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IMPACTO SOCIAL

Este estudo vincula o &cido araquidonico e a anandamida a progressdo tumoral no
modelo TRAMP, fornecendo bases para novas abordagens terapéuticas e preventivas. O
impacto reside na translagdo destes achados para o manejo clinico, visando mitigar a

agressividade oncolodgica e melhorar o progndstico e as taxas de sobrevida dos pacientes.

SOCIAL IMPACT

This study links arachidonic acid and anandamide to tumor progression in the TRAMP
model, providing a basis for developing new therapeutic and preventive approaches. The
impact lies in translating these findings into clinical management, aiming to mitigate

oncological aggressiveness and improve patient prognosis and survival rates.
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RESUMO

O metabolismo lipidico e a desregulacdo da homeostase prostatica, em especial ao que
se refere ao sistema endocanabinoide, desempenham papéis fundamentais no
desenvolvimento do cancer de prostata (CaP). No entanto, a atuagao da anandamida, um
dos principais endocanabindides, ¢ do acido araquidonico, um &cido graxo poli-
insaturado 6mega-6, precursor e subproduto metabolico da anandamida, nesse contexto,
ainda ¢ pouco explorada em modelos in vivo. O presente trabalho investigou os efeitos
da suplementagdo com acido araquidonico e do tratamento com anandamida na
progressdo tumoral em camundongos transgénicos para o adenocarcinoma de prostata
(TRAMP). Estes foram submetidos a gavagem diaria de anandamida (AEA, 5mg/kg)
ou acido araquidonico (AA, Smg/kg) diluidos em 6leo de soja da 12% & 16* semana de
vida. Os resultados obtidos demonstraram que ambos os tratamentos favoreceram o
desenvolvimento de adenocarcinoma indiferenciado (UDAC), com um aumento na
incidéncia tumoral de 20% no grupo controle para 50% nos grupos tratados. Com 16
semanas de idade, os animais ja exibiam tumores volumosos e negativos para o receptor
de andrégenos (AR). A analise hormonal revelou uma queda dréstica nos niveis séricos
de testosterona em ambos 0s grupos experimentais, aproximadamente treze vezes
menores em comparacdo com o grupo controle (C 5,1 £ 4,3ng/ml; AA 0,4 + 0,4ng/ml;
AEA 0,4 +0,2ng/ml; p=0,004). Este achado indica que a privacdo androgénica sistémica
atuou como o principal mecanismo do desenvolvimento do fendtipo resistente a
castracdo. Ainda, em ambos os grupos AA e AEA, foi constatada uma relagdo direta
entre quadros de hipertrigliceridemia e a presenca de tumores primarios volumosos.
Apesar de o resultado encontrado ser semelhante para ambos os tratamentos, o acido
araquidonico e a anandamida modularam o microambiente prostatico por vias distintas.
O acido araquidonico promoveu uma resposta pro-proliferativa e pro-fibrdtica, com
aumento da deposi¢do de colageno (C 40,6 + 6,4%; AA 51,3 £ 6,6%; AEA 36,6 +2,6%;
p=0,003) e maior expressdo de AR no tecido nao-neoplasico (C 84,7 = 7,2%; AA 91,6
+ 3,9%; AEA 88,3 + 5%; p=0,001), promovendo a invasividade. Em contrapartida, o
tratamento com anandamida, embora tenha induzido apoptose (NE: C 3,4 + 1,5; AA 3
+ 1,5; AEA 5,8 £ 1,5; p=0,004; PINs: C: 4,5 £ 1,6; AA 5,2 £ 1,7; AEA 6,3 + 1.7;
p=0,04), acarretou em aumento significativo no nimero de mastocitos nas regioes
periféricas aos tumores (C 6,5 = 3,9; AA 12,9 = 7,7; AEA 30,2 + 12,3, p=0,0002),
caracteristico de fenotipos neuroendocrinos. Ainda, ambos os grupos apesentaram
redu¢do na inflamacdo, dado que apenas 25% dos animais de AEA apresentaram graus
avangados de inflamacao, € 62,5% dos animais de AA ndo apresentaram inflamacao e
37,5% apresentaram leve inflama¢do. Em conclusdo, os dados demonstram que o dcido
araquidonico e a anandamida aceleram a progressao do CaP para UDAC no modelo
TRAMP, contrastando com a literatura in vitro e evidenciando que, em um contexto
sistémico in vivo, esses mediadores lipidicos podem agravar o desenvolvimento do CaP.

Palavras-chave: Cancer de prostata; camundongos TRAMP; sistema
endocanabinoide; anandamida; &cido araquidonico.



ABSTRACT

Lipid metabolism and the dysregulation of prostatic homeostasis, especially regarding the
endocannabinoid system, play fundamental roles in the development of prostate cancer (PCa).
However, the roles of anandamide (AEA), a major endocannabinoid, and arachidonic acid
(AA), an omega-6 polyunsaturated fatty acid and both a precursor and metabolic byproduct of
anandamide, remain poorly explored in in vivo models within this context. The present study
investigated the effects of arachidonic acid supplementation and anandamide treatment on
tumor progression in Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate (TRAMP) mice. The
animals were subjected to daily gavage of either anandamide (AEA, 5 mg/kg) or arachidonic
acid (AA, 5 mg/kg) diluted in soybean oil from the 12th to the 16th week of life. The results
demonstrated that both treatments favored the development of undifferentiated denocarcinoma
(UDAC), with tumor incidence increasing from 20% in the control group to 50% in the treated
groups. By 16 weeks of age, the animals already exhibited bulky, androgen receptor (AR)-
negative tumors. Hormonal analysis revealed a drastic drop in serum testosterone levels in both
experimental groups, approximately thirteen times lower than the control group (C: 5.1 £ 4.3
ng/ml; AA: 0.4 £ 0.4 ng/ml; AEA: 0.4 + 0.2 ng/ml; p=0.004). This finding indicates that
systemic androgen deprivation acted as the primary mechanism for the development of the
castration-resistant phenotype. Furthermore, in both the AA and AEA groups, a direct
relationship was observed between hypertriglyceridemia and the presence of large primary
tumors. Despite similar outcomes for both treatments, arachidonic acid and anandamide
modulated the prostatic microenvironment through distinct pathways. Arachidonic acid
promoted a pro-proliferative and pro-fibrotic response, characterized by increased collagen
deposition (C: 40.6 = 6.4%; AA: 51.3 + 6.6%; AEA: 36.6 £ 2.6%; p=0.003) and higher AR
expression in non-neoplastic tissue (C: 84.7 £ 7.2%; AA: 91.6 + 3.9%; AEA: 88.3 + 5%;
p=0.001), thereby promoting invasiveness. Conversely, while anandamide treatment induced
apoptosis (NE: C: 3.4 £ 1.5, AA: 3+ 1.5, AEA: 5.8 £ 1.5, p=0.004; PINs: C: 4.5+ 1.6, AA: 5.2
+ 1.7, AEA: 6.3 £ 1.7, p=0.04), it led to a significant increase in the number of mast cells in
peripheral tumor regions (C: 6.5+3.9; AA: 12.9+7.7; AEA: 30.2 £ 12.3; p=0.0002), a hallmark
of neuroendocrine phenotypes. Furthermore, both groups showed reduced inflammation; only
25% of AEA-treated animals exhibited advanced inflammation, while 62.5% of AA-treated
animals showed no inflammation and 37.5% showed mild inflammation. In conclusion, these
data demonstrate that arachidonic acid and anandamide accelerate PCa progression to UDAC
in the TRAMP model, contrasting with in vitro literature and evidencing that, in a systemic in
vivo context, these lipid mediators can aggravate PCa prognosis.

Keywords: Prostate cancer; TRAMP mice; endocannabinoid system;
anandamide; arachidonic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1 MORFOLOGIA PROSTATICA

A prostata € uma glandula exdcrina tubuloalveolar e ¢ componente do sistema
reprodutor masculino de mamiferos, com papel fundamental na fertilidade e na
reprodu¢ao (MURAHSIMA et al., 2015). Sua principal fungdo ¢ a biossintese e
secre¢ao de um fluido que compde cerca de 30% do ejaculado, que confere protecao
e suporte metabolico aos espermatozoides, influenciando em sua motilidade e
sobrevivéncia (GERSHBEIN; THIELEN, 1988). Este fluido ¢ caracterizado por pH
levemente alcalino, que contrasta e neutraliza a acidez do trato vaginal, e € rico em
eletrélitos, citrato, zinco e proteinas (FAIR, CORDONNIER, 1978; KAVANAGH,
1985). Além disso, a prostata é capaz de secretar proteases, como o antigeno
prostatico especifico (PSA), cuja principal fun¢do ¢ liquefazer o codgulo seminal,
permitindo a progressdo dos espermatozoides no trato genital feminino (LEE et al.,
1989). Sua fisiologia, ainda, ¢ altamente regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofise-
gonadal, em especial pelo andréogeno di-hidrotestosterona, que atua nas células
prostaticas via ligagdo com o receptor de androgenos (AR) e influencia diversos
aspectos da saude prostatica, como a homeostase, proliferacdo celular e

carcinogénese (GODOY et al., 2008; REBELLO et al., 2021).

Em humanos, a prostata ¢ compacta e piramidal, localizada no compartimento
subperitoneal, especificamente circundando a uretra prostatica entre o diafragma
pélvico e cavidade peritoneal (LEE et al., 2011). De acordo com o modelo anatomico
proposto por McNeal e colaboradores, sua anatomia ¢ classificada em quatro regides
biologica e clinicamente distintas: zona periférica, zona central, zona de transicao e
estroma fibromuscular anterior (McNEAL, 1981). Dentre elas, destacam-se a zona
periférica, que engloba as por¢des posterior e lateral, e é tipicamente a regido de
formacdo da maior parte dos carcinomas, € a zona de transi¢do, que por sua vez,
circunda a uretra e ¢ a regido principal de origem da hiperplasia benigna prostatica
(HBP) (REBELLO et al., 2021). Nota-se que essa classificagdo anatdomica também ¢
funcional, englobando variagdes em relagdo a presenca de receptores hormonais e
suscetibilidade ao desenvolvimento de processos inflamatorios e neoplésicos, sendo
a regido periférica a de maior incidéncia de adenocarcinoma e a regido de

transi¢do mais sujeita a hiperplasia (REBELLO et al., 2021). A prostata ¢ dita
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tubuloalveolar por apresentar uma intrincada estrutura ductoacinar (CUNHA et al.,

1987), em que ¢ possivel diferenciar histologicamente o epitélio acinar, o [imen

acinar e estroma glandular.

Figura 1. Esquema anatdmico destacando as zonas da prostata humana.

Zonade Estroma
Vesicula Transicdo  Fipromuscular
Seminal Anterior
Uretra
£
\\ \
Zona
oy Periférica
Central

Ductos
Ejaculatérios

Fonte: Adaptado de AHLAWAT, SINGH, 2024.

O epitélio acinar € constituido, essencialmente, por trés tipos celulares
diferentes, que se diferenciam em relacdo a sua morfologia, marcadores e fungdes
especificas: células luminais, basais, intermediarias e neuroendocrinas (JOSEPH et
al., 2004; GROBHOLZ, 2025). As células luminais, caracteristicamente colunares e
de funcdo secretora, expressam citoqueratinas CK8 e CK18, além do AR (REBELLO
et al., 2021). As células basais, localizadas entre a camada de células luminais e a
membrana basal expressam, além de CK5 e CK14, o fator de transcricdo p63,
fundamental para a regeneragdo tecidual (KURITA et al., 2004). As células
intermediarias, como ¢ sugerido pelo seu nome, sdo capazes de expressar marcadores
de ambas as células luminais e basais (TUONG et al., 2021). As células
neuroendodcrinas, presentes em menor quantidade e mais raras, apresentam func¢ao de
sinalizagdo paracrina e expressam cromogranina A, sinaptofisina, serotonina e

enolase neurdnio especifica (TAN et al., 2023; BELTRAN et al., 2024).

I3

O estroma prostatico € intrinsecamente heterogéneo sendo composto por
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vasos sanguineos, nervos, matriz extracelular (MEC), células do sistema imune e

outras populagdes celulares (AITKEN et al., 2024). Também possui células
musculares lisas, adjacentes ao epitélio, responsaveis pela contracdo e expulsdo do
fluido prostatico, e fibroblastos, responsaveis pela producdo de colageno, elastina,
glicoproteinas, proteoglicanos e fatores de crescimento (como TGF-, FGF e IGF-1)
elementos que compdem estruturalmente a MEC e atuam na interagdo entre estroma
e epitélio (SAINI et al., 2024; BARRON, ROWLEY, 2012). A desregulacao dessa
interacao ¢ tida como um dos principais fatores para o desenvolvimento e progressao
do cancer de prostata (CaP) (NIU, XIA, 2008), a partir da transformacdo dos
fibroblastos tipicos em fibroblastos associados ao cancer (CAFs), que, por sua vez,
leva ao estabelecimento de um microambiente pro-tumoral, aumentando a
capacidade invasiva de células tumorais, angiogénese e evasdo imunologica. Os
CAFs, além de expressarem moléculas tipicas desse tipo celular, como a
vimentina, também expressam a proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP), a a-
actina de musculo liso e o receptor tipo do fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGFRa) (BONOLLO et al., 2020)

A prostata de roedores, embora amplamente utilizada em modelos in vivo em
estudos de patologia prostatica, ¢ morfologicamente diferente da prdstata humana.
Ao contrario da prdstata humana, divida em zonas, a préstata de roedores ¢ tida como
um complexo prostatico multilobulado (SUGIMURA, CUNHA, DONJACOUR,
1986), organizada em quatro pares de lobos, sendo: lobos ventrais (LV), lobos
laterais, lobos dorsais e lobos anteriores. Ainda, ¢ frequente classificar os lobos
laterais e dorsais como lobos dorsolaterais em diversas espécies, dado que
compartilham um tnico sistema de ductos (SUGIMURA, CUNHA, DONJACOUR,
1986). Apesar das diferencas anatomicas, o desenvolvimento e uso de modelos de
roedores geneticamente modificados tem permitido mimetizar, com certa precisao,
etapas especificas da carcinogénese prostatica humana, consolidando a importancia
desses modelos para estudos relacionados ao desenvolvimento e progressao do CaP

e testes terapéuticos (REBELLO et al., 2021).
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Figura 2. Vista macroscdpica e esquema dos orgdos urogenitais masculinos de camundongo. U =
uretra; SV = vesiculas seminais; VP = lobo ventral; LP = lobo lateral; DP = lobo dorsal; AP = lobo
anterior. Barra = lcm.

Vista anterior
URETERES

BEXIGA

2\

Fonte: Adaptado de SUGIMURA, CUNHA, DONJACOUR, 1986 ¢ DANIEL et al., 2016.

1.2 CANCER DE PROSTATA

O CaP ¢é uma das neoplasias malignas de maior incidéncia a nivel mundial em
individuos do sexo masculino (REBELLO et al., 2021; SIEGEL et al., 2020).
Representa cerca de 30% da incidéncia total de cancer em homens quando
desconsiderado o cancer de pele do tipo ndo-melanoma, com estimativas de que seja
o carcinoma mais prevalente no triénio 2023-2025 no Brasil, de acordo com dados
estatisticos do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022). Ainda, o CaP apresenta
uma taxa de mortalidade alta e relativamente estavel de aproximadamente 75 mortes
por 100 mil homens com 40 anos de idade ou mais, refor¢gando sua importancia como

problema de satide publica (ISER et al., 2022).

Histologicamente, o CaP se desenvolve de forma progressiva a partir das
neoplasias intraepiteliais prostaticas (PINs) até o estabelecimento do
adenocarcinoma, processo que envolve a transicdo de um epitélio glandular
organizado para um estado de proliferagdo desordenada, com a perda da camada de

células basais e invasdo do estroma adjacente pelas células cancerosas. Esse processo



¢ mediado por uma cascata de eventos moleculares, que envolvem a inativagao de
genes supressores de tumor, como o PTEN, relacionado a regulagdo da via
PI3K/AKT (CAPPUEZZO et al., 2024), ¢ a fusdo génica TMPRSS2-ERG
(REBELLO et al., 2021; SALAGIERSKI, SCHALKEN, 2012). O AR, através da
sua interacdo com a testosterona e a di-hidrotestosterona (DHT), possui papel
fundamental nesse processo. Além disso, destaca-se o papel do microambiente
tumoral na progressao do CaP, em especial para o fenotipo metastatico. A interacao
entre as células neoplasicas, os CAFs e os componentes da matriz extracelular facilita
a ocorréncia do processo de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) (SAINI et al.,
2024). Este, induzido por fatores como SNAIL, SLUG e TGF-p, ¢ caracterizado pela
queda da expressdo de citoqueratinas ¢ E-caderina, marcadores especificos do
epitélio, e aumento da expressao marcadores mesenquimais, como a vimentina ¢ N-
caderina (DONGRE, WEINBERG, 2019), ¢ diretamente relacionado a progndsticos

pessimistas e metastaticos.

As abordagens utilizadas atualmente para o tratamento do CaP sdo baseadas
no risco e no estadiamento clinico da doenga. Em estagios iniciais, caracterizados por
PINs de baixo e médio graus, ¢ recomendada a adogdo da estratégia de vigilancia
ativa, em que o paciente fica sob monitoragdo regular, através de frequentes dosagens
de niveis de PSA, exames de toque retal e ressonancias (MOTTET et al., 2021),
evitando-se cendrios de sobrediagndstico e tratamentos invasivos, visando sua
qualidade de vida. Em casos de diagnostico maligno, todavia, as abordagens incluem
a prostatectomia radical, radioterapia e a terapia de privagao androgénica (ADT), a
depender dos niveis de PSA e da capacidade metastatica da doenca (SCHAEFFER et
al.,2023). Em parte dos casos, o CaP responsivo a androgenos e tratado pela ADT,
torna-se nao sensivel aos androgenos, passando a ser classificado como céancer de
prostata resistente a castragdo (CRPC). O CPRC ¢ frequentemente associado a
progndsticos ruins e baixa sobrevida, e os principais tratamentos incluem a adogao
de inibidores da sintese de androgenos, bloqueadores do AR, quimioterapia, adocao
de radiofarmacos, imunoterapia e terapias alvo, como a utilizacao de inibidores de

PARP (SWEENEY et al., 2024).
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Tabela 1. Abordagens terapéuticas e critérios de intervengdo no CaP.

Abordagem terapeutica Indicacdo clinico-patologica Mecanizmo e especificidades
Tumorss de baixo nsco Momtoramento senado (PSA,
e (Glesson = 6, [SUP 1), PRA = toque retal, EMnp), com o
Vigilincia ativa 10ngml e cTlc<cT2a objetivo de evitar tratamentos
radicais e seus efeitos colaterais
Doenga localizada e'ou Cw .
Prostatectomia radical avangada em pacientes com E:;ffaf:mgcgsa prostata e
expectativa de vida de > 10 anos
Alternativa 3 prostatectomia
radical em doenga localizada ou  Fadiagio ionizante direcionada
Fadioterapia adjuvante em casos de para induzir danos ao DINA
persisténeia de niveis altos de necplisico
PEA
Aplicacdo intersticial de
Braquiterapia Doenca de baixo risco ou risco E;ﬁ%ggﬁ:g;ﬂr{:m:;
intermedidrio altas doses de radiacio
localizada
Castragio bloquimica par
Doenga metastatica ou como analogos/antagomestas de GnRH
Terapia de privacio adjuvante i radioterapia em para inibir a producio d=
androgénica cases de alte risco testosterona via eixe
hipotalamo-hipofise-onadal
Abordagens a depender do

mecanizmo de agdo especifico
recomendado: uso de fammacos
para a inibigio da sintese de
androgenos e'on de AR (ex
Abiratercna, Enzalutamida) e
para 2 indu;do de apoptose (ex
Docetaxel, Cabazitaxel),
direcionamento de radiagdo por
terapia alve-molecular (ex.
Lutécio-177), imumoterapias
para que o sistema imuncldgico
ataque células cancerozas (ex
Sipulencel-T) e imfbidares de
PARP para pacientes com
mtagdes genéticas especificas
{ex. Olaparibe para mutzgdes
nos genes BRCAL e BRCAZ).

- e CRPC ou doenca
Quiigtergmia cioterica

avangada

Gleason: sistema de graduagdo (em “scores™) da progressdo do CaP; ISUP: Intemational Society of
Urclogical Pathology, sistema de graduagdo baseaso nos scores de Gleazon; EMnp: Fessondncia
magnética multiparamétrica; €T 1e-cT2a: tumor identificado por biopsia devide a0 PSA elevade, ndo
palpavel ou wisivel por imagem e tumor que envolve metade de wm lobo prostafico ou menos,
respectivamente; GnPH: horméme liberador de gonadotrofinas; PARP: poli-ADP-nibose polimerase.

Fontes: Elaborado pelo autor com base em EPSTEIN et al., 2016; HAMDY et al., 2023; PARKER et
al.,2020; SCHAEFFER et al., 2023.

Nesse contexto, ha um grande e constante esfor¢o para se compreender todos
os complexos processos que levam ao desenvolvimento e progressao do CaP, a fim
de se elaborar estratégias e tratamentos mais assertivos para combater essa doenca.
Sua etiologia ¢ de dificil compreensdo devido a sua complexidade, mas evidéncias

sugerem que o comprometimento da homeostase prostatica, em especial ao que se
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refere a desregulagdo do sistema endocanabinéide (ECS), possui grande impacto no
desenvolvimento da doenga (BIFULCO et al., 2008; DIAZ-LAVIADA, 2011;
FOWLER et al., 2010; SARFARAZ et al., 2005). A desregulagdo da homeostase
prostatica também esta diretamente relacionada a vias endogenas do metabolismo do
acido araquidonico (YANG et al., 2012), o que sugere que o ECS, em conjunto com

as vias de produc¢do de eicosanoides, atuam diretamente na patogénese do CaP.

1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E ANANDAMIDA

O ECS é um complexo sistema de sinalizacdo, essencialmente composto por
trés componentes principais: uma complexa rede de canabindides endogenos, suas
respectivas enzimas de sintese, degradacdo e transporte, e seus receptores
responsaveis por sua sinalizacdo celular (BARRIE et al., 2017). Sua descoberta
ocorreu ha mais de 30 anos e sua descri¢do ocorreu de forma gradual, a medida que
se procurava compreender os efeitos farmacologicos do canabinoide A®-
tetrahidrocanabinol (THC), isolado da planta Cannabis sativa (DEVANE et al.,
1988; MATSUDA et al., 1990). Todavia, o entendimento da maquinaria molecular
dos extratos da Cannabis foi elucidado apenas em 1992, com a descoberta da N-
araquidonoiletanolamina, ou anandamina, um ligante endégeno dos receptores de
canabinoides (DEVANE et al., 1992; MACARRONE, 2022). Sua descri¢ao levou a
criacdo de uma nova classificacdo de moléculas capazes de estabelecer ligagdes com
os mesmos receptores que o THC, CBIR e CB2R, as quais foram designadas

endocanabinoides (ECs).

Figura 3. Principais componentes do sistema endocanabinoide.
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Os ECs sao lipidios bioativos derivados de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) e formados pela ligagido a uma molécula de etanolamina ou glicerol (DIAZ-
LAVIADA, 2011; KILARU, CHAPMAN, 2020). A anandamida ¢ um dos principais
ECs derivados do acido araquidonico (AA) (DEVANE et al., 1992). Ela e outros ECs
estdo envolvidos em uma vasta gama de processos fisiologicos e cognitivos em
humanos, atuando na modulacdo da dor, humor, memoria, sono e apetite (DI
MARZO, STELLA, ZIMMER, 2015; MACCARRONE et al., 2015). Também atuam
no desenvolvimento pré e pos-natal, implantagao, fertilidade e na ativacao do sistema
imune (BATTISTA et al., 2012; FRIDE et al., 2009; TANASESCU,
CONSTANTINESCU, 2010). A biossintese da anandamida pode ocorrer por
diversas vias. A via mais bem caracterizada ¢ iniciada a partir da hidrdlise do N-
araquidonoilfosfatidiletanolamina (NArPE), um lipidio localizado na membrana
celular, através da acdo da enzima N-acilfosfatidiletanolamina-hidrolase do tipo
fosfolipase D (NAPE-PLD), e resulta na liberagdo de anandamida. Outra via
conhecida ¢ caracterizada pela atuagdo da fosfolipase C (PLC) direramente sobre o
NATrPE, resultando na formagao de fosfoanandamida que, entdo, ¢ desfosforilado pela
PTPN22 e resulta em anandamida (KILARU, CHAPMAN, 2020; LIU et al., 2006).
H4, ainda, a possibilidade do NArPE ser convertido em liso-NArPE por fosfolipases
A2 (PLA2) ou pela hidrolase ABHD4. O liso-NArPE pode, entdo, ser clivado por
uma liso-fosfolipase D (liso-PLD) independente de calcio (KILARU, CHAPMAN,
2020; SUN et al., 2004), ou uma desacetilagdo catalisada pela ABHDA4, resultando
em glicerofosfo-anandamida (GpAEA), que entdo ¢ catalisada pela enzima
glicerofosfodiesterase GDEI1, resultando, enfim na formacao de anandamida. Ainda,
o intermedidrio liso-NArPE também pode atuar como substrato para uma liso-PLC,
convergindo a reagdo para a via da fosfoanandamida KILARU, CHAPMAN, 2020;
LIU et al., 2006. Por fim, ¢ importante destacar o papel e a importancia da enzima
amida-hidrolase de acido graxo (FAAH), que participa da degradagao hidrolitica da
anandamida em acido araquidonico e etanolamina, controlando assim a acao celular

da mesma (KILARU, CHAPMAN, 2020; MUKHOPADHYAY et al., 2011).
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Figura 4. Vias metabdlicas da AEA.
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O ECS também esta envolvido na resposta imune mediada por diversos tipos
de células, atuando nas redes de citocinas, indu¢do de apoptose em células imunes,
inflamacdo e na regulacdo negativa da resposta imune inata e adaptativa
(TANASESCU, CONSTANTINESCU, 2010). Linfocitos, incluindo células T CD4+
e CD8+, -expressam receptores canabindides e sdo influenciados por
endocanabinoides dentro do microambiente tumoral (TME) (KIENZL, et al. 2020).
Especificamente, os ECs demonstraram afetar a proliferagdo, diferenciagdo e funcao
das células T, sendo os linfocitos T CD4+ associados a regressao tumoral e a memoria
imunolégica (LLOYD et al., 2023) e linfocitos T CD8+ cruciais para a atividade
antitumoral (KIENZL et al, 2020). Compreender a interagdo entre o sistema
endocanabinoide e as células T CD4/CD8 para a manutencdo da homeostase
imunologica ¢ essencial para desvendar os mecanismos complexos subjacentes a
regulagdo imunoldgica e as possiveis intervengdes terapéuticas no CaP. Portanto, o

ECS esta relacionado ao balango homeostatico do organismo, atuando por meio de
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complexas relagdes entre endocanabindides, os receptores CBIR ¢ CB2R e a
maquinaria enzimatica referente a sua sintese, degradacdo e transporte, bem como
células-alvos em que o mesmo pode atuar (DIAZ-LAVIADA, 2011, MORENO et
al., 2019). Além disso, tem sido relatado que alguns ECs, como a anandamida,
apresentam ac¢do anticarcinogénica em diversos tipos de cancer, incluindo o CaP,
sugerindo que o ECS pode atuar como um possivel alvo terapéutico nessa doenga

(MIMEAULT et al., 2003).

Diversos estudos in vitro exploram o controle negativo da anandamida sobre
a proliferagdo celular através da inibicao da via de sinalizacdo da adenilato ciclase e
reducdo da ativagdo de quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK) e da via
PI3K/Akt, fundamentrais para a sobrevivéncia das células tumorais (DIAZ-
LAVIADA, 2011; DE PETROCELLIS et al., 1998). Em linhagens celulares
sensiveis a androgenos, como a LNCaP, a anandamida promove downregulation da
expressao do AR e interfere na sinalizagdo do fator de crescimento epidérmico
(EGF), impedindo a continuacdo do ciclo celular na transi¢do G1/S através da
reducdo dos niveis de ciclina D1 (MIMEAULT et al., 2003). Além disso, o efeito
proé-apoptodtico da anandamida € frequentemente atribuido ao aciimulo intracelular de
ceramidas de novo e ao influxo de célcio através do receptor TRPV1, resultando em
desequilibrio do potencial de membrana mitocondrial e ativagdo de caspases
(MALFITANO et al., 2011). Contudo, a eficacia desses mecanismos in vivo parece

ser altamente dependente do microambiente tumoral e hormonal.

1.4 ACIDO ARAQUIDONICO

O écido araquiddnico (C20H3202; 20:4) ¢ um acido graxo essencial e um dos
principais PUFAs n-6 encontrados nas células animais, a partir do qual sdo derivados
uma ampla gama de mediadores lipidicos, incluindo a anandamida (MARTIN,
BRASH, MURPHY, 2016). E obtido majoritariamente pela alimentacdo ou
sintetizado a partir do 4cido linolénico e integrado aos fosfolipidios no reticulo
endoplasmatico liso, sendo entdo distribuido para diversas membranas bioldgicas,
nas quais, juntamente com outros PUFAs, ¢ responsavel por modular a fluidez das
membranas celulares (VANCE, 1998). Sua obtengdo ¢ majoritariamente de origem

animal e se da através da ingestdo de carnes brancas e vermelhas, ovos e 6rgaos

23



animais, também sendo encontrado em menores quantidades em peixes e frutos do
mar (ABEDI, SAHARI, 2014; KOMPRDA et al., 2005). Varios lipidios bioativos
podem ser sintetizados a partir do metabolismo enzimatico do acido araquidonico,
entre eles, mediadores pro-inflamatorios a partir da via da prostaglandina-

endoperoxido sintase 2 (PTGS2) ou entdo os ECs pela via do ECS.

A sintese de ECs, a partir do acido araquidonico, ¢ estimulada pelo aumento
intracelular na concentracao de calcio com a ativagao de fosfolipases, como a PLA2,
que removem o acido araquidonico dos fosfolipideos da membrana plasmatica
(DIAZ-LAVIADA, 2011). Ao atingir seu receptor CB1R na célula, a anandamida é
submetida a hidrolise (BISOGNO et al., 2001). Curiosamente, ocorre a formacgao de
AA a partir da hidrélise da AEA de forma exclusiva pela enzima FAAH
(SAVINAINEN, SAARIO, LAITINEN, 2012), que assim controla essa via de acao.
Assim, a FAAH ¢ uma enzima ligada 8 membrana do reticulo endoplasmatico capaz
de controlar a agdo da anandamida a partir da sua metabolizagdo em &cido
araquidonico e etanolamina (DfAZ—LAVIADA, 2011; SAVINAINEN, SAARIO,
LAITINEN, 2012).

Recentemente, o 4dcido araquidonico figurou como um dos protagonistas para
analises oncolégicas de precisio. Em estudos de proteogendmica intregrada
realizados por Ou e colaboradores, definiram-se trés principais classificagdes do CaP
localizado com base em seus subtipos moleculares, sendo um deles definido
especificamente pela atuagdo do subgrupo metabolico do acido araquidonico (OU et
al., 2025). Este ¢ caracterizado pelo acumulo de 4cido araquiddnico e pela expressao
elevada de enzimas de suas reacgdes catabolicas, sugerindo que o desvio das rotas do
metabolismo do acido araquidonico desempenha papel de grande importancia para a

compreensdo de um grupo especifico de tumores prostaticos.

1.5 CAMUNDONGOS TRAMP

O modelo de camundongo transgénico para o adenocarcinoma de prostata
(TRAMP) foi desenvolvido a partir da inser¢do de uma constru¢do genética de
antigenos T (grande e pequeno) do virus SV40 sob controle do promotor da probasina
(PB) de rato (GREENBERG et al., 1995). A expressao da probasina ¢ regulada por

andrégenos e restrita ao epitélio prostatico, fator que leva os camundongos TRAMP
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a desenvolverem neoplasias especificamente em sua glandula prostatica a partir da
puberdade, em que hd aumento na producao de testosterona (GREENBERG et al.,
1995).

A adocao do modelo TRAMP ¢ fundamentada a partir de sua capacidade de
mimetizar a progressao do CaP humano (KAPLAN-LEFKO et al., 2003). O
desenvolvimento do CaP ocorre de forma gradual (HSU et al., 1998), iniciando-se
com PINs por volta das 8 a 12 semanas de vida, e evolui para o adenocarcinoma bem
diferenciado e, posteriormente, indiferenciado, com altos indices de metastases
(GREENBERG et al., 1995; KAPLAN-LEFKO et al., 2003). Além disso,
camundongos TRAMP também apresentam a transicdo metabdlica e hormonal do
CaP humano: inicialmente, a doenga é androgeno-dependente e sensivel a castragdo,
mas evolui para um fendtipo andrégeno-independente e, consequentemente,
resistente a castracdo (KAPLAN-LEFKO et al., 2003), estagio compativel ao CPRC
humano. Esse fator caracteriza o modelo TRAMP como adequado para o estudo de
sistemas moduladores, como o ECS, dado que o desequilibrio do eixo metabdlico
AEA/AA e alteragcdes na agdo da enzima FAAH parecem estar relacionadas ao

favorecimento do fenétipo maligno (DIAZ-LAVIADA, 2011).
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7. CONCLUSAO

A presente investigagdo indica que tanto o tratamento com a anandamida quanto
a suplementagdo alimentar com o acido araquidonico exercem papel proeminente na
aceleracdo da progressao tumoral do CaP no modelo TRAMP, favorecendo o
desenvolvimento do UDAC. Este avanco da agressividade tumoral, caracterizado pela
presenca de tumores volumosos e independentes de androgenos, observados em 50% dos
animais com 16 semanas de vida, mimetiza o estagio clinico do CRPC, sugerindo a
ocorréncia de selecdo de linhagens celulares de natureza neuroenddcrina, intimamente

relacionadas a maior agressividade e pior prognostico.

O mecanismo-chave que parece induzir esses resultados ¢ a queda dos niveis
séricos de testosterona, observada em ambos os grupos experimentais. Apesar da
promocao para o fenétipo indiferenciado em AA e AEA, a anandamida e o &cido
araquidonico apresentaram efeitos sobre o microambiente prostatico de maneiras
diferentes. O 4cido araquiddnico promove uma resposta pro-proliferativa e pro-fibrotica,
caracterizada pelo aumento de componentes colagénicos na matriz extracelular,
conferindo rigidez ao tecido e maior facilidade para a invasividade tumoral. A
anandamida, por sua vez, levou a concentracdo de mastocitos na regidao periférica dos
tumores. Esse comportamento observado mastocitirio, somado a natureza
imunodepletada do interior dos tumores, reforca a hipotese de que a AEA contribui para
a evasdo imune e para a perda de expressio de AR, acelerando o desenvolvimento

tumoral.

Por fim, os achados aqui obtidos contradizem o consenso de que a anandamida
possui efeitos exclusivamente antitumorais, demonstrando que, em um cenario complexo
de um modelo in vivo, a modulacdo hormonal e estromal pode alterar esse papel. Além
disso, a associagdo entre tumores volumosos e hipertrigliceridemia corrobora a relevancia
do metabolismo lipidico na agressividade da doenga. Em suma, esta pesquisa demonstra

que tratamento com anandamida e a suplementacdo com o &cido araquidonico
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desequilibram a homeostase prostatica, remodelando o microambiente tumoral de forma
a favorecer o desenvolvimento do CaP de maior agressividade, frequentemente associado

a piores prognosticos.
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