP53 codifica a proteina tumoral p53, que é um regulador chave do ciclo
celular, controlando a transicdo da fase G1 para a fase S. Sob condi¢6es propicias a danos
no DNA, a p53 pode induzir a apoptose ou interromper o ciclo celular para reparacao de
DNA (MORRIS, 2002). A p53 influencia o fendtipo celular e é frequentemente perdida
no cancer de préstata mais agressivo, com diferenciacdo neuroendécrina. A perda de p53
antagoniza o efeito dos inibidores de AR e aumenta a taxa de proliferacao de células CaP
humano (KUMARI et al., 2022).

Em cédes, uma baixa expressdao de TP53 foi observada em PIA e PC em
comparagdo com tecido prostatico normal (RIVERA-CALDERON et al., 2016). Em PC
canino, as alteracdes genébmicas em TP53 foram investigadas no nivel transcricional em
uma coorte independente de pacientes com PC e encontrada uma expressdao negativa
significativa em casos de PC em comparacdo com tecidos normais (LAUFER-AMORIM
etal., 2019).

E-caderina

O gene da E-caderina (CDH1), um membro da familia das glicoproteinas
transmembrana, responsavel pela adesdo célula-célula dependente de calcio, esta
localizado na regido cromossdmica 16922, em humanos. Na carcinogénese a E-caderina
tem um importante papel relacionado com invasao de tecidos adjacentes e ao processo de
metastase (PAREDES et al., 2001).

No PC humano, a metilacdo de CDH1 foi associada a regulacéo negativa da E-
caderina nas linhagens DU145 e PC-3 (MOSTAFAVI-POUR et al., 2015). EM PC canino

baixos niveis de proteina E-caderina, menor expressdo de CDH1 e hipermetilagdo deste
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gene foram detectados. Porém, em focos metastaticos observou-se a re-expressédo da E-
caderina, confirmando sua relevancia nestes processos (FONSECA-ALVES et al., 2019).

PTEN

O PTEN é um importante controlador da via da Phosphatidylinositol-3 Kinase/
Protein Kinase B (PISK/AKT), participando na regulacdo de mdaltiplos processos
biolégicos como a apoptose, proliferacdo, metabolismo e controle dos niveis de AR,
necessario para a maturacdo e diferenciacdo do tecido prostatico. Frequentemente
observa-se delecbes de PTEN no céncer de prostata (DEMARZO et al., 2003;
NICHOLSON E RICKIE).

O gene PTEN codifica uma fosfatase de especificidade dupla que regula as vias
cruciais de transdugdo de sinal. Funciona principalmente como uma fosfatase lipidica e
tem como alvo o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP-3) Ao desfosforilar o PIP-3, o
PTEN regula negativamente a via de sinalizacio AKT/PKB, que promove a
sobrevivéncia celular e inibe a apoptose (PORKKA; VISAKORPI, 2004). A delecéo
gendmica do PTEN no céancer de prostata ja foi identificada (CAIRNS et al., 1997).

O PTEN é o gene supressor de tumor mais comumente perdido na doenca primaria
e essa variacdo provavelmente se deve em parte ao fato de que a frequéncia da delegéo
do PTEN esta altamente correlacionada com a agressividade da doenca observada com o
aumento do escore de Gleason e o estagio do tumor (JAMASPISHVILI et al., 2018).

A perda de PTEN pode ser um passo importante na carcinogénese da prostata
canina, e niveis diminuidos de PTEN podme estar associado a um comportamento
bioldgico mais agressivo (PALMIERI; LIN, 2016).

c-MYC

O c-MYC é um fator de transcricdo nuclear que desempenha um papel importante
na proliferacdo, metabolismo, diferenciacdo e migracdo de células neoplasicas
prostaticas. Sua sinalizagdo leva ao crescimento e invasdo do cancer in vitro e in vivo. A
estabilidade do c-MYC também pode mediar a resisténcia a drogas em canceres, levando
a inibicdo do apoptose e 0 aumento da progresséo do ciclo celular (FASKHOUDI et al.,
2022). A superexpressao de c-MYC (MYC érigidamente controladas em circunstancias
normais, e frequentemente observada no cancer de prostata (QIU et al., 2022).

A superexpressao de MY C diminui significativamente a fungéo de transcri¢do do
receptor de andrdgeno em células luminas prostaticas (WU et al., 2021). A expressao da

proteina c-MYC foi observada em cées, presente no citoplasma e nos nucleos do
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carcinoma de prostata e P1A caninos, em comparacéo com a prostata normal (FONSECA-
ALVES et al., 2013).

Cannabis sativa

A fitoterapia ou terapia pelas plantas € uma das mais antigas préticas terapéuticas
da humanidade. Ela remonta ha cerca de 8.500 a.C. e apresenta origens tanto no
conhecimento popular (etnobotanica) como na experiéncia cientifica (ethofarmacologia).
Sao considerados medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias
clinicas e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade (Programa de Plantas
Medicinais e Terapias Ndo Convencionais UFJF, 2021; ANVISA, 2014).

A Cannabis sativa € uma planta conhecida popularmente no Brasil pelo nome de
maconha (Figura 7). A planta é cultivada e produzida em diversas partes do mundo.
Existem registros de sua utilizacdo datados de 10.000 anos antes de Cristo (CARLINI,
2006). Na década de 60, ocorreram as descobertas de Mechoulam, em 1963, da estrutura
do canabidiol (CBD) (Figura 8), e em 1964, da estrutura quimica do Delta9-
tetrahidrocanabinol (THC) (Figura 9) (MECHOULAM; SHVO, 1963). Apos a clonagem
dos receptores CB1 e CB2 em cérebro de camundongo, na década de 90 (DEVANE et
al., 1991).

Figura 7 Cannabis sativa. Fonte: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/saude/canabinoides
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Figura 8 Férmula estrutural do Canabidiol. Fonte:

https://www.nucleodoconhecimento.com.br/saude/canabinoides.
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Figura 9 Férmula estrutural do Tetra-hidrocanabinol. Fonte:

https://www.nucleodoconhecimento.com.br/saude/canabinoides.

Foi descoberto que apesar dos compostos canabicos serem substancias exégenas
obtidas através da Cannabis sp., 0 organismo dos mamiferos apresenta um sistema
complexo e com mediadores lipidicos, isolados do cérebro e tecidos periféricos que
incluem amidas, ésteres e éteres de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, eles
imitam a acdo do A9-THC em diferentes processos biolégicos. denominado sistema
endocanabinoide (Figura 10) (DI MARZO et al., 2004; BATTISTA et al., 2012). Este
sistema esta envolvido na modulacdo de diversas fungdes corporais, como apetite,
digestdo, balanco energético, padrdes de sono, estado imunologico e inflamatério e
respostas emocionais (HAZZAH et al., 2020).
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Figura 10 Representacdo esquematica do Sistema Endocanabindide. A anandamida (AEA) € sintetizada
pelas enzimas N-acetiltransferase (NAT) e uma fosfolipase especifica
(“arachidonoylphosphatidylethanolamine-phospholipase D”; NAPE-PLD). O 2-araquidonoilglicerol (2-
AQG) ¢ sintetizado através de uma outra lipase (“diacylglycerol lipase”; DAGL). Uma vez sintetizados a
AEA e 0 2-AG ligam-se ao transportador membranar dos endocanabindides (EMT) ficando disponiveis
para atuar nos recetores canabinoides. O transportador remove rapidamente estes compostos sendo a AEA
degradada por uma hidrélase das amidas dos acidos gordos (“fatty acid amide hydrolase”; FAAH)
resultando acido araquidénico (AA) e etanolamina (EtNH2), enquanto o 2 - AG ¢é degradado pela FAAH
ou por uma lipase de glicerdis (“monoacylglycerol lipase”; MAGL) a AA e glicerol. Um mecanismo
alternativo é mediado pela ciclooxigenase-2 (COX-2) que converte a AEA
aprostalandinaetanolaminas. Fonte: FONSECA et al. (2013).

Os tecidos de mamiferos expressam pelo menos dois tipos de receptores
canabindides, ambos sdo acoplados na proteina G. Estes sdo os receptores CB1, e CB2
(Figura 11) (PERTWEE, 2005). O receptor CB1 esta presente no sistema nervoso central
e medeia os efeitos psicotropicos de canabindides exogenos, como o0 Y9 -
tetrahidrocanabinol (THC), o componente ativo da cannabis.

O receptor CBL1 é responsavel pela atividade analgésica dos endocanabindides,

bem como por muitos outros efeitos, incluindo locomogéo e controle de temperatura
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(MATSUDA et al.,1990). O receptor CB2 esta presente em tecidos inflamatorios e
medeia os efeitos antiinflamatorios de endocanabinoides e canabinoides derivados de
plantas. Ambos os receptores CB1 e CB2 se acoplam ao Gi e reduzem 0s niveis
intracelulares de cCAMP (HERMANSON; MARNETT, 2011).
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Figura 11 Esquema representativo da distribuicdo dos receptores canabindides CB1 e CB2 e das fungdes

fisiol6gicas que 0s mesmos exercem no organismo. Adaptacdo. Fonte: CARDOSO (2019).

A Cannabis sp. vem sendo utilizada de varias formas possiveis, tendo um
potencial alvo terapéutico tais como: diminuicdo dos efeitos adversos quimioterapia,
estimulagdo do apetite, controle da espasticidade na esclerose multipla, dor crénica,
epilepsia, sindrome de Tourette e glaucoma (CORREIA DA SILVA, 2019).

A atividade anti-tumoral da cannabis foi avaliada em diferentes linhagens
celulares de neoplasia humana, com resultados promissores na reducdo da proliferacdo
celular e invasdo, além do aumento do apoptose e melhora da resposta imune do
hospedeiro (BODINE; KEMP, 2022).

HINZ; RAMER (2019), em uma recente revisao de literatura sobre os efeitos anti-
tumorais dos canabindides, descrevem os mecanismos intracelulares responsaveis pelo
efeito anti-proliferatico em células neoplésicas humanas, na modula¢éo do ciclo celular.
A ativacdo de receptores canabinoides em linhagens de melamoma causou a parada do
ciclo celular pela inibigdo da via AKT e diminui¢do da fosforilagdo da proteina Rb
(Blazquez et al., 2006, apud HINZ; RAMER, 2019). Em linhagens de carcinoma de mama
observou-se que o THC induzia a parada do ciclo celular pela diminuicdo de CDK1
(Caffarel et al., 2006, apud HINZ; RAMER, 2019).

Estudo in vitro com duas linhagens de carcinoma de células de transicdo humana

demonstrou que o uso de compostos da Cannabis sativa, como cannaflavina A, tem feito
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sinérgico positivo quando combinado a outros agentes quimioterapico e diminuiu a
viabilidade celular de maneira dose-dependente (TOMOKO et al., 2022).

O uso da canabis na medicina veterinaria pode se apresentar em vérias formas de
administragdes, como pomadas para uso topico, colirios e extratos, tendo seu uso relatado
para tratamento de transtornos cardiovasculares, cancer, dor, asma, doencas alérgicas,
vomito, diabetes e rinite pigmentosa (LANDA et al., 2016; PEREIRA et al., 2021). Seu
uso tem sido indicado para dor, anorexia, como suplemento alimentar (ALVARENGA et
al., 2023). Estudos in vitro com uso de CBD e linhagens de células neoplésicas caninas
S80 esCcassos.

Autores ja avaliaram o efeito de CBD sobre cinco linhagens celulares caninas:
uma de carcinoma de mama (CMT-12), uma de linfoma B (17-71) e trés de osteossarcoma
(D17, HMPOS e Abrams), o efeito do CBD sozinho ou em combinagcdo com
quimioterapicos usualmente indicados levou a reducdo da proliferacdo celular,
especialmente por induzir autofagia e apoptose das células neoplasicas (HENRY et al.,
2020).

Em linhagens de células de carcinoma urotelial canino (AXA, Orig e SH), 0 uso
de CBD reduziu a viabilidade celular e induziu a apoptose. Ainda, a combinacdo de CBD
com mitoxantrona e vimblastina reduziram significativamente a viabilidade celular e
incrementaram a taxa de apoptose, comparado com o uso de um Unico agente, porém nao
com a carboplatina e inibidores seletivos de COX-2, farmacos de uso frequente em cées
com esta afeccdo. Os autores sugerem um uso promissor de CBD de forma isolada ou em
associacdo com protocolos quimioterapicos convencionais (INKOL et al., 2021)

No céancer de prostata, a expressao do receptor CB1 pelas linhas celulares de
cancer de préstata humano LNCaP (sensivel a androgeno), DU145 e PC3 (independente
de androgeno) é maior do que a observada em células epiteliais da prostata humana
normal (SARFARAZ et al., 2005). Isso foi confirmado em espécimes de carcinoma de
prostata, onde a expressdo dos receptores CB1 e TRPV1 é regulada positivamente e se
correlaciona com graus crescentes de tumor (CZIFRA et al., 2009). Também foi
demonstrado que o nivel de CB1 no tecido tumoral esta associado & gravidade da doenca
no diagndstico e no resultado (CHUNG et al., 2009).

As escassas opcoes terapéuticas para o cancer de prostata, principalmente nos
casos mais avangados, encorajam buscas por novos farmacos. Os resultados da literatura

recente sdo promissores, além da legalizacdo do uso medicamentoso destes compostos
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em diferentes estados do Brasil, bem como a recente aprovacdo pela Assembleia
Legislativa do Estado de S&o Paulo (ALESP) de uma lei que institui a politica estadual
de fornecimento gratuito de medicamentos a base de canabidiol (Lei 17618/2023), o que
encoraja o desenvolvimento de pesquisas em oncologia comparada com o0 uso de

Cannabis sativa e seus compostos.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a resposta antitumoral do extrato rico em canabidiol (CBD) e extrato rico
em tetrahidrocanabinol (THC), em linhagens tumorais de carcinoma prostatico canino e

humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito na viabilidade (IC50) de cultura de carcinoma prostético canino e
humano apds 24 horas de exposicao aos extratos rico em CBD e THC.

Avaliar o potencial indutor apoptético nas linhagens de carcinoma prostatico

canino e humano ap6s 24 horas de exposicao aos extratos rico em CBD e THC.
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RESUMO

O carcinoma de préstata é o segundo tipo de neoplasia maligna mais comum entre 0s
homens no Brasil, e relatado em cées entre 8 a 10 anos de idade, com rapida evolucdo
podendo metastatizar para linfonodos regionais, pulmdes e ossos. O CBD ja foi relatado
na literatura como agente antineoplasico em modelos in vitro de neoplasias do homem e
do cdo. Nos investigamos o efeito citotdxico dos extratos de dois extratos de Cannabis
sativa, um rico em CBD (ERCBD) e outro rico em THC (ERTHC), em linhagens de
células de carcinoma prostatico canino (PC1 e PC2) e humano (LNCAP), bem como sua
avaliacdo para a inducdo a apoptose de células cancerigenas. Para avaliacdo da
citotoxicidade foi o utilizado o ensaio de MTT, com as doses 2,5uM, 5uM, 7,5uM e
10uM de ambos os compostos nas linhagens caninas e 10uM, 20uM, 30uM e 40uM de
ambos 0s compostos na linhagem humana, As linhagens foram incubadas por 24 horas,
em placas de 96 pocos em condi¢des de cultura in vitro padrdo. ApoOs esse periodo
determinou-se o IC50 através da atividade metabodlica das células. Logo ap6s foi realizado
0 ensaio da Anexina-V-FITC/ lodeto de propidio nas linhagens caninas, avaliando através
da citometria de fluxo as células com apoptose mediata e tardia. Com os resultados
obtidos constataram uma concentracdo inibitoria méedia de ERCBD (3,437; 3,577) e
ERTHC (4,909;4,486) em PC1 e PC2 respectivamente, e ERCBD (21,49) e ERTHC

(18,69) na linhagem LNCAP. Ainda, observamos o efeito apoptdtico dos dois extratos
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nas células de carcinoma prostatico canino. Mais estudos devem ser feitos, para avaliar o
mecanismo de morte celular e seu potencial de uso in vivo

Palavras chave: fitoterdpico; cancer de prostata; canabinoide.

ABSTRACT

Prostate carcinoma is the second most common type of cancer among men in
Brazil, and is reported in dogs between 8 and 10 years of age, with rapid evolution and
metastatic potential to regional lymph nodes, lungs and bones. CBH and THC showed an
anti-tumoral effect in human and canine cell lines. We investigated the cytotoxic effect
of extracts from two Cannabis sativa extracts, one rich in CBD (ERCBD) and the other
rich in THC (ERTHC), on malignant prostatic cell lines from dogs (PC1 and PC2) and
men (LNCAP), as well as the effect evaluation for the induction of apoptosis in the two
canine cell lines. To evaluate the cytotoxicity, the MTT assay was used, with doses of
2.5uM, 5uM, 7.5uM and 10uM of both compounds in the canine cells line and 10uM,
20uM, 30uM and 40uM of both compounds in the human cell line.Both were incubated
for 24 hours in 96-well plates. The IC50 was determined through the metabolic activity
of the cells. Soon after, the Annexin-V-FITC/propidium iodide assay was performed in
the canine PC cell lines, evaluating cells with mediate and late apoptosis through flow
cytometry. We showed that ERCBD and ERTHC obtained an average inhibitory
concentration of 3.437; 3.577 and 4.909;4.486 in PC1 and PC2 respectively, and ERCBD
(21.49) and ERTHC (18 ,69) in the LNCAP cell line. , We also observed an apoptotic
effect on the canine cell lines for both cannabis extracts. Further research should be made

to evaluate the cell death mechanism as well as the in vitro use as an anti neoplastic agent.

Keywords: herbal medicine; prostate cancer; cannabinoid.

INTRODUCAO

O céncer de prostata € o cancer com maior prevaléncia entre 0s homens no mundo
ocidental e houve um aumento significativo nos Gltimos anos, sendo a segunda maior
causa de morte (SIEGEL et al., 2020). Para o Brasil, a estimativa para o triénio de 2023
a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer, sendo 72 mil canceres de
prostata, na regido sudeste 77,89 diagnosticos s@o realizados a cada 100 mil homens
(INCA, 2023).
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O uso de modelos experimentais (in vivo e in vitro) para o avanco da oncologia
humana e animal € bem estabelecido, com o intuito de avaliar o desenvolvimento de testes
de acdo e segurancas de farmacos; alteracbes moleculares relacionadas a fatores
prognasticos e preditivos (DEWHIRST; PAGE, 2020).

Os modelos naturais sdo de grande valia no avan¢o da oncologia comparada. As
similaridades de morfologia, ocorréncia, sitios metastaticos e a convivéncia no mesmo
ambiente, torna o cdo uma excelente sentinela ambiental e modelo para o estudo do
carcinoma prostatico (DALLECK et al., 2016).

O carcinoma prostatico canino (CP) acomete animais entre 8 e 10 anos de idade,
e apenas esporadicamente cées jovens. A castracdo ndo parece ter qualquer efeito protetor
sobre a préstata canina em relagcdo ao desenvolvimento de neoplasia, com 0s animais
castrados tendo a mesma ou maior prevaléncia de neoplasia prostatica quando
comparados aos cées intactos (SMITH, 2008).

Os CP do cdo séo localmente invasivos e metastatizam rapidamente para 0s
linfonodos regionais (iliacos, pélvicos e sublombares), pulmdes e 0ssos. Metastatizam
frequentemente para 0s 0ssos, a bexiga, o colon e os tecidos adjacentes por meio de
extensdo direta. Além disso, outros érgdos podem ser alvos de metastase, como: figado,
baco, rins, coracdo e glandulas adrenais. Quando presentes no tecido 6sseo, podem
promover dor ou fraturas patolégicas. As vértebras lombares e a pelve sdo os locais mais
frequentemente envolvidos (NORTHRERP et al., 2009).

A atividade anti-tumoral da cannabis foi avaliada em diferentes linhagens
celulares de neoplasia humana, com resultados promissores na reducdo da proliferacdo
celular e invasdo, além do aumento do apoptose e melhora da resposta imune do
hospedeiro (BODINE; KEMP, 2022). Estudos in vitro com uso de CBD e linhagens de
células neopléasicas caninas sao escassos.

Autores ja avaliaram o efeito de CBD sobre cinco linhagens celulares caninas:
uma de carcinoma de mama (CMT-12), uma de linfoma B (17-71) e trés de osteossarcoma
(D17, HMPOS e Abrams). O efeito do CBD sozinho ou em combinagdo com
quimioterapicos usualmente indicados levou a reducdo da proliferacdo celular,
especialmente por induzir autofagia e apoptose das células neoplasicas (HENRY et al.,
2020).

Em linhagens de células de carcinoma urotelial canino (AXA, Orig e SH), 0 uso

de CBD reduziu a viabilidade celular e induziu a apoptose. Ainda, a combinacéo de CBD
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com mitoxantrona e vimblastina reduziram significativamente a viabilidade celular e
incrementaram a taxa de apoptose, comparado com o uso de um unico agente, porém nao
com a carboplatina e inibidores seletivos de COX-2, farmacos de uso frequente em cées
com esta afeccdo. Os autores sugerem um uso promissor de CBD de forma isolada ou em
associacdo com protocolos quimioterapicos convencionais (INKOL et al., 2021)

No céncer de prostata, a expressdo do receptor CB1 pelas linhas celulares de
cancer de préstata humano LNCaP (sensivel a androgeno), DU145 e PC3 (independente
de andrégeno) € maior do que a observada em células epiteliais da prostata humana
normal (SARFARAZ et al., 2005). Isso foi confirmado em espécimes de carcinoma de
préstata, onde a expressao dos receptores CB1 e TRPV1 é regulada positivamente e se
correlaciona com graus crescentes de tumor (CZIFRA et al., 2009). Também foi
demonstrado que o nivel de CB1 no tecido tumoral esta associado a gravidade da doenca
no diagndstico e no resultado (CHUNG et al., 2009).

Tendo em vista que o CP canino é uma doenca de carater progressivo, com
diagndstico reservado e os protocolos utilizados apenas retardam a progressao da doenga,
e possuem efeitos colaterais agressivos (VLASIN et al., 2006) e frente ao potencial do
uso dos extratos de Cannabis sativa no tratamento do cancer de préstata, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a resposta anti-tumoral do extrato rico em canabidiol
(ERCBD) e extrato rico em tetrahidrocanabinol (ERTHC), em linhagens tumorais de

carcinoma prostatico canino e humano.

MATERIAL E METODOS:

Linhagens celulares e cultura celular

Utilizou-se duas linhagens celulares de carcinoma prostatico canino, PC1 e PC2,
previamente caracterizadas (COSTA et al.,, 2019). A PC1 é oriunda de neoplasia
prostatica ndo metastatica de um cdo intacto, sem raca definida. J4 a PC2 foi estabelecida
a partir de um carcinoma prostatico metastatico, de um cdo macho, intacto, Poodel de 11
anos de idade (Figuras 1A e 1B). A linhagem humana utilizada é do banco de tumores -
LNCAP, um adenocarcinoma de prostata humano sensivel a androgenos derivados da
metastase do linfonodo supraclavicular esquerdo de um homem caucasiano de 50 anos
em 1977 (HOROSZEWICZ et al., 1980), gentilmente fornecida pela Dra Flavia Karina
Delella, do Laboratério de Matriz extracelular — LabMEC, IBB, Unesp, Botucatu. Todas

as linhagens testaram negativo para Mycoplasma sp.
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As células foram cultivadas em frascos de cultivo de 75 cm?2 para expansao,
mantidas em meio DMEM- Ham’s F-12 (LGC Biotechnology, Cotia, SP, Brasil)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, LGC Biotechnology, Cotia, SP, Brasil), 1%
de gentamicina 0,5% e solucdo de antibidtico-antimicotico (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUAe mantidas em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C.

- 0 75 . 4 I

AN O o

Figure 1 Fotomicrografia celular da linhagem carcinoma prostético canino PC1 (A) e PC2 (B)
100x.

Obtencao dos extratos

Os extratos ricos em canabidiol (ERCBD) e A9-Tetrahidrocanabinol (ERTHC)
foram obtidos através de parceria com a ONG Maria Flor (Marilia, SP, BRASIL). A
pureza do extrato foi avaliada pela técnica de HPLC, pela empresa DALL. Os extratos
foram diluidos em dimetil sulfoxido (DMSQ) na proporcao 1:1, filtrados e diluidos em
meio de cultura celular para chegar na dose de trabalho de 100uM de CBD no ERCBD e
100uMde THC, no ERTHC (Anexo 1).

Tratamento e avaliacdo da atividade metabolica celular

Para avaliar o efeito citotoxico, a concentracdo inibitéria média (IC50) do ERCBD
e do ERTHC nas células de carcinoma prostatico canino e humano, foi realizado o teste
colorimétrico de viabilidade celular in vitro (MTT). O teste é baseado na fragmentacéao
do sal amarelo de tetrazélito {MMT [Brometo de 3- (4,5- dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difenil
tetrazolito]} em cristais roxos por células metabolicamente ativas. As linhagens PC1, PC2
e LNCAP foram expandidas até a confluéncia de 80%, realizada a desagregagdo com
tripsina e EDTA, centrifugadas e as células vidveis foram contadas utilizando a solucao
de azul de tripam 0,2% com auxilio de um microscépio 6ptico e camara de Neubauer. As
células foram adicionadas em placas de 96 po¢os na concentracao de 1 x 10* células/pogos
em 100 pL de meio de cultura sem soro fetal bovino e incubadas por 24h em estufa com

5% de CO.. Posteriormente, 0 meio foi substituido por meio de cultura sem SFB contendo
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0s respectivos extratos: ERCBD e ERTHC, em diferentes concentracdes de 2,5 uM, 5
UM, 7,5 uM, 10 pM, 20 uM, 30 uM, 40 uM; sendo utilizados 6 pogos por concentragéo,
diluidos em DMEM. Dois grupos controles foram utilizados: DMEM sem soro fetal
bovino e veiculo DMSO, na maior concentragdo. As placas foram incubadas por 24h apés
este periodo foi adicionado 100 L de solucdo de MTT, seguindo-se as recomendacdes
do fabricante (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio), Sigma-
Aldrich, USA).

Os valores de absorbancia na faixa de 570nm foram obtidos em leitor de
microplaca (Biochrom Asys Expert Plus Microplate Reader, Biochrom Ltd., Harvard
Bioscience, Holliston, MA, USA). Os valores de viabilidade cellular foram calculados de

acordo com a formula:

A tratamento—A branco
(%) = )

Viabilidade celular x 100%

(A diluente—A branco)

Considerando: A= absorbancia, Diluente = DMSO, Branco= sem células, poco
com DPBS.

As andlises estatisticas das comparac@es entre as diferentes doses de tratamento
foram feitas utilizando Teste T e significancia estatisticas considerada se p < 0.05, no
programa Graph Prisma (GraphPad Software, San Diego, California USA).

Ensaio anexina V-fitc/iodeto de propideo

O ensaio de anexina V e lodeto de propidio foi escolhido para determinar a
porcentagem de apoptose e morte celular por necrose induzida pelos tratamentos
apresentados. O procedimento consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina,
na membrana das células que estdo iniciando o processo apoptotico, e na ligacdo do iodeto
de propideo ao DNA das células no processo final do apoptose.

Desta forma, células em apoptose inicial demonstram marcacdo somente para
Anexina-V (AN+) / (PI-), células em apoptose tardia aquelas com dupla marcacao de
Anexina V e Pl (An+) / (PI+), células mortas com marcacdo de lodeto de propidio
somente (An-)/(Pi+) e células vidveis as que ndo apresentam nenhuma marcacao.

As linhagens de células de carcinoma prostatico canino (PC1, PC2) foram
cultivados até confluéncia de 80%, seguidas de desagregacdao enzimatica por tripsina.
Foram contabilizadas 1x1076 células e estas incubadas em frasco de 25 cm? por 24h em
incubadora de CO2 (5%) a 37,5°C.

Foram realizados grupos controles para os reagentes e calibracdo do citbmetro de

fluxo (células sem tratamento e células mortas com DMSO 5%), bem como 0s grupos
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tratados com ERCBD (24h), ERTHC (24h), as doses utilizadas foram as estabelecidas
pelo 1IC50 do MTT. Apds a incubagéo, cada sobrenadante foi centrifugado e adicionado
das células desagregadas.

As suspensdes de células [1x1076 células/mL] foram realizadas com bidding
buffer 4x (Tampao de Ligacdo de Anexina) para analise de apoptose. Para isso, 5uL de
Anexina V com APC-conjugado (Sigma 22 Aldrich, USA), 5uL de lodeto de Propideo
(concentracdo final de 1.5uM) (Sigma 22 Aldrich, USA). E cautelosamente foram
agitadas em vortex de tubo de ensaio.

Todas as amostras foram incubadas por 15 min em camara escura a 37°C. A
citometria de fluxo foi realizada com equipamento Fortessa LSR (Becton Dickinson,
Mountaus View, CA, USA) com laser azul de 488nm, laser vermelho de 640nm e laser
violeta de 405nm. As configuracOes de filtro para os PMTs que medem a emissao de
fluorescésncia dos fluorocromos aplicados foram 694/50 nm (IP); 620/20 (Anexina-
APC).

Foram realizados 30.000 eventos/células por amostra. Os dados gerados foram
dispostos em gréfico de plotagem de contorno incluindo eixo < Ot (biexponencial)
tornando todos 0s eventos visiveis e devidamente compensados atravées do softwere BD
FACSDiva™ v6.1 (Becton Dickinson).

A andlise dos dados e os gréaficos foram realizadas pelo software Graphpad Prism
8 (GraphPad Software, San Diego, California USA).

RESULTADOS

Tratamento e avaliacdo da atividade metabdlica celular por MTT e determinacéo
de IC50 ap0s tratamentos

O ERCBD apresentou diminuicdo da atividade metabdlica celular dose
dependente nas duas linhagens caninas obtendo-se o 1C50 de 3,43 uM para PC1 (Figura
2A) e 3,577uM para PC2 (Figura 2B). A proximidade das doses demonstra uma
sensibilidade comum ao tratamento entre as duas linhagens. Ja na linhagem de carcinoma
prostatico humano, LNCAP (Figura 2C) o IC50 foi de 21,49.

Para o0 ERTHC a IC50 foi de 4,909uM para a linhagem PC1 (Figura 3A) e
4,486uM para PC2 (Figura 3B), com efeito dose dependente. Ja para a LNCAP (Figura
3C) 0 IC50 foi de 18,69 uM.
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Ap0s o tratamento de 24 horas com ERCBD e ERTHC houve uma diminuicéo
significativa (p < 0,05) no nimero de células viaveis nas linhages PC1, PC2 e LNCAP

em comparacdo com o grupo controle (Figuras 2C, 2D e 2E).
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Figure 2 Viabilidade celular das linhagens PC1 (A e D), PC2 (B e E) e LNCAP (C e F) de carcinoma de prostata canino e humano. Curva de

regressao ndo-linear e definicdo da IC50, comparando as doses entre si, apos 24 horas de exposi¢do tratamento com extrato rico em CBD. O teste t de Student

foi usado para comparar dois grupos; ANOVA com teste estatistico de kruskall-wallis de comparacdes maltiplas de Tukey foi usado para comparar cinco

grupos. *p < 0,05; **p < 0,01; **** p < 0,0001.
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Ensaio anexina V-fitc/iodeto de propideo para tratamento das linhagens PC1 e
PC2.

A tabela 1 demonstra os resultados obtidos dos tipos de morte celular nas duas
linhagens caninas. Na linhagem canina PC1 observamos uma reducdo do nimero de
células viaveis, sendo o principal mecanismo de morte a necrose, seguido de apoptose
tardia, tanto para 0 ERCBD, quanto ERTHC. Ja para a linhagem PC2, a morte celular foi
menor do que o percentual de células vidveis. Dentre os tipos de morte celular, a apoptose
tardia foi a que apresentou maior percentual de células, para ambos os tratamentos
(Figuras 3 e 4).

Tabela 1 Percentual de células mortas e viaveis de acordo com o ensaio de anexina V/iodeto de
propideo para as linhagens de carcinoma prostatico canino (PC1 e PC2) apos tratamento com extrato rico
em CBD e THC.

PC1 PC2
ERCBD ERTHC ERCBD ERTHC
Apoptose inicial 4.4% 5.2% 7.4% 8.2%
Apoptose tardia 20% 20% 17.2% 24.6%
Necrose 36% 27% 8% 6%

Células viaveis 39.6% 47,80% 67.4% 61.2%




51

A) _Specimen_001-DMEN B) gpecimen_001-DMSO PC1 24h Apoptosis Assay
“o-4 DEAD LATE APOPTOSIS “o-f DEAD LATE APOPTOSIS
150+
s B DEAD
oy - B LATE APOPTOSIS
XX
. = 100+ B EARLY APOPTOSIS
& : EARLY APOPTOSIS @ B LIVE
. 30 10° 10° 10 10° ' 2 0 10° 00 10 10° S
FITC-A : FITC-A S 50-
|_
C) _Specimen_001-CBD D)  gpecimen_001-THC
“o- DEAD LATE APOPTOSIS “o-{ DEAD LATE APOPTOSIS
O_
Q WU o
. & <« Q9
\fo
S

Figure 4 Ensaio de apoptose por Anexina V/Fitc e iodeto de propidio da linhagem PC1 de carcinoma de préstata canino. Comparacao das doses de IC50 (ERCBD e
ERTHC), Controle (DMEM), Veiculo (DMSO), comparando as doses entre si, apds 24 horas de exposi¢ao tratamento com extrato rico em THC. O teste t de Student foi usado

para comparar 0s quatro grupos, com base no grupo controle; ANOVA com teste estatistico de kruskall-wallis de comparagdes multiplas foi usado para comparar quatro grupos.

*p < 0,05; **p < 0,01.
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Figure 5 Ensaio de apoptose por Anexina V/Fitc e iodeto de propidio da linhagem PC2 de carcinoma de prostata canino. Comparacédo das doses de IC50 (ERCBD e

ERTHC), Controle (DMEM), Veiculo (DMSO), comparando as doses entre si, apos 24 horas de exposicdo tratamento com extrato rico em THC. O teste t de Student foi usado

para comparar 0s quatro grupos, com base no grupo controle; ANOVA com teste estatistico de kruskall-wallis de comparacdes mdaltiplas foi usado para comparar quatro grupos.

*p < 0,05; **p < 0,01.
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DISCUSSAO

Com o estudo foi possivel perceber que, houve uma curva dose-resposta no
tratamento das doses utilizadas, chegando a uma dose inibitoria média confiavel (ERCBD
(3,437;3,577) e ERTHC (4,909;4,486) em PC1 e PC2 respectivamente, e ERCBD (21,49)
e ERTHC (18,69) para LNCaP. Os resultados apresentados com os extratos ricos em CBD
e THC sdo inéditos em linhagens de carcinoma prostatico canino e humano,
demonstrando o uso potencial de CBD ou THC como agente antitumoral. As duas
linhagens caninas ndo demonstraram uma diferenca de dose resposta entre si, porém a
linhagem humana apresentou resultados distintos das linhagens de cées, com uma IC mais
elevada para 0 ERCBD e ERTHC. Estudos como este trazem a importancia da oncologia
comparada, a fim de avaliar o mecanismo de acdo desses compostos entre as espécies,
bem como a necessidade de testes para cada espécie.

Apesar dos resultados promissores na dose resposta para as linhagens de
carcinoma prostatico canino, a resposta do tipo de morte celular foi heterogénea e mesmo
o0 percentual de células mortas e vidveis. A linhagem PC2 foi mais resistente a morte
celular do que a PC1. Resultados semelhantes foram demonstrados em estudos prévios
do nosso grupo de pesquisa (KOBAYASHI et al., 2020), sendo a PC2 mais agressiva e
menos responsiva ao tratamento com Toceranib. Em ambos os estudos os resultados
podem ser justificados pela agressividade tumoral, ja que a linhagem PC2 era proveniente
de um animal com CP metastatico.

Em carcinoma prostéatico, particularmente nos mais agressivos, em que o0 paciente
jaapresenta metastase ou estagio avancado de doenca com tumor hormonio independente
(resistente a castracdo), existe evidéncias de que as vias intrinsecas de apoptose estdo
defeituosas (CAMPBELL et al., 2021).

Mecanismos de resisténcia a drogas em células neoplasicas incluem diminuicdo
nas vias de sinalizacdo de morte celular por apoptose (TODARO et al., 2008). As
linhagens de carcinoma prostatico canino PC1 e PC2 apresentam uma alta expressao
génica de MDR1, um gene ligado a resisténcia a multiplas drogas. A expressao de MDR1
foi 19 e 13 vezes maior, para PC1 e PC2, respectivamente, do que uma linhagem de mama
canina sabidamente multirresistente a drogas (dados néo apresentados neste estudo).

Apbs o tratamento com canabindides, a apoptose pode ser induzida pela via

intrinseca (que é mediada pela mitocéndria) ou pela sinalizacdo de receptores de morte
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na superficie celular (SHRIVASTAVA et al., 2011). Neste estudo, mostramos que 0s
extratos ricos em CBD e THC induziram a apoptose (mediata e tardia) e a necrose em
células de céncer de préstata canino. J& observado, os canabindides afetam os
mecanismos de morte celular em diferentes linhagens de células de cancer de mama,
hepatocitos e células de cancer de prostata (GUZMAN, 2003).

Estudos mostraram que o canabidiol (CBD) promoveu significativamente a
apoptose celular e alteragdes nas proteinas génicas relacionadas a apoptose celular in vitro
em linhagens de osteossarcoma e também a administracdo de canabidiol inibiu o
crescimento tumoral e promoveu a apoptose de células de osteossarcoma em um modelo
de xenoenxerto de camundongo (XU et al., 2022). Como observado a maior taxa de
apoptose encontrada com ERCBD foi a apoptose tardia, porém também podemos
observar uma taxa significativa de apoptose imediata, 0 que traz mais seguranga para um
possivel uso in vivo, pois uma vez iniciada a apoptose, as células cancerigenas entrardo
em um estado de dorméncia e parard a multiplicacdo celular (ZIPS et al., 2005).

O A9-tetrahidrocanabinol (THC), o principal componente ativo da maconha, em
seus primeiros ensaios na oncologia, induziu apoptose em células de glioma, conforme
determinado pela fragmentacdo do DNA e perda da assimetria da membrana plasmatica.
Sem alteracdes dos receptores CB1 (receptor canabindide 1) em culturas de glioma de
camundongos (SANCHES et al., 1998). No estudo de RUIZ et al., (1999), 0 A9-THC
promoveu a apoptose em células PC-3 da prostata humana de maneira dose-
dependente, para determinar se o receptor CB1/CB2 governa esse efeito, o efeito
apoptotico do A9-THC foi examinado na presencga do antagonista canabindide do receptor
CB1, AM 251, porém nao houve a prevencdo da morte celular, podendo o receptor
canabinoide CB2 regular a via antiproliferativa no cancer de préstata.

CONCLUSAO

Os extratos ricos em CBD e THC apresentam efeitos promissores nas células de
carcinoma prostatico canino e humano. O estudo trouxe inovagdo no conhecimento das
doses inibitdrias. Mais estudos devem ser realizados para avaliar 0s possiveis mecanismos
de interacdo com quimioterapicos convencionais, ensaios de apoptose celular, além do

efeito desses compostos in vivo.
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CAPITULO III
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CONSIDERACOES FINAIS
Algumas etapas ainda serdo realizadas, como a avaliacdo da migracéo
celular pelo ensaio de Transwell, também seré realizado o rt-PCR para avaliar a expressao
de genes marcadores tumorais.

A expressdao do CB1 (receptor canabinodide 1) em varios tecidos da prostata
humana e em linhas celulares LNCaP e PC3 ja foi observada, independentemente de as
amostras serem benignas ou malignas (KAMIYAMA et al., 2013). Como ja é de
conhecimento, o THC tem a capacidade de modular o sistema endocanabinoide e com
presente estudo, podemos observar que a modulacdo desse mecanismo pode levar a
inducdo da perda de mecanismos de sobrevivéncia das células tumorais e leva-las a
apoptose ou necrose. Sera realizado ensaios como RT-PCR das linhagens de carcinoma
de préstata canino do estudo para verificar a regulacéo de genes que estdo envolvidos nas
alteracdes adaptativas do carcinoma de proéstata, e para melhor avaliacdo da acdo do
sistema endocanabindide nessas células sera feito a imunocitoquimica com receptor CB2,
antes e apos o tratamento com a dose do IC50 dos extratos do estudo.

Estudos a respeito do microambiente tumoral, regulacdo e expressdo génica e
também a necessidade de comparacdo da resposta antitumoral entre as linhagens de
células de carcinoma prostatico humano e canino sdo necessarios para melhor
embasamento da utilizagdo in vivo destes compostos, e também, cada organismo se
comporta de maneira diferente a exposicdo dos canabinoides, o que torna dificil a
definicdo de uma dose exata para os devidos tratamentos.

Com os resultados in vitro da resposta inibitoria e a inducdo do apoptose das
linhagens, é necessario complementar o estudo com os fitoterapicos associados com a
terapia quimioterdpica de eleicdo em busca de avaliar o comportamento do
quimioterapico com o composto, também se faz necessario estudos in vivo para um
conhecimento, aplicacédo clinica dos compostos e uma avaliacao sistematica do paciente.
Trabalhos com linhagens de carcinoma prostatico canino ainda sdo escassos na literatura,
0 presente estudo desperta interesse sobre o potencial uso terapéutico dos compostos
canabindides em carcinoma de prostata canino e humano.

Os extratos de Cannabis, rico em CBD e THC, apresentaram valores de 1C50
similares entre as linhagens caninas utilizadas nos ensaios, portanto, futuramente, pode-

se tornar um facilitador na padronizacao e auxiliar nos protocolos terapéuticos em estudos
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in vivo. Ainda se mantem escassos na literatura estudos a respeito da biodisponibilidade

dos extratos nos organismos.
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Resultado de Exame

Nome do Requisitante: Thayna Oliveira da Silva
Data de coleta: ndo mformado Data de receblmento: 21012022

Amostras recebidas: Sobrenadante de cultivo celular
Téenien utilizada: PCR ¢m tempo real (gPCR) Patbgeno: Mycoplasma spp.

Nus amostras recebidas:

1. Identificacho da amostra: Pool | (PC, G OCML CM9, CINY  Resultado: Negative

Metodalogin de Diagnistico:

- Extrugdo do material gendtico com uso de Kit de extragho de DNA com coluna silica,

seguindos as recomendugdes Jo fabricante.

« On primens reconhecem wma regido conservada no gene nibossomal 16S bacteriano do género

Mycoplasma.

« Eam odax us rengdes sio usados controles positivos de um cultivo cclular infectado, ox quais
foram sequenciados pelo método sanger ¢ confirmados com 100% de identidade. Como controle

oegative ¢ usada dgua livie de deidos nucleicos,

Responsabiladade téenica:
Drw. Ariani Cristing Almesds Romeiro
CRMVSP: 2501640
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