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Abbreviazioni usate




AA = acido arachidonico

AA-5HT = arachidonoil 5-idrossi-triptamina; arachitbil-serotonina

AC = adenilato ciclasi

AEA = anandamide

2-AG = 2-arachidonoil-glicerolo

CBC = cannabiromene

CBD = cannabidiolo

CBD-rich= estratto di Cannabis arrichito in CBD
CBG = cannabigerolo

CBN = cannabinolo

COX-2 = ciclo-ossigenasi 2

DAG = diacilglicerolo

EC = endocannabinoide/i

FAAH = fatty acid amide hydrolase

GAPDH = gligeraldeide-3-fosfato deidrogenasi
LIPOX = lipo-ossigenasi

MAGL= monoacilglicerololipasi

MAPK = proteina chinasi mitogeno-attivata
Met-F-AEA = 2-metil-fluoro-anandamide
NADA = N-arachidonoil-dopammina

NAPE = N-arachidonoil-fosfatidil-etanolammina

NAr-lysoPE = N-arachidonoil-fosfatidil-etanolammina

3-NPA = acido 3-nitropropionico
PA = acido fosfatidico

PE = fosfatidil-etanolammina




PLA = fosfolipasi tipo A

PLC = fosfolipasi tipo C

PLD = fosfolipasi tipo D

PMSF = fenil-metil-sulfonil-fluoruro
ROS = Reactive Oxygen Species
THC = tetraidrocannabinolo

THC-rich = estratto di Cannabis arricchito in THC
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Il termine cancro, comunemente utilizzato per iatécun’unica patologia, individua
un insieme di malattie con cause diverse, che sthpio organi e tessuti differenti e
che richiedono, quindi, soluzioni terapeutiché hoc La neoplasia, caratteristica
comune a tutti i tumori, suggerisce, pero, di Geee soluzioni trasversali alle
diverse forme di cancro.

Il mio lavoro di Dottorato, partendo da tale prgsogto, € stato incentrato sullo
studio di molecole segnale, i ligandi endogeni igiettori dei cannabinoidi, e di
alcuni cannabinoidi di origine vegetale, con I'dbi® di comprenderne I'effetto
sullo sviluppo e sulla progressione di diversi tipitumore. In particolare é stato
analizzato il coinvolgimento degli endocannabinordllo sviluppo del cancro
colorettale, e sono stati valutati gli effetti dtw@ni cannabinoidi da Cannabis su linee
cellulari di diversa origine tumorale, esaminandopessibili meccanismi d’azione.
Tale lavoro € stato svolto presso I'Endocannabimédearch Group dell’lstituto di
Chimica Biomolecolare del CNR di Pozzuoli (Napolutti i cannabinoidi e gli
estratti derivati dalla Cannabis sono stati fordéila GW Pharmaceutical, Salisbury,

United Kingdom.
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Cenni storici

L’inizio dell'uso medicinale delladCannabissi perde nella notte dei tempi. Plen
T'sao Ching,che é il piu antico testo cinese sulle piante medic(3000 a.C.), la
consiglia nelle situazioni caratterizzate da umaiwlizione diyin (la parte femminile
di tutte le cose), quale rimedio nel trattamento disordini femminili, gotta,
reumatismo, malaria, stipsi e debolezza mentalepbthe successive, le indicazioni
terapeutiche furono estese anche alla cicatrizaazielle ferite, all’eliminazione del
pus e alla riduzione della febbre e dell’ansia.tife@ianze del suo uso si ritrovano
anche in India dove, nel testo saétharvavedg1000 a.C.), |[&Cannabisé indicata
per il trattamento di disturbi di varia natura qudissenteria, inappetenza, per
facilitare la digestione eper rendere corpo e mente piu pronti e vivatih recente
studio dei Testi Sacri, riportato da Chris Benngit High Times (una rivista
americana specializzata in droghe), sembrerebbeaired la Cannabis come |l
rimedio alla base di molti dei miracoli narrati iéliovo Testamento. Secondo tale
studio, ufficialmente rinnegato dalle organizzazioattoliche, I'olio utilizzato da
Cristo e dai suoi Apostoli sarebbe stato impregdatstratti di marijuana. In epoche
piu recenti ritroviamo l&€annabissegnalata in testi assiri, egiziani, persianiecgf
romani. La Materia medicadi Discoride (erbario scritto nel 70 d.C.), infatt
contiene la prima raffigurazione della pianta ermecomanda l'uso in caso di mal
d’orecchi, edemi o itterizia; le stesse indicazieanivano indicate anche da Galeno
nel 100 d.C. Nel XIlI secolo, il clima di terrore osfato nei tribunali
dell'Inquisizione, colpi duramente la cultura eskudella Cannabis al punto tale che
sia in Spagna che in Francia fu vietato ogni ustladpianta, anche quello

medicinale. In tale clima si inserisce l'imputaziom Giovanna d’Arco che fu
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accusata di usare ogni tipo dérba diabolica, compresa la Cannahiger i suoi
rituali di stregoneria. La repressione ecclesiastion riusci ad impedire la diffusione
della canapa nel nord Europa dove, le estese apitimi in Romania,
Cecoslovacchia e Ungheria da una parte, Irlandakilterra dall’altra, garantivano
'uso e la diffusione dei suoi derivati in tuttorfiondo. La definitiva comparsa della
Cannabis, in Europa, risale a circa 2500 anni fanda il suo utilizzo si basava su
ricette derivate dalla tradizione e dalla medigumgolare, anche se l'interesse dei
medici europei si destd solo dopo I'occupazioneofegmica in Egitto (1798) poiché,
al rientro delle truppe, cominciarono a diffondersimerosi racconti sui Suoi
innumerevoli effetti benefici.

Nel corso del XIX secolo la medicina occidentalealdotto ufficialmente come
farmaco per la sua efficacia antiemetica, analgesicanticonvulsiva, perfino il
medico ufficiale della Regina Vittoria la prescrree alla sua paziente per |l
trattamento della dismenorrea. Ci fu, in quegliiamm fiorire di studi scientifici
sugli impieghi terapeutici e preparati a baseCdnnabiscominciarono a trovarsi
sugli scaffali della gran parte delle farmacie Emwropa come negli USA. Agli inizi
del XX secolo, dapprima negli USA e a seguire imdpa, una serie di circostanze
storico-politiche  determinarono un’inversione di ndenza nei riguardi
dell’entusiasmo che sino ad allora aveva accompadhudilizzo dellaCannabis La
diffusione dell'uso, a scopo ricreativo, tra glro@mericani, messicani, musicisti
jazz, assieme allo spostarsi degli interessi ddii'stria farmaceutica verso i derivati
dell'oppio come anticonvulsivi e antidolorifici eenso sostanze sintetiche quali
aspirina e barbiturici, scatend un'ossessiva canmgadg stampa contro I@annabis
che porto alla progressiva messa al bando del sapsino alla sua cancellazione,

nel 1942, dalla U.S. PharmacopeiaMarijuana Tax Actimpediva sia l'uso che la
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coltivazione della canapa). In Italia 'uso medaella canapa fu citato per la prima
volta dal medico Nicola Porta del manicomio di Asee{Annali, vol.CLXVII, 1858),
ma fu il Professor Raffaele Velieri, primario dé€lspedale degli Incurabili a Napoli
che la adopero diffusamente e ne raccomando I'iesticn a tal punto che nel XIX
secolo alcuni ricercatori, tra i quali Carlo Erlbaminciarono, anche in lItalia, alcuni
studi pionieristici sullaCannabis In seguito, I'avvento del regime fascista potta a
messa al bando dell’hashistemico della razza't "droga da negri, dando cosi
l'avvio ad una campagna dispregiativa contro uséasaa che solo allora, nel nostro
Paese, cominciava ad essere usata a scopo daricerc

Negli ultimi decenni del secolo scorso si & adsiséid un ritorno d'interesse del
mondo scientifico nei confronti dell@annabis Nel 1964 un gruppo di ricercatori
israeliani & riuscito ad isolare e sintetizzaredélta-9-tetraidroacannabinold%
THC), il piu potente tra i numerosi principi attipresenti nell&annabis(Gaoni and
Mechoulam, 1971). Piu recentemente, nel 1988, aldgercatori scoprirono la
presenza nel corpo umano di un recettore di merabctapace di essere attivato dal
THC (Devane et al., 1988). Tali scoperte hannotap®arovi orizzonti ad un ossibile

uso terapeutico dell@annabissativa (Fig. 1).

Pt o deic: el Gassesfe. olit. affomsbiane ill fnssplos ci
45’6&0&”‘&&;&“/. oo dine Variela oo éay‘},/«s&ﬂég&-
e callonte o guille odia.. fo Gusafre wmses é colliomle
Ao ot VMMM el Swsiloin; ¢ e oo wne

fudebls susolls fussporele frnlo fubbhssapibuse: dille Rols & foooniks
Fig.1: Antica dispensa universitaria rinvenut

all'Universita di Pavia alla fine dell'ottocentc
utilizzata per la formazione dei Farmacisti.
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Tassonomia e Morfologia

La Canapa € una pianta erbacea a ciclo annuale flazne scientifico &annabis
sativa Fu classificata con questo nome gia nella seconela del 1700 da Carlo
Linneo, il celebre scienziato inventore del sisteinelassificazione binariol@bella
1). Puo raggiungere i 2 metri di altezza, ha steitbodcon foglie opposte formate da
5, 7,9 fino a 11 punte. Presenta una lunga raaiéétone e un fusto eretto o

ramificato, con escrescenze resinose, angolateodieacave Fig. 2). Le foglie sono

picciolate e provviste di stipole,
ciascuna e palmata, compostada 5 a
13 foglioline lanceolate, a margine
dentato-seghettato, con  punte
acuminate fino a 10 cm di
lunghezza ed 1,5 di larghezza.
Salvo rari casi di ermafroditismo, le
piante sono dioiche e i fiori
unisessuali crescono su individui di
sesso diverso. | fiori negli individui

Fig. 2: Anatomia e Tassonomia maschili (staminiferi) sono disposti
della Cannahis Sativ:

in pannocchie terminali, mentre
negli individui femminili (pistilliferi) sono dispsti in agglomerati di infiorescenze
compatte, ognuno mostra un calice membranaceowiudge strettamente un ovario
supero ed uniloculare, sormontato da due stilie stimmi. E' soprattutto in queste
infiorescenze degli individui femminili che il pitioto dei principi attivi della

marijuana (il THC) e concentrato. La pianta germimarimavera e fiorisce in estate

inoltrata. L'impollinazione &€ anemofila (si serveldrasporto tramite il vento). |
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frutti compaiono in autunno come acheni duri e gkbche al loro interno
trattengono un seme formato da un endosperma @aeabsn embrione curvo.

Da un punto di vista botanico la Canapa si prespato in molte varieta e vi € una
controversia sulla sua classificazione tassonon8eaondo la tassonomia ufficiale
moderna, laCannabisva inclusa nella famiglia delle Cannabaceae, msieal
luppolo, dopo essere stata inserita prima tra lealglee e in seguito tra le Urticacee.
La classificazione di D. E. Janichewsky, che rigsdl&924, prevede I'esistenza di tre
differenti specie di piante: I&. sativa laC. indicae laC. ruderalis Esiste pero una
classificazione alternativa, proposta da Small €danquist nel 1976, che sostiene
I'esistenza di una sola specie,danapa sativache si presenta in due sottospecie.
Entrambe le sottospecie avrebbero poi numerosantaselvatiche e domestiche
secondo il luogo e il tipo di coltivazione. A paléecontroversie nominalistiche e dei
tecnicismi tassonomici, in pratica accanto alla &nsativa tipica di America e
Europa, ampiamente coltivata fino agli inizi deD09e caratterizzata da una bassa
concentrazione di THC, si deve ricordare soprattl#tCanapa indica. Quest'ultima
cresce spontaneamente nei paesi del sud, raggilmgetro ed € ricchissima di
resina e di principio attivo (¢ da questa specie sh ottengono I'hashish e la
marijuana utilizzati per scopi ricreativi).

Anche della Canapa indica esistono numerosissimetsa Tali precisazioni sono
necessarie perché dalla Canapa non si ricavarensoltielle droghe, ma esistono e
storicamente sono sempre esistiti numerosi e irapbraltri derivati di questa pianta
da cui si ottengono (in realta si ottenevano abhoteinente in passato) tessuti,
carta, alimenti per animali ed oli. Proprio a cads#la differente destinazione dei

suoi derivati da una parte per la produzione diibghe e dall'altra per un uso tessile
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e industriale della Canapa sativa, le due piant® state spesso considerate come

specie differenti.

Regno:Plantae

Divisione: Magnoliophyta
Classe:Magnoliopsida
Ordine: Urticales
Famiglia: Cannabaceae
Genere:Cannabis

Tabella 1: Classificazione
scientifica.

Composizione chimica

La Cannabiscontiene piu di 400 composti chimici, 66 dei qaino stati identificati
come cannabinoidi. Originariamente, con il termta@nabinoidj si indicavano tutti

I fitocomposti dellaCannabise i loro metaboliti, ovvero tutte quelle molecalee
possedevano la classica struttura a 21 atomi €a2dan, 1986). Tale definizione fu
subito abbandonata perché troppo “farmacognosgchi’ adottata una terminologia
che tenesse prevalentemente conto dell’aspettoatanimgico e della struttura
chimica. Oggi con il termineannabinoidisolitamente vengono indicati non solo i
cannabinoidi da pianta, siano essi psicoattivi @, mna anche tutti i ligandi dei
recettori cannabici, cioe quelli di origine vegetaha anche le molecole endogene e
alcune molecole di origine sintetica. Queste mdicwengono denominate,
rispettivamente, fitocannabinoidi, endocannabin@dicannabinoidi classici” (per

distinguerli da molecole sintetiche, quali alcumirainoalchilindoli, con struttura
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non cannabinoide ma ancora in grado di attivaecettori cannabici). La struttura
chimica dei fitocannabinoidi puo essere descrittae quella di un terpene unito ad
un resorcinolo a sostituzione alchilica, oppure eajquella di un sistema ad anello
benzopiranico. Le due descrizioni implicano ancha nomenclatura differente, con
la prima il principale cannabinoide viene defintome delta-1-THC mentre con la
seconda diventa delta-9-THC (per entrambe, d’or@dn si utilizzera il termine
THC) (Fig. 3).

| fitocannabinoidi finora riscontrati si possonovidere in differenti “tipi”

chimici (tra parentesi sono riportate I'abbreviagie@ il numero di composti per

tipo):

e Tipo cannabigerolo (CBG,; 6)

» Tipo cannabicromene (CBC; 5)

» Tipo cannabidiolo (CBD; 7)

* Tipo delta-9-THC (D-9-THC; 9)

» Tipo cannabinolo (CBN; 1)

25




Fig. 3: Strutture chimiche di alcuni cannabinoidi.
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La scoperta del sistema endocannabinoide

La caratterizzazione chimica del THC da parte dorttae Mechoulam nel 1964
aveva consentito una serie di importanti chiarfioai soprattutto riguardo il suo
meccanismo d’azione. Inizialmente, infatti, si ereoneamente ritenuto che il THC,
essendo una molecola lipofila, interagisse in nranaspecifica con le membrane
cellulari, anche se, la necessita di un determimatantiomero e di ben precise
caratteristiche strutturali per la sua attivit&ciava gia intuire I'esistenza di specifici
target recettoriali. La scoperta del recettore adinabinoidi fu un evento del tutto
casuale perché avvenne nel corso di un accuraeersag del DNA di ratto per
individuare i geni dei recettori per le neurochainn quella occasione, infatti, fu
rinvenuto un recettore “orfano di ligando”, la alistribuzione cerebrale coincideva
con un noto ligando cannabinoide radiomarcatd]¢{CP-55.940). Il sospetto che si
trattava del recettore per i cannabinoidi, fu comigo definitivamente nel 1988,
guando, successive indagini decretarono che queektoge isolato nel cervello di
ratto, era effettivamente lo specifico recettordragerso cui i cannabinoidi
mediavano gli effetti farmacologici e comportamdinf@evane et al., 1988). Questo
recettore fu battezzato G@Bperché, poco dopo, fu individuato un secondottee
CB,, che spiegava gli effetti immunosoppressivi cheerivati della cannabis
presentavano nel sistema immunitario.

In seguito, i due sottotipi recettoriali furono giie caratterizzati: il recettore G
stato clonato nel 1990 (Matsuda et al., 1990) mneeihtirecettore CBé stato clonato
nel 1993 (Munro et al., 1993). Sebbene, di recesitestata prospettata I'esistenza di
un terzo tipo recettoriale (GB tale ipotesi non € stata ancora dimostrata iniena
conclusiva (Fride et al., 2003). | due sottotipcatoriali clonati (CB e CB)

appartengono alla famiglia dei recettori di memhbrancoppiati a proteine G; come
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tali, quindi, presentano un’unica catena polipapsicche attraversa per sette volte la
membrana plasmatica. La sequenza amminoacidichtéaminale amminico, con i
siti di glicosilazione, sul versante extracellulackil terminale carbossilico, con i siti
di fosforilazione, sul versante intracellulare. r®lai sette domini transmembrana,
sono presenti anche 3 loops intracellulari e 3doexiracellulari. Recenti studi hanno
rivelato che ligandi quali N-arachidonoiletanolammina (AEA, vedi sotto),
raggiungono i siti di legame del recettore,@Buna conformazione “distesa”, con la
porzione etanolamminica a livello delle teste padi fosfolipidi di membrana e il
suo gruppo metilico terminale all'interno del biday Diffondendo lateralmente ad
uno dei due strati della membrana, I'AEA interagismon una tasca idrofobica
formata dalle eliche 3 e 6 collocandosi vicino ediduo cisteinico sull’elica 6 che
permette la successiva attivazione del recettor@n(€t al., 2005)] recettori dei
cannabinoidi (CBe CB,) presentano un’omologia di struttura del 44% chva al
68% quando si considerano i soli domini transmemndora

Entrambi i recettori sono accoppiati a proteine & tgpo Gy, essendo in grado di
inibire I'adenilato ciclasi (AC) e di attivare lergieine chinasi mitogeno-attivate
(MAPK) (Pertwee, 2002a). L'attivazione dei €8 in grado anche di inibire i canali
del Cd" voltaggio dipendente, sia di tipo N/Q (Mackie &f 4992) che di tipo L
(Gebremedhin et al., 1999), mentre ha effetto ogpesi canali del potassio di tipo
A e del tipoinwardly rectifying(Mackie et al., 1995). L'attivazione del €Buo
inoltre stimolare direttamente il rilascio di ossiditrico (NO) (Stefano et al., 2000).
In alcuni casi, I'attivazione del GBtimola la fosfolipasi C, indicando quindi un suo
accoppiamento con proteine del tippd35s (Howlett, 2004).

Recentemente e stato riportata per il;QBa diversa ubicazione nella cellula.

Secondo tale studio, una linea cellulare di caroaaella mammella esprime |l
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recettore non solo a livello della membrana plagraatma anche a livello dei
i lipid rafts (Sarnataro et al., 2005).

Per quel che riguarda la distribuzione recettoribisogna ricordare che il recettore
CB; presenta un’ampia distribuzione essendo abbona@niie espresso nel sistema
nervoso (sia centrale che periferico), ma anchesadei tessuti riproduttivi (gonadi
e testicoli), negli occhi, nei tessuti del trat@sgointestinale, nel fegato, nel cuore,
nei polmoni, nella vescica e nel surrene. A livaliel sistema nervoso centrale, il
CB; é molto abbondante soprattutto a livello dell'ippmpo, dei gangli della base,
del cervelletto e del bulbo olfattivo dove la sustribuzione é del tutto coerente con
gli effetti del THC osservati sull'attivita locommia, sulla coordinazione motoria,
sulla postura, sulla memoria e sull’apprendimertolivello del sistema nervoso
periferico, il CB e stato trovato nelle fibre periferiche sensoralautosomiche
(negli interneuroni spinali della radice dorsaleé dangli, nei neuroni mienterici,
nelle fibre pre-giunzionali della vescica e nellerd simpatiche dei gangli cervicali
superiori) in perfetto accordo con alcuni degliettif riportati sulla nocicezione e
sulle funzioni del tratto vascolare e gastrointedg (Farquhar-Smith et al., 2000;
Pertwee et al., 1999). Il recettore £Bvece, almeno in condizioni fisiologiche,
risulta essere molto piu abbondante nel sistemaumitario (mastociti, cellule B,
linfociti T) dove e implicato nel controllo dellégsposta immunitaria sia umorale che
cellulare (Parolaro, 1999; Klein et al., 2003).

La rivelazione dell'esistenza di specifici recetioer il THC fu prontamente seguita
dalla spasmodica ricerca dei ligandi endogeni @leptoteine (gli endocannabinoidi,

EC).
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1l sistema endocannabinoide: aspetti biochimici e molecolari

Alla scoperta del recettore GBa fatto seguito, nel 1992, l'isolamento, dal ebov
di maiale, del primo metabolita endogeno in graddedarsi selettivamente a tale
proteina. Si trattava dell’ammide tra due elemahtquitari delle membrane cellulari
animali quali l'acido arachidonico e I'etanolammintale molecola, I'N-
arachidonoiletanolammina (AEA), fu chiamata anandandalla parola Sanscrita
ananda (beatitudine, stato di grazia) (Devane et al.,2)9%lentre il ruolo delle
etanolammidi degli acidi grassi nel cervello conéiva ad essere approfondito
(Hanus et al., 1993), un'altro tipo di molecolapapenente alla classe degli
intermedi metabolici noti come monoacilglicerol, itlentificata nei tessuti periferici
e proposta come ligando del recettore;GB2-arachidonoilglicerolo (2-AG). AEA e
2-AG sono stati i primi due EC ad essere identifiea sono pertanto i ligandi
endogeni meglio conosciuti. L’AEA e in grado di é&g entrambi i sottotipi
recettoriali comportandosi come un agonista paziBurkey et al., 1997; Glass et
al., 1999); anche il 2-AG € in grado di attivarerambi i sottotipi recettoriali
comportandosi perdo come un agonista pieno (Mechowhal., 1995). Di recente
sono stati individuati altri ligandi endogeni inado di legare e di attivare i recettori
cannabici: il 2-arachidonoilgliceriletere (2-AGEpladin), un analogo etereo del 2-
AG che si comporta da agonista sia sul €Be sul CB con una maggiore affinita
per il CB;, (Hanus et al., 2001); I@-arachidonoiletanolammina (virodammina), una
molecola dove I'acido arachidonico e I'etanolammsoao uniti da un legame di tipo
estereo in maniera del tutto opposta a come avvimmel'anandamide e che si
comporta come parziale agonista /antagonista suleC&yonista sul CB(Porter et
al., 2002); infine laN-arachidonoildopammina (NADA), 'ammide fra l'acido

arachidonico e la dopammina che risulta essereolt® piu selettiva per il CBche
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per il CB; (Bisogno et al., 2000) ed € in grado di attivareedettore dei vanilloidi
(TRPV1) (Huang et al., 2002). Un’altra molecolangenere dell’anandamide,
palmitoiletanolammina (PEA) gia nota come antianiimatorio, fu proposta come
nuovo ligando per il CB(Facci et al., 1995), ma questa ipotesi, in seguibn ha
trovato conferma. Infine, nel 1995 fu scoperta darhide (cis-9-ottadecammide,
OEA), un fattore di induzione del sonno (Cravattakt 1995), per la cui azione
cannabimimetica ci sono discordanti dati riguarbitatio se sia 0 meno mediata dai
recettori dei cannabinoidi (Leggett et al., 2008).ritiene che queste molecole,
intervenendo negativamente sul loro metabolismes@ao potenziare I'effetto degli
EC attraverso un’aziorentouraggDi Marzo et al., 1998; Ben-Shabat et al., 1998).
Il fatto che esistevano molecole endogene in gdidvolgere un ruolo fisiologico
(Fig. 4), implicava necessariamente |'esistenza di visibietiche regolabili, ovvero
di specifici meccanismi molecolari in grado di sti#zare tali sostanze negli
opportuni modi, luoghi e tempi. Inoltre, doveva esgariamente esistere anche una
via catabolica regolabile in grado di terminaredagnale al momento opportuno. Gli
EC sono considerati dei neuromodulatori locali clejersamente dagli altri
neuromodulatori, non sono immagazzinati in veseicekcretorie, ma vengono
prodottion demandsu richiesta) dalle cellule, a partire da precurdi membrana
per essere poi rilasciati nel versante extraceulanalogamente ad altri eicosanoidi
come le prostaglandine (PGs). Per gli EC € statheaproposta una funzione come
messaggeri retrogradi. Secondo tale ipotesi, utia vidasciati dai terminali post-
sinaptici nello spazio sinaptico a seguito di unionglo depolarizzante, gli EC
agiscono sui recettori cannabici delle terminazipresinaptiche inibendo il rilascio

del neurotrasmettitore (Wilson et al., 2002).
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Anandamide

Oleamide

Virodhamine

Fig. 4: Strutture chimiche degli endocannabinoiddei due derivati degli acidi grassi «
azione cannabimimetica e della virodammina.

Le vie biosintetiche piu studiate e quindi megl@nosciute sono certamente quelle

che riguardano i primi due EC scoperti: AEA e 2-f&y. 5eFig. 6).
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Fig. 5: Principali vie biosintetiche dell’ AEA.
POX= gruppo fosforico
R, Ry, Ry, Rs = acido grasso

L’AEA viene biosintetizzata attraverso lidrolistlella corrispondenteN-acil-
fosfatidiletanolammina (NAPE) per opera di una $fjes fosfolipasi C&"

dipendente di tipo D (NAPE-PLD) che mostra progrigeculiari rispetto le altre
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PLD note ed, infatti, appartiene alla famiglia deflinco-metallo idrolasi dellg-
lattamasi (Ueda et al., 2005). Il NAPE e a suaavphodotto dall'azione catalitica di
una specificarans-acilasi Ca" dipendente che catalizza il trasferimento del goup
acile (l'acido arachidonico, AA) dalla posiziose1 di un fosfolipide di membrana
(si noti che l'esterificazione di AA in posiziors1l di un fosfolipide non € molto
frequente in natura), alla funzione amminica libéefla fosfatidiletanolammina (PE)
(Di Marzo et al., 1994). Di recente € stata suggema via biosintetica indipendente
dalla NAPE-PLD Fig. 5) e dipendente, invece, da un enzima ad attivifofipasica
di tipo A, identificato come gruppo IB di tipo secretorioP{#\, IB) che
idrolizzerebbe il NAPE rilasciando acidi grassi  eN-arachidonil-
lisoposfatidiletanolammina (NAr-lysoPE) dalla quadesua volta si libera I'AEA per
opera di una specifica fosfolipasi, presumibilmedtiteersa dalla NAPE-PLD (Sun et
al., 2004).

Il 2-AG é biosintetizzato attraverso I'idrolisi déiacilgliceroli (DAGs) catalizzata da
una DAG lipasi specifica per la posiziogr-1 Le molecole di DAG (che devono
possedere una funzione di AA esterificata in posigisn-2, a loro volta possono
essere prodotte o dall'idrolisi di fosfoinositidPIj catalizzata da una specifica
fosfolipasi di tipo C (PLC) selettiva Cadipendente, oppure dall’idrolisi dell’acido
fosfatidico (PA) catalizzata da una idrolasi PAdifiea Cd™ dipendente (Di Marzo
et al., 1996; Bisogno et al., 1999). Di recenteosetati clonati e caratterizzati 2
isoenzimi della DAG lipasi (DAGt e DAGLP) responsabili dellidrolisi selettiva

del legame estereo presente in posizemg dei DAGs (Bisogno et al., 2003).
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2-Arachidonoilglicerolo

Fig. 6: Principali vie biosintetiche del 2-AG.

Una volta sintetizzati, gli EC vengono rilascidtiesterno della cellula dove vanno a
legarsi ai recettori presenti sulle cellule limfgoo sulla stessa cellula che li ha
prodotti, comportandosi come mediatori autocriniparacrini. La loro natura
liposolubile, infatti, non ne favorisce la diffusi® nella matrice extracellulare o nel
sangue. Lo spegnimento del segnale EC prevededigu@nricaptazione da parte
della cellula, I'idrolisi enzimatica e la riestecdizione dei prodotti ottenuti nei
fosfolipidi di membranaKig. 7). Per quel che riguarda il re-uptake degli EC,stjne
trasporto sembrerebbe avvenire attraverso un meceandi diffusione facilitata
guidata da uno specifico carrier di membrana chieb&e in grado di lavorare in
entrambe le direzioni (in entrata ed in uscitaalakllula) secondo il gradiente di
concentrazione degli EC attraverso la membranamatisa. L'esistenza di uno
specifico trasportatore € ancora oggi dibattutax @ssendo stata ancora clonata tale

proteina, la sua esistenza puo essere documeptatattraverso evidenze indirette
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(Glaser et al., 2005). Altra ragione di discussieria selettivita di tale carrier; non é
ancora ben chiaro, infatti, se il trasportatoresgiacifico per I'AEA o0 se sia in grado
di mediare anche l'uptake degli altri EC come suiggela diversi autori (Bisogno et
al., 2001; Fezza et al., 2002). Esperimenti efé&ttaon specifici inibitori del re-
uptake dell’anandamide suggeriscono che lo stegsganismo e responsabile anche
della ricaptazione del 2-AG. Una teoria sul traggore prevede un suo
accoppiamento funzionale al ¢Rttraverso l'ossido d’azoto (NO). Secondo tale
teoria I'attivazione del recettore ¢Blascerebbe NO, che, probabilmente attraverso
la nitrosilazione di un residuo cisteinico, stinrelebe il trasportatore a rimuovere
AEA dal versante extracellulare (Maccarrone et241Q2).

Dopo essere stati sequestrati dal versante exwaoel gli EC, all’interno della
cellula, sono soggetti ad un’idrolisi enzimaticaernizima maggiormente coinvolto
nella degradazione degli EC (sia AEA e 2-AG) e idralasi specifica conosciuta
come Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH), che e statratterizzata nel 1996
(Cravatt et al., 1996). La FAAH e una proteina gnéde di membrana
approssimativamente di 64kDa che lavora a pH alcdloptimum € a pH 9.0), e
formata da 597 amino acidi e presenta una sequenasica altamente conservata,
ricca di residui di glicina e serina. Studi di imnaistochimica ed ibridaziona situ,
hanno confermato che I'espressione di questo enmgta diverse aree cerebrali &
direttamente correlata alla densita recettoriale @8, (Thomas et al., 1197). La
struttura di questo enzima, determinata medianid sl cristallografia a raggi X, ha
permesso di identificare i siti di connessione @membrane (Bracey et al., 2002).
La FAAH, diversamente dalle altre amidasi, noniz#d la triade catalitica serina-
istidina-aspartato, ma usa invece la triade sesarma-lisina, dove la Ser-241 agisce

da nucleofilo, la Ser-217 stabilizza la carica niegae la Lys-142 funge da base

36




attiva (Patricelli et al., 2000). Il 2-AG puo essédrolizzato anche da un’altra classe
di enzimi quali le monoacilglicerololipasi (MAGLshe sono presenti sia a livello di
membrana che a livello citosolico e che riconosconme substrato anche altri

monoacilgliceroli diversi dal 2-AG (Goparaju et,dl999; Di Marzo et al., 1999). La

MAGL é una proteina di 33kDa che appartiene alfaifdia delle idrolasi a serina

che e espressa soprattutto in quelle zone del lked@ve i recettori CB sono piu

presenti.

Endocannabinoidi

Arachidonic acid

oK .
+ . PN Arachidonic acid

OH
OH

Fig. 7: Inattivazione dei due endocannabinoidi AEA e 2-AG.
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Recenti evidenze sperimentali confermano che 'AEA 2-AG possono essere
substrato sia della cicloossigenasi 2 (COX-2) dhalaine lipoossigenasi (LIPOX),
ovvero degli enzimi coinvolti nel metabolismo osgido dell’acido arachidonico

(Fig. 8) (Kozak et al., 2004). La COX-2 converte I'AEA, iprostaglandina-

endoperossido-etanolammide, un intermedio metaiolahe a sua volta viene
convertito in prostaglandina-etanolammide (prostaein(Kozak et al., 2002). Le
LIPOX 12 e 15 convertono I'AEA  rispettivamente in 2-1

idrossitetranoiletanolammide (12-HAEA) e 15-idréssanoiletanolammide (15-
HAEA), ma solo la 12-HAEA mostra affinita per i egtori cannabici (Kozak et al.,
2002). 11 2-AG invece e convertito in 15-idroperossieic@seenoicoglicerilestere
(Moody et al., 2001).

Negli ultimi anni €& stato notato che linsorgenza alcune patologie, la

manifestazione di alcuni sintomi e il decorso diuale malattie, sono in qualche
modo legate ad alterazioni del tono EC. La scopei#ha sistema EC e la
delucidazione del suo funzionamento sono statendguuna pietra miliare nella
ricerca in questo campo e rappresentano oggi udovatrumento per lo sviluppo di

farmaci capaci di intervenire in situazioni di gigespo.
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Fig. 8: Catabolismo ossidativo degli endocannabinoidi.
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GIi imibrtori del catabolismo dell’anandamide

La degradazione dell'anandamide &€ un meccanisntduitis essenzialmente da una
sequenza di due eventi: il re-uptake cellularededlisi enzimatica. Lo sviluppo di
molecole capaci di agire selettivamente su quesgtnte permette di intervenire
farmacologicamente in tutte quelle situazioni pagathe caratterizzate da
un’alterazione del tono EC.

Il primo composto sintetizzato per impedire I'acadmintracellulare di AEA é stato
I' N-(4-idrossifenil)-arachidonoilammide (AM404) che st@ava valori di G
compresi fra 1-10M nei neuroni e negli astrociti di ratto (Beltrambal., 1997), con
una bassa affinita per i recettori dei cannabinaidi in grado di attivare il recettore
dei vanilloidi TRPV1 (De Petrocellis et al., 2008) di agire, presumibilmente
fungendo da substrato competitore, come inibitelead-AAH (Fegley et al., 2004).
In vivo, somministrato da solo, AM404 sviluppa Ueata ipocinesia, inoltre riduce
la risposta comportamentale degli agonisti dopargine normalizzando I'attivita
motoria in ratti iperattivi ipertesi in un modellnimale di DDAI (Disturbi da
Deficit di Attenzione/lperattivitd) (Beltramo et.aR000). Recentemente AM404 e
stato anche testato per la sua azione neuropvatsiti in vivo che in vitro (Karanian
et al.,, 2005). Un altro inibitore, in seguito stiteato & stato il VDM11 N-
arachidonoil-4-idrossil-2-metilalanina) che, pur strando una potenza simile ad
AM404 (IC50=11pM e 7.2uM rispettivamente s € RBL-2H3) aveva un effetto
trascurabile sul TRPV1 e mostrava una debole &dfisui recettori (CBKi=5uM;
CB,-Ki>5uM) e sulla FAAH (IG>50uM suN18TG2) (De Petrocellis et al., 2000).
I VDM11 é stato utilizzato in vivo su topi trattaton tossina colerica per attenuare
'accumulo dei fluidi intestinali (Izzo et al., 28 Inoltre, 'uso del VDM11 ha

contrastato le discinesie in un modello animaléMidirbo di Parkinson riducendo
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l'iperattivita nei neuroni dopaminergici (Gubellist al., 2002) e la spasticita in un
modello murino di Sclerosi Multipla (Encefalite Afgica Sperimentale) (Baker et
al., 2001). Fra gli inibitori del re-uptake va amemato anche I'Arvanil N-vanillil-
arachidonoilammide), un analogo strutturale dedlpsaicina (il principio attivo del
peperoncino rosso) che, oltre ad essere capacaildiei il trasporto cellulare
dell’anandamide (16;=3.6uM), si comporta come agonista ibrido del recetidee
cannabinoidi CB e del recettore dei vanilloidi (Melck et al., 1899Un inibitore
selettivo del re-uptake € I UCM-707, un furil-deato dell’acido arachidonico che
presenta un 1§ di 0.8uM sull’'uptake e solo di 36M sulla FAAH e non lega né i
recettori cannabici né il TRPV1 (Lopez-Rodriguezakt 2003). Questo inibitore e
stato testato in vivo su alcuni modelli animalntilattie neurodegenerative dove si &
mostrato capace: di alleviare i sintomi motori Nerbo di Huntington, di ridurre la
spasticita nella Sclerosi Multipla e di rallentakgrocesso neurodegenerativo nel
Morbo di Parkinson (de Lago et al., 2005a). Glicunnibitori del re-uptake
sviluppati a partire dall’acido oleico piuttostoecta quello arachidonico, sono stati
una serie di composti fra cui si distinguono OMDKIOMDM?2, due enantiomeri
del idrossibenzilderivato delld-oleoiletanolammide. Queste molecole sono potenti
inibitori dell’'uptake (K 2.4 e 3M, rispettivamente per OMDM1 e OMDM?2) e sono
altamente selettivi poiché non mostrano affinitarsaettori dei cannabinoidi (GB

Ki =5.uM; CBxK; >5.uM), non attivano il TRPV1 e sono stabili all'idrsii
enzimatica nellomogenato del cervello di ratto téDret al., 2003). L’attivita
farmacologica di questi inibitori & stata, in séguanalizzata in un modello virale di
Sclerosi Multipla dove si sono mostrati efficacilliaieviare i sintomi motori

(Mestre et al., 2005), sul ratto, inoltre, € statehe valutato sia il loro effetto netto
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sulla locomozione e sulla percezione del dolorelahero influenza sull’attivita di
AEA in questi due processi (de Lago et al., 2004).

Per quel che riguarda l'idrolisi enzimatica delBawlamide, dopo la caratterizzazione
enzimatica della FAAH, sono stati descritti unaesdr inibitori sintetici. La maggior
parte di queste molecole, come gli inibitori revua@tsappartenenti alla classe dei
trifluoro-metil-chetoni (Boger et al., 1999; Koutekal., 1994; Patterson et al., 1996)
oppure l'arachidonoil-dizometil-chetone (De Pettbsest al., 1997; Edgemond et
al., 1998) o ancora [linibitore irreversibile meditachidonoil-metil-fosfonato
(MAFP) (De Petrocellis et al., 1997; Deutsch et #097), non sono selettivi per la
FAAH, ma anzi o legano il CBo inibiscono lo PLA citosolica o inibiscono la 5-
LIPOX. Altre molecole sintetizzate con lo scopoidibire la FAAH sono state
I'arachidonoiletilenglicole (AEG) che si comport@nge inibitore competitivo, e
I'arachidonoilserotonina (AA-5-HT) che mostra, icee la classica cinetica
dell'inibitore misto. Fra le due molecole, AA-5HT distingue per potenza essendo
in grado di inibire la FAAH sia su RBL-2H3 che su8TG, senza nessun effetto
sull’'uptake o attivazione dei recettori cannabRispgno et al., 1998). La AA-5HT e
stata utilizzata come tools farmacologidnter alia, in uno studio condotto sul
possibile coinvolgimento di questo enzima nelleotagione della motilita intestinale
(Capasso et al., 2005).

Una nuova classe di inibitori FAAH é stata recergnta caratterizzata, si tratta di
esteri dell’acido alchilcarbammico, fra cui si digilue 'URB597 con un 1§ di
4.6nM su cervello di ratto e di 0.5nM su neurortaiti. URB597 non solo si é
mostrato un potente inibitore della FAAH, ma anehe composto selettivo non
mostrando nessuna affinita verso i recettori deneainoidi, 'uptake e la MAGL

(Tarzia et al., 2003). In un recente studio & stateressante osservare come
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URB597, aumentando i livelli di EC nella sostanzayig periacqueduttale, sia in
grado di influenzare la via discendente nocicetsitteaverso un meccanismo che, in
dipendenza dei tempi e delle dosi usate, pud esserhato sia da CBche dal
recettore TRPV1 dei vanilloidi (Maione et al., 200k’ stato riportato anche che
URB597 €& capace di ridurre il processo inflammaton un modello animale di

edema da carragenina (Holt et al., 2005).

L’ anandamide ed 1l recettore der vanilloidi

La similarita strutturale dell’lanandamide con lgsacina, il principio attivo del
Capsicum annuun{peperoncino rosso), suggeriva che per queste naiecole
esisteva un identico target cellulare. Tenuto cafte la capsaicina e il ligando
naturale di una particolare famiglia di canali @n{transient receptor potential
channel, TRP) e che effetti cannabinoide-similiofw osservati in topi knock-out
per il gene del recettore GBDi Marzo et al.2002a), fu facile confermare che anche
'AEA, ma non il 2-AG, era in grado di attivare riécettore dei vanilloidi TRPV1
(Melck et al., 1999a; Zygmunt et al., 1999; Smarile 2000). Il recettore TRPV1 é
una proteina costituita da 838 amminoacidi nebré889 nell'uomo), che appartiene
alla famiglia dei canali ionici TRP e genera nellambrana un canale non selettivo
per i cationi. Ha una massa di 95kDa e presentarfird transmembrana B-
foglietto dove, tra la quinta e la sesta regioa@gmembrana si distingue il loop del
poro (Jordt et al., 2002). Il segmento idrofilibbterminale contiene una regione
ricca di prolina cui fanno seguito tre domini ripgetdi anchirina, mentre non si
distinguono motivi particolari nel segmento C-tamale. L’intera sequenza presenta
tre siti di fosforilazione (Caterina et al., 199%).condizioni di riposo tale canale é

chiuso e, quando attivato, permette l'ingresscawtso la membrana di cationi

43




mono- e bivalenti, prevalentemente ioni calcicedattori TRPV1 sono ampiamente
distribuiti nei neuroni bipolari dei gangli dell@erma dorsali midollari (dorsal root
ganglion, DRG) su tutta la loro lunghezza (Guo kt #99) dove mediano la
risposta agli stimoli nocicettivi indotti dal caégrdai protoni, da alcune tossine
vegetali e dall'anandamide e da altri metaboliglidacidi grassi, prodotti negli stati
di inflammazione. L’ingresso di ioni attraverso gtieanali genera, inizialmente, un
potenziale d'azione avvertito come dolore e suocas®nte evoca uno stato
refrattario, tradizionalmente riferito come desbiiigizazione, nel quale il neurone
precedentemente stimolato non risponde ad ultesionioli (Di Marzo et al., 2002b).
Quindi, sostanze che mantengono il recettore TRRV1LNO stato chiuso sono
analgesiche, mentre fattori che promuovono lo s@perto sono nocicettivi.
Recentemente e stato riportato che i recettori TRRBWno presenti sui neuroni
dopaminergici della substantia nigra pars comp@dtainelli et al., 2003).

La maggior parte dei neuroni che esprimono i recelfRPV1 presenta anche i
recettori CB. L'anandamide e un agonista di entrambi i redettoediante i quali
esercita effetti contrastanti: antinocicettivi a#erso i recettori per i cannabinoidi ed
iperalgesici attraverso quelli per i vanilloidi. Eiteressante notare come il sito di
legame dell'anandamide e intracellulare per il TRRY extra-cellulare per il GBe
quindi & presumibile ipotizzare che I'effetto nettioquesto EC risulta fortemente

influenzato dall'attivita del carrier di membrariai Marzo et al., 2001a).

Effetti terapeutici

Le proprieta terapeutiche deli@annabissono state negli ultimi tempi sempre piu
spesso documentate scientificamente attraversao siadoreclinici che clinici (Di

Marzo et al., 2005). E’ noto che i derivati de@annabishanno effetti sedativi e
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rilassanti; a basse dosi possono dare sensazitaggkra euforia, reattivita, aumento
dell'eccitabilita, leggerezza e aumento dell’apjpeth dosi alte sono state riscontrate
forti alterazioni sensoriali e percettive con seimwa di isolamento, passivita,
demotivazione, ansia, tachicardia, nausea, attadchpanico e paranoia con
conseguenze sulle capacita di comprensione, di mi@nsodei tempi di reazione.
Della Cannabis sono, pero soprattutto noti numegtistti terapeutici ascrivibili al
suo principale componente psicoattivo, il THC, ansk sembra plausibile pensare
che gli effetti della pianta siano mediati anchegldaltri fitocannabinoidi (la
Cannabiscontiene piu di 60 tipi di cannabinoidi diversi).

Il primo studio clinico che riportava l'efficaciaed cannabinoidi sintetici come
antidepressivi e nel trattamento dei sintomi daiath astinenza da alcool e da
oppioidi risale alla fine degli anni 70, anche ak dati non furono confermati nelle
valutazioni cliniche susseguenti (Bhargava, 1978ha delle piu note azioni
farmacologiche del THC sul cervello € quella duri@ la sensibilita al dolore, per
questo € molto utile come analgesico nei confraltdisturbi, come emicrania
ricorrente o dolori mestruali, ma soprattutto, préando anche un’azione
antinfiammatoria & utile anche in altri tipi di ddlcome quelli dovuti ai reumatismi
(Cox et al., 2004; Mechoulam et al, 2000; Pertw2@91). | cannabinoidi sono in
grado di decontrarre la muscolatura, infatti, suisooli presentano un effetto
miorilassante e antispastico. Il primo studio siffétto benefico del THC sugli
spasmi muscolari della sclerosi multipla risale dihe degli anni 70 (Check et al.,
1979), di recente, invece é stato dimostrato aiat@nvolgimento del sistema EC
nel controllo della spasticita in alcuni modelliraali di sclerosi multipla (Baker et
al., 2001; Smith et al., 2002; Mestre et al., 20P&rtwee, 2002b). Tuttora sono in

corso diversi trials clinici per valutare l'efficacdi alcune forme commerciali del
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THC (Marinol, Sativexd, TetranabineX, Nabidiolexd, Cannador) negli spasmi e
nel dolore della sclerosi multipla (Russo, 2005)bbondanza degli EC e dei
recettori CB in quelle regioni dei gangli della base (globolidal e sostanza nigra)
deputati al movimento hanno spinto i ricercatoscaprire se gli EC erano coinvolti
nella regolazione del movimento e, di consegueazsiruttare tale coinvolgimento
nelle patologie correlate. In un modello animalé klerbo di Parkinson é stato
osservato un aumento dei livelli di EC nella ridu2 del movimento in ratti trattati
con reserpina, un modello animale del Morbo di Padn (Di Marzo et al., 2000);
in un altro lavoro € stato, invece, dimostrato dkgibile coinvolgimento degli EC
nell'insorgenza della discinesia, un fastidiosoe®ff collaterale della terapia con
levodopa (van der Stelt et al., 2005). Gli EC sonmvolti anche nella malattia di
Alzheimer, sono state riportate, infatti, delleeadizioni nel sistema EC in tessuti
affetti da tale morbo (Pazos et al., 2004) ed ieoldi recente, & stato scoperto che i
cannabinoidi sono in grado di contrastare gli &ffdel peptide amiloide beta
(ritenuto responsabile della neurodegenerazionatde@l morbo di Alzheimer)
(Milton et al., 2002 e 2005). Sempre nell'ambitdleenalattie neuro degenerative,
sono stati condotti studi sul Morbo di Huntingtanh é stata osservata una riduzione
dei recettori CB nel globo pallido e nel caudato-putamen in un rlodenimale
generato mediante iniezione di acido 3-nitroproior(3-NPA) (Lastres-Becker et
al., 2002). Lo stesso gruppo di ricercatori hairgato, in seguito, un lavoro che
dimostra I'efficacia terapeutica del THC anche immodello animale di Huntington
generato mediante iniezione di malonato (Lastresk&eet al., 2003). Altri studi
sono stati condotti su pazienti psicotici affeti sthizofrenia, dove é stato osservato
che il THC aggrava la sintomatologia schizofrenif@Souza et al., 2005)

suggerendo che alla base di tale disturbo possacess1t malfunzionamento del
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sistema EC. L’associazione di quest'ultimo conrcuwiti cerebrali dopaminergici e
stata ampiamente investigata sia da un punto th @satomico, che biochimico e
farmacologico (Rodriguez de Fonseca et al., 20@GL.renferma di cio, recentemente
e stato riportato uno studio nel quale si dimosimalterazione del sistema EC in
pazienti schizofrenici, non solo nel sistema neovosntrale, ma anche nel sangue
(De Marchi et al., 2003). Il sistema cannabinoider@sente anche negli occhi. Uno
studio condotto su tessuti oculari umani ha dinadstiche in occhi derivanti da
pazienti affetti da glaucoma, i livelli degli EC ndinuiscono drammaticamente
soprattutto nei corpi ciliari (i tessuti maggiornerdeputati alla regolazione della
pressione intraoculare), suggerendo un coinvolgimeerl sistema EC anche in tale
disturbo (Chen et al., 2005). Alcune ricerche farabagiche hanno indicato che i
cannabinoidi possono essere utili nel trattamemiogthucoma a causa della loro
capacita di diminuire la pressione intraoculara¢h| 2002). A tale scopo sono stati
sintetizzati, infatti, una serie di analoghi sirdgetBuchwald et al., 2002). E’ noto che
la marijuana, in alcune situazioni, causa la tossmtre in altre & in grado di inibire
un broncospasmo. L'anandamide, infatti, &€ presgitéessuti polmonari dove i suoi
effetti sono mediati dai recettori dei cannabinoldino studio condotto su porcellini
d'india e ratti, ha confermato che I'AEA esercita effetto duplice sulla risposta
bronchiale: se i muscoli nei polmoni sono cost@dtiun irritante, gli EC rilassano la
muscolatura liscia inibendo fortemente la tosse;lesevie aree sono rilassate,
lanandamide causa uno spasmo di tosse (Calignaab, €000). | cannabinoidi,
inoltre, stimolano l'appetito agendo attraversdtik@zione dei recettori CBtale
osservazione ha suggerito, quinditilizzo di antagonisti CB nel trattamento
dell'obesita. Si prevede, infatti, la prossima coanomlizzazione di un antagonista

selettivo dei recettori CB(Rimonabant, Acomplid) con tale indicazione. In uno
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studio condotto su topi geneticamente modificatfifdenti per il CB), é stato

dimostrato che gli EC intervengono nel metabolistabgrassi agendo a livello della
lipogenesi epatica (Osei-Hyiaman et al., 2005).E&lisono coinvolti anche in alcuni
disordini alimentari poiché i loro livelli nel sang risultano aumentare nell
anoressia nervosa (Monteleone et al., 2005). Hbsiafine, dimostrato che una
malnutrizione nella gestazione determina una dimone dei livelli ipotalamici di

AEA nel neonato confermando che gli EC giocano wola cruciale anche nello

sviluppo neonatale (Matias et al., 2003).

Le cellule tumorali e I'insorgenza del cancro

Il cancro é la manifestazione di un’aberrazioneudi normale comportamento
cellulare: la proliferazione. In maniera del tutb@casionale, infatti, i raffinati
meccanismi di controllo che regolano la moltiplicee cellulare sono seriamente
compromessi. Per tale motivo, una cellula dell'oigano comincia a replicarsi in
maniera sregolata devastando I'ospite: le celluhedrali, crescendo, competono con
le cellule dei tessuti normali per I'approvvigionamio energetico. Se la progenie
eredita la predisposizione a dividersi in modo edidente dai meccanismi di
regolazione, si forma un clone di cellule capacmdiltiplicarsi indefinitamente che
danno vita alla massa tumorale. Il cancro, quirdicausato da mutazioni che
avvengono a carico del DNA, ma non pu0 essere dersta una “malattia
genetica”. L'induzione del cancro e, infatti, digemte da mutazioni del DNA a
carico delle cellule somatiche, mentre le malatenetiche sono causate
esclusivamente da mutazioni del DNA della lineangeale. Molte forme di cancro
sono state associate alla mutazione di un parteaane (il gene ras), ma questa

mutazione non &€ mai stata identificata nel DNAallude umane normali. Il gene ras
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mutante deve, quindi, essere il risultato di unaaxione genetica delle cellule
somatiche da cui ha avuto origine il tumore. Unegdnquesto tipo, che codifica per
una proteina capace di trasformare le cellule ituc o di indurre il cancro negli
animali, e indicato come oncogene; di contro, umegehe codifica per una proteina
capace di contrastare il tumore, & indicato comiom@eogene. Recenti indagini
hanno suggerito che la trasformazione neoplastiza é caratterizata da un’unica
mutazione, ma €& un processo multistep carattedzdatuna successione seriale di
mutazioni genetiche. In particolare, tale sequela ntitazioni & facilmente
distinguibile nel caso di cancro del colon doveiagantazione € morfologicamente
ben distinta (polipi, adenomi benigni e carcinonhipolipi sono delle formazioni
precancerose che si sviluppano all'interno deli@fgadel colon. La maggior parte di
queste cellule presenta delle mutazioni del gen€ A&# cromosoma 5 (APC é un
antioncogene che codifica per una specifica pratahe, a sua volta, inibisce
I'attivita del gene myc, un gene che codifica per fattore di trascrizione). |l
passaggio allo stadio successivo (tumore benignogratterizzato da una nuova
mutazione sul cromosoma 12 che porta all’attiveziatel’'oncogene k-ras. Le
successive mutazioni che avvengono interessantoiemogene DCC (in questa fase
si sviluppa I'adenoma) e I'antioncogene p53 (insjadase si sviluppa il carcinoma).
| diversi tipi di cancro vengono classificati indeaal tipo di tessuto da cui deriva la
prima cellula cancerosa. | sarcomi originano dasugsconnettivi quali ossa,
cartilagini, nervi, vasi sanguigni, muscoli e téssadiposo, i carcinomi originano da
tessuti epiteliali quali cute, mucose che rivestiencavita interne, tessuti ghiandolari
(ghiandola mammaria e prostata), le leucemie amiginda organi emopoietici e i
linfomi originano dal sistema linfatico. La maggiparte dei tumori non rimane

confinata nel sito di origine, ma, attraverso fcolo ematico, colonizza nuove aree
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di proliferazione. Questo fenomeno di diffusioneanosciuto come metastasi. Per
'accrescimento dei tumori € necessaria la formaidi nuovi vasi sanguigni che
apporta nutrimento alla massa tumorale e consentecambio gassoso. Questo
processo € conosciuto come angiogenesi. Molte legilumorali sono in grado di
secernere fattori di crescita che stimolano I'aggieesi quali: il fattore di crescita
basico dei fibroblasti (basic fibroblast growth ttag bFGF), il fattore di crescita
trasformantea (TGFa) ed il fattore di cresita delle cellule endotahadscolari
(VEGF). Solo in rari casi le cause necessarie @icgiiti per lo sviluppo di un
tumore sono ereditarie; nella stragrande maggieradei tumori, infatti, le
alterazioni dei geni che sono responsabili delldatha sono provocate dalla
prolungata esposizione ad agenti cancerogeni, siasiodi origine chimica, fisica o
virale. Tuttavia anche alcuni fattori ambientalspono contribuire alla formazione di

alcune mutazioni.

Cannabinoidi ed Endocannabinoidi nel Cancro

Per lungo tempo, i cannabinoidi sono stati considleper la loro efficacia nel
cancro, come farmaci lenitivi ma non curativi. Bwig, perpetuare solo tale utilizzo
potrebbe essere restrittivo giacché recenti stadinb riesaminato la possibilita di
utilizzare queste molecole come veri e propri fasmantitumorali. Le prime
evidenze sperimentali che documentano l'effettoit@nbrale dei cannabinoidi,
risalgono ai primi anni ‘70, quando sia i recetiannabici che gli EC erano ancora
sconosciuti. In tali studi fu dimostrato che i cabmoidi erano in grado di inibire sia
la crescita dell’adenocarcinoma polmonare di Leeh® di un tipo di leucemia
indotta da virus (Munson et al., 1975). Sorpretel@ente, pur essendo promettenti,

per molti anni questi dati non furono approfondii successive investigazioni. |
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primi studi clinici furono eseguiti nel trattamentdell’emesi in seguito a
chemioterapia, nella stimolazione dell’appetito peizienti affetti da AIDS, nel
trattamento dell’analgesia nel dolore cronico e méjlioramento dell’'umore nei
pazienti soggetti a radioterapia (Lane et al., 19%9dal et al., 1994; Noyes et al.,
1975; Clark et al., 1970).

Un fastidioso senso di nausea e frequenti conatvodnito sono, infatti, effetti
collaterali che spesso si manifestano durante rigpite chemioterapiche. Talvolta
questi effetti indesiderati sono cosi devastantiaia essere tollerati dai pazienti che
interrompono la cura a dispetto della persisteretka agnalattia. 1 cannabinoidi sono
ottimi antiemetici in modelli animali di vomito. @sto effetto & dovuto sia al blocco
del rilascio di acetilcolina nel tratto digestivahe ad un’azione diretta sul centro del
vomito, visto che i recettori GBsono presenti sui terminali colinergici dei plessi
mienterici dello stomaco, del duodeno e del conGarlo et al., 2003), nonché nei
centri sovraspinali che controllano la nausea. inedinoidi sono stati utilizzati
anche per prevenire la perdita di appetito e dopebke, nel cancro inducono la
cachessia. | cannabinoidi stimolano l'appetito edhentano I'assunzione di cibo
negli animali soprattutto se somministrati a badssi, quando si mantiene bassa
anche lincidenza degli effetti avversi (Berry &t 2002). Un aspetto negativo che
sempre accompagna la patologia tumorale € il datbee ha un impatto negativo
sulla qualita della vita dei pazienti soprattutieellj in fase metastatica o in stadio
avanzato. Il dolore cronico nel cancro ha una corapte nocicettiva che si origina
da una reazione inflammatoria sul sito interesealoa componente neuropatica che
si origina da un danno al sistema nervoso. Perntatvi, il trattamento di questo
tipo di dolore dovrebbe coinvolgere sia i nerviifgici, che il midollo spinale e |l

cervello (Mantyh et al., 2002). | cannabinoidi s@mdinocicettivi poiché inibiscono
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la neurotrasmissione nocicettiva nel cervello (tedamateria grigia e medulla), nel
midollo spinale (corna dorsali) e nelle terminaziqeriferiche (gangli dorsali)
principalmente attraverso I'attivazione del C@ertwee, 2001). E’ anche possibile
che questo effetto sia dovuto alla inibizione dabkcio di alcuni mediatori del dolore
o dellinflammazione attraverso l'attivazione dicahi recettori CB periferici
(Walker et al., 2002; Calignano et al., 1998).rafiun altro potenziale utilizzo dei
cannabinoidi nel cancro € legato alla loro capatiitaigliorare 'umore e di ridurre
il senso di ansia e la depressione, manifestaeimotive molto frequenti nei pazienti
affetti da questo male (Walsh et al., 2003).

Una possibile strategia terapeutica da adottareipertilizzo dei cannabinoidi come
chemioterapici € quella di agire sul sistema EC pErdare o addirittura per
arrestare la crescita tumorafguesta tendenza si basa sulla sempre piu acceeditat
ipotesi che gli EC siano molecole segnale che svolgono wmlor protettivo
soprattutto nelle prime fasi di sviluppo di un tuedn un recente studio, infatti,
sono stati correlati i livelli di AEA, di altr8l-acil-etanolammine e dei loro precursori
biosintetici in diversi tumori di origine umana eirtessuti sani circostanti. Nella
maggior parte dei casi i tessuti cancerogeni caviamo livelli sostanzialmente piu
alti di questi lipidi rispetto ai tessuti benigniraostanti (Schmid et al., 2002). A
riprova di cio, diverse linee tumorali hanno motstrgpossedere le seguenti
peculiarita: la capacita di sintetizzare uno o RQG, la presenza dei recettori
cannabici CB e/o CB e la presenza delle proteine deputate all’inattorze degli
EC; confermando il possibile ruolo di questo sisiemel controllo della
proliferazione cellulareln accordo con tale ipotesi, & stato dimostratohanche
'AEA ed il 2-AG esogeni inibiscono la proliferazie delle cellule umane di

carcinoma della mammella e del cancro della prassdiraverso un meccanismo
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legato all’attivazione del CBed alla soppressione dell’espressione dei recqisor
alcuni importanti fattori di crescita tumorali conlerecettore della prolattina e |l
recettorerk per 'NGF, nerve growth factor (De Petrocellisaét 1998; Melck et al.,
2000). Altre evidenze sono state, in seguito, riportaté’azione inibitoria dei
cannabinoidi sulla crescita di linee cellulari diogha e sulla riduzione, in vivo, del
volume di tale tumore (Sanchez et al., 1998; G&uperh et al., 2000), nonché di
epiteliomi della tiroide (Bifulco et al., 2001). i®pre in vivo, e stato osservato che la
somministrazione intra-tumorale di THC puo0 ridulaecrescita di gliomi attraverso
I'attivazione del CB (Sanchez et al.,, 2001) cosi come pud bloccare pfgem
attraverso l'attivazione del GB la proliferazione cellulare di linfomi e masttmoni
(McKallip et al., 2002). Studi piu recenti hannacémtrato I'attenzione sull’effetto
inibitorio della stimolazione dei GBsulla crescita dei tumori e sullo sviluppo di
metastasi suggerendo un coinvolgimento degli ECheneell’angiogenesi e nella
formazione di metastasi (Portella et al.,2008)un altro studio e stato dimostrato
come la somministrazione locale di un cannabinamd& psico-attivo inibisca
I'angiogenesi di un glioma maligno agendo attrawdiisibizione della migrazione
delle cellule vascolari dell’endotelio e dell'esps®mne della matrice metallo-proteica
necessaria per la crescita tumorale (Blazquez et 2003). L’inibizione
dell'angiogenesi e della crescita cellulare attregel’attivazione dei recettori

cannabici e stata dimostrata anche nel cancro gella (Casanova et al., 2003).

Meccanismi dell’azione antitumorale degli endocannabinoidr

L’effetto antitumorale dei cannabinoidi (di sintesaturali o vegetali), sembra essere
dovuto a meccanismi cellulari di vario tipo. Mottegli effetti antitumorali sono

ascrivibili all’attivazione dei recettori dei carinaoidi (sia CB che CB), molti altri
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dipendono dall'attivazione del recettore TRPV1 dmiilloidi, ma vi sono anche casi
in cui I'effetto antitumorale non sembra essere iatedda nessuno di questi recettori.
Evidenze sperimentali riportano che, attraversonescanismo CBmediato, gli EC
inibiscono la proliferazione di cellule del carama della mammella e della prostata
attraverso la soppressione dell’espressione dettogeTrk e della prolattina ovvero
dei recettori di importanti fattori di crescita pguesti tipi tumorali (Melck et al.,
1999b; 2000). Tale effetto era dovuto all’'attivamodi Rafl-MEK-ERK. Il CB,
infatti, & in grado di arrestare il ciclo cellularella fase @G;-S. L’attivazione della
proteina G infatti, diminuisce i livelli di cAMP con riper@sione sulla proteina
chinasi A (PKA). L’inibizione della PKA previeneumdi, la sua azione su altre
chinasi che giocano dei ruoli fondamentali nel colfa della crescita e del
differenziamento di una cellula (MAPK, ERK, c-Junt&minale e p38MAPK). Le
conseguenze dell'attivazione del CBulle ERK sono, pero eterogenee. Infatti, in
cellule di feocromocitoma di ratto PC12, e stafmriato che l'attivazione del GB
determina un’inibizione delle ERK attraverso laudtbne delle vie di segnale
Rapl/B-Raf (Rueda et al., 2002). L'attivazione @B} € in grado di stimolare anche
la fosfatidil-inositol-3chinasi/proteina chinasi(BI3SK/PKB), e attraverso questa via
causa la fosforilazione e, quindi, inibisce la slacazione nucleare di alcuni fattori
di trascrizione (Forkhead Transcription Factor, }TiRpedendo l'espressione di
alcune proteine pro-apoptotiche (Gomez de Pulgail.e2002a). L’attivazione del
CB; & anche in grado di diminuire l'attivita della peta p21, il prodotto proteico
dell'oncogeneras. Recentemente, infatti € stato riportato che la M&tEA, un
analogo metabolicamente stabile dell'anandamidejregrado di inibire la crescita
in vitro di cellule epiteliali (epitelioma tiroid@drasformate con k-ras ed, in vivo, in

tumori indotti dallimpianto sottocutaneo di questdlule su topi atimici, attraverso
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la soppressione GBnediata dellattivita della p21 (Bifulco et al.p@1). Sono in
corso, al momento, interessanti studi sul ruoldaderenilazione sull’attivita di
guesto oncogene nell’'organizzazione del citoscreeleha anche nella regolazione
della proliferazione e dell’apoptosi (Bifulco, 2Q0%’espressione dell’oncogemas

e stata correlata anche all'induzione di un potefatéore paracrino stimolatore
dell’'angiogenesi, il fattore di crescita endotaialascolare (VEGF) (Rak et al.,
2000). Il fatto che la Met-F-AEA sia in grado dobtare I'attivita di p21 (Bifulco et
al., 2001) e che gli EC possono inibire I'esprassidi alcuni fattori di crescita e/o
dei loro recettori, lasciava pensare che la stimofe dei CB potesse inibire anche
'espressione del VEGF. Tale ipotesi fu investigateonfermata, in seguito, in una
linea cellulare di epitelioma della tiroide (Poldett al., 2003). Un altro meccanismo
antitumorale esercitato attraverso il Bevede 'aumento dei livelli intracellulari di
ceramide, uno sfingolipide ubiquitario che svolgeinmnportante ruolo nel controllo
del destino cellulare. L'attivazione del €B in grado di produrre due picchi distinti
di ceramide. La generazione di ceramide a brevaitey; coinvolge l'idrolisi della
sfingomielina attraverso l'attivazione della sfimgelinasi. Per questo tipo di
liberazione della ceramide dai fosfolipidi di memha, il recettore CBsi accoppia
non ad una proteina G, ma ad una diversa proteiladtadrice, la FAN (Factor
Associated with Neutral Sphingomyelinase activgtibla generazione di ceramide a
lungo termine dipende, invece, dalla sua produzialee novo attraverso la
stimolazione della palmitoiltransferasi. (Velastale, 2005).

L’attivazione dei recettori CBinvece generalmente e collegata con l'induzione
dell'apoptosi. L'apoptosi € un programma di suigidellulare finemente regolato in
cui effettori specifici quali le caspasi (enzimoteolitici del tipo cisteina-proteasi),

provvedono al clivaggio del materiale genetico.ibhportante organo nell’apoptosi
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e il mitocondrio che, attraverso la liberazione d@ébcromo c nel citoplasma,
contribuisce ad attivare le caspasi. || meccanisttaverso cui gli EC possono
indurre apoptosi attraverso i recettori £8 TRPV1 rimane ancora controverso e
sembra dipendere molto dalle condizioni sperimenfalttavia, un recente studio
condotto in vitro su cellule del carcinoma dellavoee, sembrerebbe indicare che
I'apoptosi operata dallanandamide sia mediatausscimente dal recettore TRPV1
e che, anzi, I'attivazione dei recettori cannalilai parte di AEA abbia un ruolo
protettivo sulla proliferazione di queste celluotassot et al., 2004).

L’apoptosi cellulare pud essere indotta anche da stress ossidativo. Lo stress
ossidativo e il risultato dello squilibrio fra Ipecie antiossidanti (AOX) e i ROS
(Reactive Oxygen Species). In condizioni fisioldgic le cellule sono in grado di
bilanciare queste due specie mantenendo un eguiliedox. Una deplezione delle
naturali difese antiossidanti o un accumulo di Rf@&rminano, quindi, uno stress
ossidativo (Scandalios, 2002). L’'azione dei ROS nsanifesta attraverso la
modulazione di alcuni fattori di trascrizione ch@pavvenire in due modi diversi: la
diretta interazione con deotif del DNA o I'attivazione di MAPK che intervengono
successivamente sul DNA (Scandalios, 2002).

In un recente studio €& stato verificato se l'attivgae di p53 (un modulatore
dell’'apoptosi) era, in qualche modo, correlata aglmentati livelli di ROS nel
cancro e se I'aumento dei livelli di ROS inducevaapoptosi p53-dipendente. Per
tale motivo, una linea cellulare di mastociti dittoa (RSMC) fu transfettata
stabilmente con p53 e furono discriminate le cellsénsibili da quelle resistenti
all’'apoptosi p53-mediata. | risultati di tale asalkkonfermavano questa correlazione
apoptosi-ROS: infattisolo le cellule sensibili producevano un consigentmero di

ROS é l'uso di antiossidanti era in grado sia @iie I'apoptosi che di bloccare la
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produzione dei ROS (Jhonson et al., 1996). In vortapiu recente é stato, invece,
studiato il coinvolgimento di alcune isoforme dilpZKi-Ras e Ha-Ras) con la
produzione di specie ossidanti. E’ stata valutataiti, la risposta di cellule epiteliali
(HUVEC) transfettate con Ki-Ras ed Ha-Ras ad unmatd “stressante” quale
I'esposizione al perossido di idrogeno,(d). Sorprendentemente, le due isoforme
hanno reagito in maniera diversa allo stress osgtdandotto da HO,. Infatti,
mentre le HUVEC/Ha-Ras attivavano la Superossidariiasi (SOD), I'enzima che
blocca la produzione dei ROS; le HUVEC/Ki-Ras atiano la NADPH ossidasi,
I'enzima che favorisce la produzione dei ROS (Ceioal., 2002).

Un'altra situazione di stress cellulare puo essdeterminata dalla deprivazione di
siero dal mezzo cellulare. Il siero, infatti, cem# anche degli antiossidanti che
contribuiscono a mantenere I'equilibrio redox nedldlule. Recentemente é stato
dimostrato che i cannabinoidi sono in grado di gggere le cellule dallo stress
ossidativo causato da una deplezione di sierovatsa un effetto antiossidante. La
riduzione dei ROS operata dai cannabinoidi non sawsbdipendere dall’attivazione
dei recettori cannabici (Chen et al., 2000).

| cannabinoidi, quindi, possono inibire la cresai un tumore attraverso diversi
meccanismi: 1) I'arresto del ciclo cellulare atgeso l'inibizione dell’espressione di
importanti fattori di crescita o dell’attivita (megnismi generalmente GBnediati);

2) linduzione dell’'apoptosi (meccanismo in gen€B, e/o TRPV1-mediato) che
puod seguire o meno I'aumento dei livelli di ceraenitella cellula (meccanismi GB
e/o CB-mediati); infine 3) meccanismi che apparentemeria coinvolgono né

recettori cannabici né TRPVEi@. 9).
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Fig. 9: Principali meccanismi attraverso cui gli endocannabinadercitano il lorc
effetto antitumorale (+)= attivazione; (-)= inibiane.

E’ in tale scenario che il presente lavoro di ®svuole inserire, con lo sforzo di
comprendere i meccanismi cellulari e/o molecoldwe sono alla base dei benefici
effetti che i cannabinoidi manifestano nelle dieerforme cancerogene. La
comprensione di questi fenomeni, oltre ad averewma ricaduta farmacologica,
potrebbe aprire nuove prospettive sulle conoscetgemeccanismi endogeni di
controllo dello sviluppo tumorale favorendo I'utiio come anti-tumorali dei

cannabinoidi, da soli 0 in associazione con agdm@mioterapici convenzionali.
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Scopo della tesi
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Scopo di questa tesi € stato di studiare il cogimoénto del sistema EC nel controllo
dello sviluppo del cancro colorettale; in seguibn® stati anche analizzati gli effetti
di alcuni fitocannabinoidi, nonché di estratti@annabis su linee cellulari di diversa
origine tumorale, analizzandone i possibili mecsamid’azione. Per una migliore
comprensione e lettura del testo, nel presentedagbtesi, i risultati ottenuti sullo
studio del carcinoma del colon saranno presenggiaratamente da quelli ottenuti
con i fitocannabinoidi.

Durante la prima fase degli studi & stata focatezattenzione sul ruolo svolto dal
sistema EC nello sviluppo del carcinoma coloretiséficandone I'espressione e
'andamento durante la trasformazione neoplasticaessuti umani sottoposti a
colonscopia. Successive investigazioni sono statelattein vitro su linee cellulari
umane di adenocarcinoma di colon sulle quali, @treisurare i livelli di EC, € stato
valutato anche l'effetto sulla proliferazione cédhe, sia su cellule differenziate
(enterociti) che su cellule non differenziate, dcuai inibitori selettivi del
metabolismo degli EC. Tali inibitori selettivi sorstati poi anche saggiati in un
modello sperimentale di tumone vivo.

Nella seconda fase del lavoro sono state valutgtedprieta antitumorali di una serie
di estratti diCannabise di fitocannabinoidi sia in vitro, attraverso loreening di
diverse linee cellulari tumorali, che in vivo, atterso l'utilizzo di topi atimici,
esaminando, in ogni caso, i possibili meccanisriuleei e/o molecolari d’azione.
Lo studio condotto ha permesso inoltre di conframtgli effetti degli estratti
arricchiti rispetto a quello mostrato dai singobnaposti purificati e, quindi, di
valutare un possibile vantaggio nell'utilizzo deéitratto rispetto al singolo prodotto

purificato.
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Materiali e Metodi
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Biopsie

I campioni di biopsia sono stati ottenuti contebhente alla colonscopia, I'esame
piu attendibile per lo studio dei polipi e dei mticumori del colon. Nove pazienti
(eta media 64.% 10 anni, 3 maschi, 6 femmine) affetti da carcinoteh colon
hanno subito I'asportazione di un campione di tessumorale e un campione di
tessuto sano limitrofo. Dodici pazienti (eta me8@&9 + 14 anni, 10 maschi, 2
femmine) affetti da polipi adenomatosi hanno sub#@eportazione di un campione
di tessuto adenomatoso e un campione di tessutoligaitrofo. Dai tessuti prelevati
e stato rimosso un piccolo pezzo (circa 15-20 nregpopumido) che e stato in seguito
adoperato per lanalisi quantitativa dei livelli dageni dei cannabinoidi; la
rimanente parte € stata posta in formalina peramtirs I'analisi istologica. Su ogni
campione sono stati analizzati i seguenti parangtlogici: valutazione del grado

di differenziazione del carcinoma, indice mitotiaoea e pleiomorfismo nucleare.

Determinazione der livelli endogeni degli endocannabinoidi

| tessuti in esame e/o le cellule sono state omatgecon CHGY MeOH/ Tris-HCI
50mM pH 7,4 (2:1:1 v/v) in presenza dei seguemtngard interni: 5pmol dAEA e
50pmol @-2-AG (Cayman Chemicals, Michigan, USA). | lipidirdenuti nella fase
organica sono stati purificati su colonna di silicemediante open-bed
chromatography. Per questo tipo di purificaziomecdlonna e stata impaccata con
una sospensione di silice in CHQlin rapporto di massa 50:1 riferito al peso
dell'estratto organico). Il campione € stato canaasono state fatte eluire miscele di
solventi a polarita crescente: due letti di CHKIEOH in rapporto 99:1 la cui
frazione era costituita principalmente da sterolye letti di CHCYMeOH in

rapporto 9:1 contenente N-aciletanolammine ed i monoacilgliceroli; infineyel
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letti di CHClL/MeOH in rapporto 1:1, contenente composti apparnéralla famiglia
delle N-acil-fosfatidil-etanolammine (NAPES), ivi compredoNArPE, precursore
biosintetico dellAEA. Tutte le frazioni sono stataccolte, 'eccesso di solvente e
stato allontanato e le frazioni contenenti AEA AQ@- sono state analizzate mediante
cromatografia liquida ad alta pressione accoppatpettrometria di massa (LC-
APCI-MS). Le analisi sono state condotte utilizzanoh apparecchio Shimadzu per
HPLC (LC-10ADVP) accoppiato ad un quadripolo MS i(&fdzu, LCMS-2010)
attraverso un’interfaccia APCI (Shimadzu) e unaooh HPLC Phenomenex (C-18,
150mm, 5 pm, 4.6 mm) a fase inversa. La fase mobistituita da una miscela di
metanolo/acqua/acido acetico (85/15/0.1), attraxexda colonna ad una velocita di
Iml/min. La determinazione dello spettro di massaawenuta secondo il
monitoraggio di ioni selezionati (SIM). Gli ionilsgionati corrispondevano ai valori
massa/carica (m/z) di 348 e 356 (ioni molecolarll/AEA non deuterata e
deuterata), 379 e 384 (ioni molecolari del 2-AG denterato e deuterato). Il tempo
di ritenzione dell’AEA era di 10 minuti, mentre dlaoedel 2-AG era di 13 minuti. Il
rapporto delle aree tra il composto endogeno, reutelato, e quello deuterato, ha
permesso di determinare quantitativamente i livddl’AEA e del 2-AG. La
determinazione dei livelli di AEA e 2-AG e stataerstuta per diluizione isotopica
degli standard interni e le pmol di EC ottenute csastate normalizzate per
milligrammi di estratto lipidico o di tessuto umiddanalisi statistica dei dati e stata

valutata mediante test ANOVA seguito da test difBooni.

Test di antiproliferazione cellulare

Per determinare l'effetto antiproliferativo delteolecole di nostro interesse, le
diverse linee cellulari (mantenute in cultura seglee le indicazioni della ditta

fornitrice, DSMZ, Germania) sono state piastratemnlti-well da sei pozzetti
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(Falcon, Milano) ad una densita di circa 5%Xb@ll/pozzetto e lasciate aderire per
almeno quattro ore a 37°C in atmosfera umidifi@t®% di CQ. | composti in

esame sono stati quindi aggiunti al mezzo di caltywattro ore dopo la semina e
sono stati opportunamente inclusi ad ogni cambiarezzo per i successivi quattro
giorni. La vitalita cellulare e stata determinatadiante colorazione con Crystal

Violet (Sigma, Milano).

Differenziamento cellulare: test di attivita della saccarasi

Lo studio sul ruolo svolto dal sistema EC nelldigyo del carcinoma colorettale ha
previsto l'utilizzo di due linee cellulari di carmma del colon (CaCo-2 e DLD-1).
Le CaCo-2 costituiscono un valido strumento pestlalio in vitro di questo tumore,
poiché sono in grado di differenziare spontaneaenént enterociti dopo aver
raggiunto la confluenza. A conferma del differenzmto cellulare, &€ stato condotto
un time-course e sono stati misurati i livelli diiata della Saccarasi (I'enzima
maggiormente deputato alla idrolisi dei disaccamielyli enterociti) dopo 6-8-10-12-
14-16gg di cultura. Il saggio di attivita dellacBarasi € stato condotto seguendo le

indicazioni precedentemente riportate (Dahlquidg4).

Determinazione della popolazione cellulare apoptotica

Le diverse linee cellulari sono state incubate icoomposti in esame per 24-48h a
37°C in atmosfera umidificata al 5% di €@l termine delle incubazioni il mezzo
cellulare é stato separato e le cellule sono statate in PBS e fissate con 70%
Etanolo freddo (EtOH, 0°C). L’analisi citofluorimigta & stata condotta allontanando
EtOH mediante due lavaggi con PBS ed incubandellale per tutta la notte a 4°C
con PBS in presenza di 50 pg/mL di loduro di Prap{€albiochem, S.Diego, CA)

e 10 pg/mL di Ribonuclease A, Deoxyribonuclease-{@albiochem, S.Diego, CA).
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Al termine dell'incubazione le cellule sono stamalizzate mediante citofluorimetria
utilizzando un apparecchio FACScan (Becton Diakmand Co., Mountain View,

CA).

Analisi tumorogenica: modelli in vivo per I'induzione di tumori su

topi atimici
La sperimentazione animale descritta nel presemterd di tesi &€ stata condotta
secondo la regolamentazione Italiana in mater@aliezione degli animali utilizzati
ai fini sperimentali o ad altri fini scientifici.Per lo studio in vivo sulle proprieta
antitumorali degli inibitori del metabolismo dediC, sono stati utilizzati topi nudi
atimici di circa 6 settimane (Charles Rivers, Wigton, MA). Una sospensione
cellulare di 0.2ml (5x10cells) di FRTL-5 (cellule epiteliali di tiroidejrasformate
col virus del sarcoma Kirsten-Moloney (KiMol) é tstanoculata nel lato dorsale
destro dei topi (n=200) al fine di favorire lo $ppo di tumori indifferenziati. Tre
giorni dopo l'iniezione, i topi sono stati randomati e divisi in gruppi di 20 animali
ognuno. Nella stessa regione di inoculazione sdab somministrati un analogo
stabile dellAEA (2-Metil-2’-F-Anandamide, Met-F-A&) o il 2-AG (5mg/kg),
mentre per via sottocutanea sono stati somminigifatnibitori del metabolismo
(VDM-11 o Arachidonoilserotonina, AA-5HT; 5mg/kg Arvanil 10mg/kg), e un
antagonista selettivo del GESR141716A, 0.7mg/kg). Dopo venti giorni & stata
analizzata la massa tumorale: il diametro é stasanato con un calibro ed il volume
e stato calcolato applicando la formula dell’ethisie rotazionale V= A x B2/2 (dove
A= diametro assiale, B= diametro rotazionale).
Per lo studio in vivo sulle proprieta antitumoradigli estratti di Cannabis e di alcuni
suoi derivati naturali, sono stati utilizzati topudi atimici di circa 6 settimane

(Charles Rivers, Wilmington, MA). Una sospensioeéutare di 0.2ml (5x10cells)
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di FRTL-5 (cellule epiteliali di tiroide), trasforate col virus del sarcoma Kirsten-
Moloney (KiMol) e stata inoculata nel lato dorsalestro dei topi (n=6) al fine di
favorire lo sviluppo di tumori indifferenziati. Dopcirca due settimane, quando la
formazione tumorale e evidente, i composti in esgbmeg/kg per CBD e THC;
6.5mg/kg per CBD-rich e THC-rich) sono stati somistiati agli animali via intra-
tumore due volte a settimana per un periodo di atmenque settimane. Al termine
del trattamento, gli animali sono stati sacrifieadi € stata misurata la riduzione della
massa tumorale. Il CBD (5mg/kg) ed il suo estrattiacchito (6.5mg/kg) sono stati
testati anche in un differente modello sperimentpér questo tipo di esperimenti,
infatti, I'inoculo veniva effettuato con una sospeme di 0.2ml (5x10 cells) di

MDA-MB-231, anziché con KiMol.

Reazione a catena della DNA polimerasi (RT- PCR)

L'espressione degli RNA messaggeri per la gligendiel3-fosfato deidrogenasi
(GAPDH), la ciclo-ossigenasi 2 (COX-2), la FAAH edecettori CB e CB sono
stati determinati mediante la tecnica della reaziancatena della DNA polimerasi
(RT-PCR). Per l'innesco della reazione sono stailizeati i seguenti primer
oligonucleotidici:
GAPDH: 5-CCCTTCATTGACCTCAACTACATGGT-3(nt 208-233; senso)
5GAGGGCCATCCACAGTCTTCTG-3' (nt655-677;antisenso)
COX-2: 5-TGGGAAGCCTTCTCTAACCTCTCCT-3(nt125-132;senso)
5CTTTGACTGTGGAGGATACATCTC-3' (nt 246-254; antiserjso
FAAH: 5-GTGGTGCT(G/A)ACCCCCATGCTGG-3nt469-475;s€ns0)
5TCCACCTCCCGCATGAACCGCAGACA-3'(nt561-569; antisenso
CBi 5-GATGTCTTTGGGAAGATGAACAAGC-3 (nt365-373;s€ns0)
5AGACGTGTCTGTGGACACAGACATGG-3'(nt460-468; antisenso
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CBz  5-TTTCCCACTGATCCCCAATG-3(nt182-188;senso)
5AGTTGATGAGGCACAGCATG-3' (nt 285-291; antisenso)
La reazione e’ stata condotta eseguendo 35 ciclCpe, CB,, FAAH e COX-2 e 28

cicli per GADPH.

Western Immunoblotting

Le linee cellulari in esame sono state omogenez#atDounce con lysis buffer
(InM EDTA, 50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM Mathovanadate, 1mM
Na-fluoronate, 1% NP-40, 0.1% SDS, 1% Triton, @28a-desoxycholate, 1mM di
Fenil-metil-sulfonil-fluoruro  (PMSF), 1mg/ml iniloti delle serine proteasi),
incubate a 4°C per 30 minuti e centrifugate a 18000 minuti- 4°C). La
concentrazione proteica del supernatante é stattateamediante il saggio Bradford.
Il supernatante é stato miscelato (4:1 v/v) cdantpone (300mM Tris-HCI pH 6.8,
50% glicerolo, 500mM dithiotreitolo, 0.05% Bromopiot Blue, 10% SDS) e bollito
per 5 minuti prima di essere caricato su un ge0D.db mm di spessore. Per la
migrazione delle proteine é stata eseguita unaaettroforetica (100V- 10mA per
2.5 ore) e le proteine sono state trasferite camdbilon Protein Transfer a 30mA
per tutta a notte a 4°C. La membrana di nitrocedlalé stata preincubata in tampone
(10mMTris-HCI pH 8, 150mM NaCl) al 5% di Non-fatydmilk (Biorad) per 30
minuti per bloccare i legami non specifici, sucoesmente € stata incubata per
un’ora con lo specifico anticorpo primario, lavéBavolte per 10 minuti) in tampone
(10mMTris-HCI pH 8, 150mM NaCl) allo 0.05% di Twe&0 ed infine e stata
incubata per un’ora con l'anticorpo secondario ggato con una perossidasi
vegetale (perossidasi di radicchio nero). Dopougtsssivo lavaggio (3 volte per 10
minuti), il segnale luminescente é stato analizzatmliante Immun-Star Detection

Kit (Biorad). La luce emessa e stata rilevata espdo il blot ad una lastra
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fotografica. Nel caso della determinazione immutoaisimica della Caspasi-3 e
stata effettuata anche una stima quantitativa de#lede ottenute. Per l'analisi
densitometrica € stato utilizzato il Kodak 1D saftes (Eastman Kodak Company,

New Haven, CT).

Saggio di attivita del recettore der vanilloidi

Questo saggio & in grado di misurare l'ingresseai in cellule HEK293 (human
embryonic kidney) transfettate stabilmente coedettore umano TRPVL1. Le cellule
(10x1@ cell/well) sono state piastrate in multi-well dap6zzetti e ambientate in
atmosfera umidificata al 5% di G@ 37°C. Dopo 24h, le cellule sono state incubate
per 2h a temperatura ambiente con 8@0 una soluzione contenentgM di Flu-3-
meti-estere (FIluo3-AM; Invitrogen, Milano) e Pluror--127 (Invitrogen, Milano)
allo 0.04%. Al termine dell'incubazione le celluteno state lavate due volte con
tampone Tyrode (145 mM NacCl, 2.5mM KCI, 1.5mM Caal2mM MgC}, 10mM
Hepes, 10mM D-glucosio) a pH 7.4 e risospese, dignada tripsinizzazione in 2ml
dello stesso tampone. Le cellule sono state qumdie in cuvette di quarzo, in
continua agitazione, per [l'analisi spettrofluorinned. Per le letture allo
spettrofluorimetro sono state utilizzate le lungteezd’'onda di eccitazione e di
emissione del fluoroforo (Fluo3-AM presenta un sia® di assorbimento a 488nm
con emissione a 540nm). Come valore di riferimepév,ogni esperimento, oltre alle
sostanze da testare, e stata effettuata una l@ttprasenza di lonomicinapil, uno
ionoforo del C&". Lattivita dei composti in esame & stata, infigortata come

percento dell’effetto massimo ottenuto con la iorina.
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Saggr sul catabolismo dell’anandamide: Uptake Cellulare e Idrolisi
Enzimatica

Per valutare il loro effetto sul metabolismo, Istamze in esame sono state saggiate
per la loro capacita di inibire sia il re-uptakeldare che lidrolisi enzimatica
dellanandamide. Per il saggio di uptake, le cellil esame (CaCo-2 o RBL-2H3)
sono state piastrate in multi-well da 6 pozzettil® cell/well) ed incubate, in
presenza ed in assenza dei composti in esame @saliw@ncentrazioni, per 5 minuti
sia a 37°C che a 0°C colf¢]-AEA (2.5uM, 10000cpm, 5nCi/nmol) in mezzo senza
siero. L’AEA residua nel mezzo di incubazione étsstastratta con 2 volumi di
CHCI;-MeOH (2:1 v/v) e la radioattivita associata all&sd organica e stata contata
con unf3 counter (Beckman Coulter, LS 6500 Scintillationu@ters, Milano). Tale
radioattivita & stata utilizzata come misura dgllantita di AEA non assimilata dalle
cellule. Tenuto conto che a basse temperature [(0fiG$so di anandamide che entra
nelle cellule & dovuto essenzialmente ad un tréaspgmassivo, I'uptake specifico e
stato calcolato sottraendo la radioattivita ottanaitO°C da quella ottenuta a 37°C
(temperatura alla quale 'anandamide entra nelleleesia per trasporto passivo, ma
soprattutto ad opera dello specifico carrier di raema). Per minimizzare I'adesione
della AEA alla plastica, e stato determinato ildew aspecfico utilizzando 1,001

di AEA in assenza di cellule; tale valore non & maultato superiore al 40%.
L’effetto inibitorio dei campioni sull'uptake e s$tariportato come Ki (costante di
inibizione) calcolata secondo I'equazione di Chéngsoff.

Per il saggio di idrolisi, le cellule in esame (G&0 N18TG2) sono state omogenate
in Tris-HCI pH 7.4 e centrifugate per 5min a 800gr @llontanare il debree, |l
surnatante e stato successivamente centrifugat@@ain a 10000g in modo da
ottenere la frazione cellulare contenente le mendbrda FAAH € un enzima di
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membrana). Le membrane sono state incubate, ireqrased in assenza dei
composti in esame a diverse concentrazioni, pemBiti a 37°C con {'C]-AEA
(5uM, 20000 cpm, 5nCi/nmol) inTris-HClI 50 mM pH=9. L®azione € stata
bloccata mediante aggiunta di 2 volumi di CEi®leOH (1:1 v/v) e la radioattivita
associata alla fase acquosa (contenefi@-Etanolammina prodotta per idrolisi) &
stata contata con ud counter (Beckman Coulter, LS 6500 Scintillationu@ters,
Milano). L’effetto inibitorio dei campioni sullidslisi € stato riportato come Ki

(costante di inibizione) calcolata secondo I'eqaaeidi Cheng-Prusoff.

Saggr di binding
Per verificare l'affinita dei composti in esamd secettore CB sono stati condotti
saggi di binding su membrane ottenute da cervellatio maschio (Charles River,
Wilmington, MA) in presenza di un inibitore delleopeasi seriniche (1QM,
PMSF). Brevemente, i cervelli sono stati omogenati Tris-HCI pH 7.4
(omogenizzatore a torretta Ultraturrax e omogenmzaglass-dounce) ed in seguito
centrifugati (10000g x 30min x 2 volte) per ottenéa frazione cellulare contenente
le membrane che é stata incubata (0.4mg/campiamg)iesenza dei campioni in
esame, per 90 minuti a 37°C cofH[ SR141716A (0.4 nM; 55 Ci/mmol;
Amersham). Il binding specifico e stato calcola&r gpiazzamento omologo con
1uM SR141716A (84%). La reazione € stata bloccatadileizione a freddo, i
complessi sono stati separati mediante filtrazigMalipore Filtration System) e la
radioattivita ad essi associata & stata contataamted counter (Beckman Coulter,
LS 6500 Scintillation Counters, Milano). | dati sostati riportati come Ki (costante

di dissociazione all’equilibrio), calcolate dal wed¢ di IG, (concentrazione che

esercita il 50% di spiazzamento) utilizzando I'exjoae di Cheng-Prusoff.
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Risultatr 1
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Espressione del sistema endocannabinoide e livelli endogeni di
endocannabinoidi nel carcinoma colorettale

Come anticipato in precedenza nella sezione “MatexiMetodi’, mediante tecniche
di spettrometria di massa, € stato possibile misurkvelli endogeni degli EC (AEA

e 2-AG) nei campioni intestinali ottenuti a seguidiopsia, e attraverso RT-PCR é
stato anche possibile stimare I'espressione dsctitti di mMRNA sia per i recettori
dei cannabinoidi che per la FAAH. L’analisi effedta sui diversi tessuti in esame ha
evidenziato un aumento dei livelli di EC nei tesstasformati (polipo adenomatoso

e carcinoma colorettale) rispetto a quelli nonftiamati (mucosa sanalrig. 10).

AEA pmol'g peso umido

P=0.01
- 2-AG nmol'g peso umido

P=0.005

;

P=0.005
P=0.005

CTR sano Polipi Tumori

Fig. 10: Livelli endogeni di AEA e 2-AG in tessuti umani ctorettali.
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Nonostante non sia possibile, per ovvie ragiomfrmmtare i livelli di EC fra tessuti
adenomatosi e tessuti carcinomatosi derivanti daliesso set di pazienti, é
interessante notare come ci sia un forte decremmezitbvelli di 2-AG e soprattutto

di AEA (rispettivamente dalle due alle tre voltéeinori) nel carcinoma rispetto ai
polipi adenomatosi, ognuno in paragone con il poomontrollo (mucosa sana
circostante). Le variazioni dei livelli di EC ristpate nei tessuti in esame non erano
accompagnate da variazioni nella espressione nélodeitarget recettoriali, né
dell’enzima principalmente responsabile della lorattivazione, visto che, quando
sono stati analizzati, mediante RT-PCR, i livelii ebpressione sia dei recettori
cannabici che della FAAH, non sono state osserddferenze significative fra i

tessuti normali e quelli trasformagi@y. 11).

1 2 3 4

Fig. 11: Espressione nei tessuti umani. So
indicati i trascritti per il CBy, CBy,,
FAAH. Il trascritto del GAPDH e
stato usato come housekeeping gene.
Linea 1 e 2 = carcinoma colorettale.
Linea 3 e 4 = mucosa sana.
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- CaCo2-G  CaCo2- CaCo2-D DLD1

rat
brain  DLD1 CaCo2-G CaCo2-C CaCo2-D

Fig. 12: Presenza del sisierma endocannabinaide nelle CaCo-2 e nelle DLD-1. 4)
Espressione nelle DED-1 ¢ nelle CaCo-2 {indifferenziaie) del recetiore
CE: 309hp) e del recetiore CEB2 {3298p). B) Westerni Tmminoblotting su
omogenati i DLD-T ¢ CaCa-2. Le celhile esibivane fre bande distinte
per il CB; che comispondane alle forma troncata (425D, nativa
{53kDe) e glicasilata (63kDa) ¢ due bande per il OBy carvispandens alla
forme nativa (39%Da) e alla forma glicesilpia [{6kDa). ) Espressione
della FAAR (300bp) nellz DLID-1 e nelle CaCa-2.
G = in fase di cresciia; O = a confluenza; D = differenziaie).

La verifica della presenza del sistema EC e statguéta anche sulle due linee
cellulari di carcinoma del colon (Caco-2 e DLD-1ilizzate per gli studi in vitro. Il
risultato della RT-PCR ha evidenziato che entramebknee cellulari esprimono il
recettore CB anche se la banda di espressione delle DLD-1 appano intensa di
guella mostrata per le CaCo+®id. 12A). Su quest’ultima linea cellulare, il Western
Immunoblotting non solo ha confermato la preseredgCd; mostrando chiaramente
le tre bande corrispondenti alle tre forme del ttece (troncata, nativa e glicosilata),
ma ha anche evidenziato che i livelli del recet®rmantengono inalterati nel corso
del differenziamento cellularé=ig. 12B). L’'analisi RT-PCR ha inoltre evidenziato

una differenza piu marcata fra le due linee ceflutaesame; infatti, le CaCo-2 non
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sembrerebbero esprimere il recettore,OBentre le DLD-1 presentano chiaramente

la banda corrispondent&i¢. 12A). In merito all’espressione della FAAH é stato

notato, con interesse, che entrambe le linee aellpresentano gli MRNA per

guesta idrolasi, ma, nel caso delle CaCo-2 si wvas@n aumento significativo della

espressione durante tutto il differenziamento Gl Fig. 12C). L’analisi di

spettrometria di massa eseguita su cellule (CaGoeifferenziate in presenza ed in

assenza di noti inibitori del metabolismo quali VDM (inibitore del re-uptake

cellulare di AEA) e AA-5HT (inibitore della FAAH)ha rivelato che queste cellule

contengono livelli apprezzabili sia di AEA che dAB (Tab. 2). In perfetto accordo

con 'aumento nell’espressione della FAAH, riscatirmediante RT-PCR durante il

differenziamento, I'analisi LC-MS ha confermato umduzione dei livelli di AEA e

2-AG nelle cellule differenziatélab. 2).

AEA 2-AG
pmol/g tessuto  pmol/g tessuto
CaCo-2D 10.8+ 3.0 107.1+ 3.5
CaCo-2G 41.0+£7.6 208.Gt 45.1
VDM11 70.0£ 2.6 400.Gt 121.0
AA-5HT 107.6+ 36.9 405.@ 130.5

Tabella 2: Sono mostrati gli effetti del trattamento di 24h moveicolo (MeOH,
0.1%), VDM11 (1@M) e AA-5HT (1QuM). | dati sono riportati come
pmol/g tessuto umido ed esprimono la medias (n = 3).

CaCo-2D = differenziate
CaCo-2G = in fase di crescita
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Efietto degli endocannabinoidi sulla proliferazione cellulare

Le cellule CaCo-2 costituiscono un ottimo modeller o studio del cancro del
colon, in quanto sono in grado di differenziarergpoeamente in enterociti, cioé in
cellule meno maligne, una volta raggiunta la carilza. Prima di valutare l'effetto
dei cannabinoidi sulla proliferazione cellulare ldeCaCo-2, e stato necessario
distinguere con esattezza le varie fasi del diffel@mento. Per tale motivo € stato
condotto un time-course per misurare i livelli dlivata della saccarasi (un marker
tipico degli enterociti) che ha permesso di idecdife nel 12° giorno linizio del

differenziamento cellulard~(g.13).

B N celule (x1000)
Saccarasd (U/g proteine)

1|
AL

Giorni in cultura

Fig. 13: Time course dell’attivitd saccarasica in funzioneslth crescite
delle CaCo2. Sull'asse delle Y sono riportati: il numero
cellule (x1000) e I'attivita enzimatica come U/gqteine.
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+ SR,

| DLD-1 CaCo-2 CaCo-2
AEA 2.5uM 40.2+5.4 73.0+ 3.1 4.0+ 2.2
2AG 1uM 25+3.1 58.4+ 1.5 NT
2-AG 2.5uM 40.7+ 3.8 76.2+ 0.1 NT
HU210 0.uM 0.2+1.5 81.41.9 9.4+ 2.8
HU210 1uM 42.9+ 3.5 NT NT
HU210 1uM 20.2+ 2.2 NT NT
+ SRy
HU210 uM 11.3+4.2 NT NT
+ SR
BML190 1uM 33.5+3.1 9.3t 4.5 NT
BML190 1uM 95+41 NT NT
+ SR,
Indometacina 25uM 78.0+£ 0.9 89.7+ 2.8 NT
Indometacina 25uM NT 70.4+ 3.8 NT
+ 2-AG 1uM
Indometacina 25uM NT 82.3x2.1 NT
+ 2-AG 2.5uM
Indometacina 25uM 38.5+3.1 NT NT

Tabella 3: Effetto sulla proliferazione di cellule di carcinomdel colon. | dati sono

espressi

% di

SRi=SR141716A; SRSR144528; NT=non testato.
CaCo-2G = in fase di crescita

CaCo-2D = differenziate

inibizione della proliferazioneellulare.
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Sia AEA che 2-AG inibivano la proliferazione dell@aCo-2 indifferenziate con
valori di ICsg rispettivamente di UM e 2.5uM (Tab. 3). Gli stessi EC, testati sino
ad una concentrazione dig1, non mostravano alcuna tossicita (misurata sezdnd
metodo del Trypan blue) e nessun effetto indutsivibapoptosi (verificato mediante
FACScan). Ancor piu interessante é stato I'effelitblU-210 (potente agonista @B
che ha inibito la crescita delle CaCo-2 indiffefi@tz con una potenza decisamente
maggiore mostrando valori di 4¢di 50nM (Tab. 3 e Fig.14A). Per verificare se
I'effetto antiproliferativo osservato era mediatall@ttivazione dei recettori dei
cannabinoidi, sono stati testati anche altri comg@d<EA, NADA e BML-190) con
diversa affinita per i recettori GB CB;, infatti, ACEA e NADA (piu selettivi verso
il CB;) erano in grado di inibire la crescita delle Camdifferenziate, ma BML-
190 (piu selettivo verso il G era inattivo Fig.14B) lasciando intuire che I'effetto
antiproliferativo era dovuto ad un coinvolgimentoetto del recettore CB Tale
ipotesi e stata, in seguito, confermata anche mealituso di antagonisti selettivi,
infatti I'effetto di AEA, HU-210 e NADA veniva revéto dallo specifico
antagonista CB(SR141716A, 0,2M) mentre lo stesso effetto rimaneva inalterato in
presenza dello specifico antagonista,GBR144528, 0j2M) (Fig. 15. Anche un
inibitore selettivo della COX-2, l'indometacina, aerin grado di inibire la
proliferazione cellulare, sia delle CaCo-2 indiffieziate che delle DLD-1T@b. 3).
L’effetto antiproliferativo osservato sulle celluledifferenziate non era sinergico
con quello mostrato dal 2-AG, ma occlusivo suggaoerche i due composti
dividevano lo stesso meccanismo d'azione. L'effefportato sulle DLD-1, invece,

era revertito dall’antagonista selettivo del,CB
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L’Efficacia di questi composti precipitava drastisente quando si utilizzavano le
cellule differenziate, infatti queste sostanze nmoostrano nessun effetto sulla
proliferazione degli enterociti@b. 3).

L'effetto di AEA, 2-AG, HU-210 e BML-190, in presea ed in assenza degli
antagonisti CB e/o CB, é stato analizzato anche sulla proliferazionéedelLD-1
(cellule di adenocarcinoma di colon che non sorggstie a differenziamento). In
guesta linea cellulare, sebbene con un’efficaciaona rispetto a quella osservata
nelle CaCo-2, l'inibizione della crescita sembrassere dovuta all’attivazione di
entrambi i recettori cannabici essendo leffetto lU-210 revertito sia da
SR141716A che da SR144528, due antagonisti seletipettivamente per il

recettore CBe CB (Tab. 3).

—s— Anandamide
-l 2AG
—4- Hu-210

—— BML-190
- @ ACEA

—-nana

0,001 0,01 0,1

concentration (M) concentration (uM)

Fig. 14: Effetto di alcuni agonisti dei recettori cannabicisulla
proliferazione di CaCo-2 indifferenziated) Effetto di AEA, 2-
AG e del potente agonista HR10. B) Effetto di ACEA, dell:
NADA e dellagonista CB BML-190. | dati sono riportat
come percentuale dell'inibizione di proliferazione.
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I Anandamide 1 pM
HU-210 (10 nM)
BN NADA (1 pM) _
s CTR * P=0.05

% controllo della proliferazione cellulare

£
& Ed
£
_|_

SR141716A (0.2 pM)

15: Effetto degli antagonisti dei recettori cannabici ubazione
antiproliferativa di AEA, HU-210 e NADA.

Eftetto degli inibitori del catabolismo sulla proliferazione cellulare

delle CaCo-2

Lo studio, condotto in vitro, sulla proliferazios& delle CaCo-2 che delle DLD-1,
aveva evidenziato che gli EC erano in grado diiiaida loro proliferazione

essenzialmente attraverso Il'attivazione dei redettannabici. Il successivo passo
verso la comprensione del ruolo svolto dagli EGonsViluppo di questo tumore &
stato quello di verificare, quindi, la presenza distemi metabolici degli EC per
poter in seguito analizzare I'effetto degli inibitalel metabolismo proprio sulla

proliferazione cellulare. Questa ultima analisi &ta condotta utilizzando
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esclusivamente le CaCo-2 indifferenziate, avendestg cellule, mostrato i risultati
piu promettenti.

Membrane ottenute da CaCo-2 indifferenziate soate sh grado di idrolizzaréC]
AEA (5uM, 20000 cpm, 5nCi/nmol) a pH alcalino (pH 9.5)besido un’attivita
enzimatica pari a 93.6 11.4 pmol/mg prot/min e tale attivita enzimaticaniva
inibita in maniera concentrazione dipendente dak#a5HT (ICso [0 9uM). Cellule
intatte, invece, erano in grado di ricaptar€CJAEA (2.5uM, 10000 cpm,
5nCi/nmol) dal mezzo di incubazione in maniera isdille e dipendente dalla
temperatura (67.@ 3.2 pmol/min/1fcells ovvero 111.2 5.3 pmol/min/mg prot);
tale trasporto veniva bloccato in maniera concerdre dipendente dal VDM11
(ICs0 3 UM).

Gli inibitori dell’idrolisi e dell'uptake (rispettiamente, AA-5HT e VDM11) sono
stati quindi saggiati sulla proliferazione celldadove si sono svelati in grado di
inibire la crescita delle CaCo-2 indifferenziat&ffetto antiproliferativo ottenuto
rispecchiava perfettamente I'azione dei due inibisull'idrolisi e sul trasporto
intracelluare come si evince dalla sovrapponditielle due curveHg. 16A e B),
ed era acompagnato da un aumento di livelli di AE2A-AG nelle celluleKig. 17).
Infine, a conferma definitiva del fatto che glibitori agivano sulla proliferazione
provocando un aumento dei livelli endogeni degli & a loro volta attivavano i
recettori cannabici, € stata ottenuta una reveesidall’effetto antiproliferativo
guando questi composti sono stati somministrateme con SR141716A (0j2V)

(Fig. 16A e B.
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+SR141716A

\

—e— cell proliferation
--# - [*HJanandamide uptake

0,1 1

[VDM11] (uM)

+SR141716A

—&— cell proliferation
['*Clanandamide hydrolysis

1 10

[AA-SHT] (uM)

Fig. 16: Effetto di VDM11 (A) e di AA-5HT (B) sulla prolifeazione di CaCa2
indifferenziate.| dati sono riportati come percentuale di inibizie della
proliferazione.




— Vehicle
mmmm arachidonoyl-serotonin

-

anandamide

——

anandamide

Fig. 17: Aumento dei livelli endogeni ¢
anandamide e 2AG su cellule
CaCo=2 trattate con arachidonoy
serotonin (A) e VDM11 (B).
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Eftetto degli mibitori del catabolismo degli endocannabinoidi in un

modello animale di tumore della tiroide

Alla luce dei risultati ottenuti sui tessuti e sulinee cellulari, in considerazione del
fatto che i livelli degli EC sono cosi pronunciaei tessuti tumorali e che questi
mediatori sono in grado di inibire tonicamente daliperazione di cellule tumorali, si
poteva ipotizzare che gli inibitori del metabolisahegli EC erano capaci di bloccare
la crescita tumorale anche in vivo. A tale scopoMet-F-AEA che VDM11 e AA-
5HT (tutti alla dose di 5mg/Kg) sono stati teststi un modello sperimentale di
epitelioma della tiroide. La prima somministrazicaneva luogo sul dorso di topi
atimici, durante I'inoculo della sospensione dildel tumorali (KiMol), mentre le
somministrazioni successive avevano luogo per wtaaitumorale due volte a
settimana per lintera durata dell’'esperimento (&ttimane). | topi trattati
esclusivamente con il veicolo sviluppavano sotteaut tumore della taglia di 5-6
mm°®, mentre quelli trattati con i composti in esamestravano un notevole
rimpicciolimento della massa tumoraked. 18). Per confermare che, anche in vivo,
I'effetto inibente era dovuto ad un aumento degllivendogeni degli EC nei tessuti
tumorali, al termine dell’esperimento, gli animedéinivano sacrificati, e sulle masse
tumorali erano misurati i livelli endogeni di 2-ABEA e PEA mediante I'utilizzo di
tecniche di spettrometria di massa (LC-MS). L’agidha rivelato che il VDM11 era
in grado di aumentare i livelli di 2-AG, ma non AEA, mentre la AA-5HT si
mostrava capace di innalzare i livelli sia di 2-&fze di AEA che di PEAKig. 19).

I mancato aumento dei livelli di AEA da parte déDM11 puo trovare la sua
spiegazione nella maggiore affinita che in vitr@so composto mostra per I'uptake
di AEA vs 2-AG; probabilmente sarebbero state nemes dosi maggiori X

5mg/Kg) per inibire in vivo il re-uptake cellulach AEA completamente e quindi
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per osservare un innalzamento dei suoi livelli.cbntro, l'inibizione della FAAH
per opera dellAA-5HT era in grado di aumentaréreodd AEA, anche i livelli di 2-
AG, e in parte anche quelli di PEA, anche se qukstia viene idrolizzata
specificamente attraverso una diversa idrolasi N®RAA, N-Acylethanolamine-

hydrolyzing Acid Amidase) e molto meno mediant&MAH (Tsuboi et al., 2005).

— = bl
—@—  AMA-SHT
— & — VDM

54 —dk— AEA

Tumar Yolume (mm3)

T
2 3
Weeks

Fig. 18: Effetto antitumorale di Met-F-AEA (AEA), AA-
5HT, VDM11.
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Amounts

mm vehicle 1

vehicle 1+VDM-11
mmm vehicle 2
fw vehicle 2+AA-5-HT

Anandamide 2-AG PEA
(pmol/g) (nmol/g) (pmol/g)

Fig. 19: Effetto del VDM11 (5mg/kg) e di ASHT (5mg/kg) sui livelli
endogeni di AEA, 2-AG, PEAiei tumori rimossi dopo cinqu
settimane di trattamento.
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Risultat IT
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Effetto anuproliferativo su varie Iinee cellulari tumorali di
fitocannabinord ed estratti di Cannabis

Nella seconda parte del mio lavoro di Dottoratosmno interessata di studiare le
proprieta antitumorali di alcuni cannabinoidi digine naturale. Lo scopo era quello
di verificare se, oltre al THC, anche altri fitocabinoidi potessero mostrare gli
stessi effetti antitumorali e se I'utilizzo di et arricchiti risultasse piu vantaggioso
dell’'uso del singolo cannabinoide purificato. | nahinoidi selezionati sono stati: il
THC e Tl'acido corrispondente (THC-A), il cannabidio (CBD) e l'acido
corrispondente (CBD-A), il cannabigerolo (CBG) ddcannabicromene (CBC);
mentre gli estratti dCannabisutilizzati erano arricchiti in CBD o in THC (CBD-
rich, THC-rich). Diversi autori concordano nell’asse che la diversa potenza
dimostrata da questi composti &€ spesso attribulidéelinea cellulare in esame e per
tale motivo, quindi, & stata verificata I'evenitati una possibile tessuto-specificita
da parte delle sostanze in esame. A tale scopo state selezionate otto linee
cellulari originate da tumori di diverse speciessigti e tipologie. Le linee cellulari
utilizzate durante lo studio sono state le seguenti

¢  MCF-7 (Tumore: carcinoma della mammella, Origingemo)

« MDA-MB-231 (Tumore: carcinoma della mammella, Gmigy uomo)

e DU-145 (Tumore: carcinoma della prostata, Origun@mo)

* KiMol (Tumore: cellule della tiroide trasformate rcovirus del sarcoma

Kirsten-Moloney, Origine: ratto)

* CaCo-2 (Tumore: adenocarcinoma del colon, Origiio@o)

* RBL-2H3 (Tumore: leucemia, Origine: ratto)

* AGS (Tumore: adeno-carcinoma gastrico, Origine: ajom

* Cs (Tumore: glioma, Origine: ratto)
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Fra tutti i composti testati sulle diverse linedudari, il CBD si € mostrato sempre |l
cannabinoide piu potente nell'inibire la prolifei@ze cellulare, indicando quindi una
mancanza di specificita. L'effetto del CBD apparidgpendente dalla struttura
siccome l'acido corrispondente (CBD-A) risultava, tutti i casi considerati, il

cannabinoide meno potente mentre il CBG era sentpecondo composto per

potenza, di solito seguito dal CBTap. 4).

CaCo-2 MDA-MB-231 RBL-2H3 AGS
IC 50 (1M) 1C 50(nM) IC 50 (nM) 1C 50(nM)
THC 16.5 +0.2 24.3 4.2 15.8 43.7 19.3+.5
THC-A 215+14 18.25.3 10.0.3.4 25
CBD 75405 10.6 +1.8 63415 75413
CBD-A >25 >25 >25 >25
CBG 90+14 162 2.1 9.0.+0.7 8.240.7
CBC 12024 204 +2.6 15.8 +4.2 18.343.0
THC rich 160+05 252433 146 3.1 22.0.2.0
CBD rich 123+12 14.1+16 7.040.6 10.0.+.9

Tabella 4: Effetto di alcuni fitocannabinoidi e degli estrattiarricchiti sulla
proliferazione cellulare. | dati rappresentano Kg+ es (n=3).

In seguito sono stati valutati gli effetti dei degtratti arricchiti sull’intera selezione
di linee cellulari e in alcuni casi risultava eunte che I'utilizzo del CBD-rich fosse
piu vantaggioso del CBD. Gia sulle cellule MCFHig( 20), I'estratto di CBD
mostrava una maggiore attivita anti-proliferatil@sg CBD = 8.21M vs. G, CBD-
rich = 6.QuM), ma ¢ sulle cellule £di gliomachesi osservava la differenza piu
marcata (CBD-rich I16g= 4.7uM, CBD ICs= 8.5uM) (Fig. 21).
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Solo in un caso, quando e stato analizzato I'effstilla proliferazione delle cellule
di carcinoma prostatico DU-145, i cannabinoidi stiavano la crescita delle cellule
e presentavano un effetto inibente solo alla g @ncentrazione utilizzata (29l)
(Fig. 22. Questo comportamento non era insolito, soptattper il THC che di
recente, proprio sulle cellule di carcinoma prastaé stato riportato incoraggiare la
proliferazione cellulare (Sanchez et al., 2003ypBndentemente, il CBD-rich, pur
non mostrando un’elevata potenza nellinibire laliperazione delle DU-145, non

esibiva un’azione pro-proliferativa, neanche alia passa concentraione testata

(2uM) (Fig. 22.

| —@— CBDrich

—&— THC
—&— THC rich

0
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%inibizione della proliferazione
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Fig. 20: Effetto dei cannabinoidi sulla proliferazione delldCF-7. Nel
grafico a sinistra € indicato l'effetto dei cannaimoidi sulla
proliferazione delle MCF7. Nel grafico a destra sono paragon
I'effetto di THC e CBD con i rispettivi estratti aicchiti.
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Fig. 21: Effetto dei cannabinoidi sulle . Nel grafico a sinistra é indicat
I'effetto dei cannabinoidi sulla proliferazione deCs. Nel grafico
a destra sono paragonati I'effetto di THC e CBDrrorispettivi
estratti arricchiti.
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Fig. 22: Effetto dei cannabinoidi sulle DU-145. Nel gfi@o a
sinistra e indicato l'effetto dei cannabinoidi sl
proliferazione delle DU145. Nel grafico a destra sor

paragonati I'effetto di THC e CBD con i rispettivestratti.
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Studi sul meccanismo d’azione cellulare

Una volta stabilita la maggiore efficacia del CBBpetto agli altri fitocannabinoidi
utilizzati, il passo successivo é stato quellordiividuare il possibile meccanismo
d’azione attraverso cui il CBD esercitava la susraz anti-tumorale. In genere,
I'effetto dei cannabinoidi sulla proliferazione lcgdre € attribuito all’attivazione del
recettore CB(su cellule tumorali del tipo “ormone-sensibilethentre I'induzione
del fenomeno apoptotico é attribuita all’attivazathei recettori TRPV1 e/o GB(in
cellule tumorali del tipo “non-ormone-sensibilePer tale motivo é stato verificato,
su tutte le linee cellulari, se il CBD era in grationdurre I'apoptosi. In accordo con
le precedenti ipotesi, il CBD esercitava un senepkdfetto anti-proliferativo sulle

cellule DU-145 e sulle MCF-7 (due linee cellulael éipo “ormone-sensibile”) come

dimostrava il dato sull'arresto del ciclo cellulgi@b. 5).

Arresto ciclo Apoptosi Mortalita
cellulare
Gi-S
AGS 10% - -
DU-145 41% <2%
MCF-7 42% - -
Ce 15-57% 9% 45-67%
KiMol 32-75% 12-15% 0-22%
CaCo-2 - - 18%
RBL-2H3 - - 70%
MDA-MB-231 - 12% -

Tabella 5: Determinazione dell’ apoptosi in diverse linee cadri. Le cellule sono

state esposte a LMCBD per 48-72h.




L’effetto del CBD sulle cellule Kimol era, invecdovuto sia ad un effetto di blocco
della proliferazione che all'innesco dell’apoptésab. 5), mentre 'effetto del CBD
sulle cellule G e sulle MDA-MB-231 (due linee cellulari del tipsdn-ormone-
sensibile”) era chiaramente dovuto solo all'indumsodell’apoptosi Tab. 5). L’
attivazione della cascata apoptotica sutiellule MDA-MB-231 e stata anche
confermata mediante Western Blotting, I'analisi sleymetrica, infatti, rivelava il

clivaggio della procaspase-3 che indica appunto/€auto innesco dell’apoptosi in

queste celluleRig. 23).

Densitometrie:

CTR G 6.56+0.56

g -
CTR DU-145: 5.7 +0.81 CTR CBD CTR CBD CTR CRD

CBD DU-145: 4.2 £0.74 o’ - \ ]

CTR 231: 3.11 + 0.67 o DU-145 SR
CBD 231: 2.64 +0.26 (Procaspase) & i i

2,89 +0.51 (Caspase)

Fig. 23: Western ImmunoBlotting su Caspasi-3 condotta sy, ©U-145 €
MDA-MB-231. A sinistra e riportata I'analisi densitometiacdel ge
elettroforetico.

Per comprendere se i cannabinoidi, laddove induweyapoptosi, agivano per
attivazione dei recettori TRPV1, é stato valutatotee il loro effetto sull'influsso di
calcio in cellule HEK293 transfettate stabilmememodo da sovra-esprimere tale
recettore. Il CBD ed il CBG si sono mostrati capdciattivare il recettore dei
vanilloidi, ma un’analisi piu accurata dei risultahdicava che quello non poteva
essere il meccanismo d’azione predominante giaacicée altri composti (CBG e

CBD-A), che non avevano esibito una grande effecanall’inibire la proliferazione
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cellulare, si erano mostrati egualmente potentiatéVare il recettore TRPV1Hig.

24).
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Fig. 24: Effetto dei cannabinoidi sull'attivazione del TRPVL attivita dei

composti in esame € riportata come percentualelell’effetto
massimo ottenuto con la ionomicina.

Studi sul meccanismo d’azione molecolare

Gli studi sui possibili meccanismi di azione molegce si sono concentrati sui tre
composti che erano risultati piu promettenti (CBIBG e CBD-rich). Dopo aver
determinato la presenza di alcune proteine chiage ststema cannabinoide e
vanilloide (FAAH, CB, CB,, TRPV1) mediante RT-PCR &b. 6), & stato valutato il
loro coinvolgimento nell’effetto antiproliferativmostrato dai cannabinoidi. Secondo
i tipi recettoriali espressi dalle cellule, 'az®manti-proliferativa del CBD 1QM e
stata analizzata in presenza ed in assenza dettis@ntagonisti (I-RTX, 100nM, é

stato utilizzato come antagonista selettivo del VRAmentre SR141716A, (UM e
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SR144528, 0)5M, sono stati utilizzati rispettivamente come aotagta selettivo

per CB eCBy).

MRNA (PCR) CB: CB; TRPV1
AGS - - +++
DU-145 + + 4+
MCF-7 + ++ +++
Cs ++ + +
KiMol + + +
CaCo-2 +++ + 4+
RBL-2H3 - +++ -
MDA-MB-231 - ++ +++

Tabella 6: Espressione del trascritto per CB1, CB2 e TRPV] -assente;

(+)= debole; (++)= medio; (+++)= intenso.
Fra tutte le linee cellulari in esame, solo nelocaklle MDA-MB-231, i due
antagonisti (I-RTX e SR144528), utilizzati singolente, determinavano una
parziale reversione dell’effetto del CBD; quanda somministrata la miscela dei
due antagonisti, I'effetto del CBD si riduceva dica il 40%, anche se il risultato
finale era minimizzato in parte dal fatto che lasosla aveva “per se” un effetto
inibente sulla proliferazione cellular&ig. 25. Sulla base dei risultati ottenuti in
precedenza (vedRisultati 1), € stato inoltre valutato se i composti in esame
potevano esercitare il loro effetto anti-prolifévatattraverso un aumento indiretto
dei livelli endogeni degli EC. Per tale motivo état valutata la capacita dei
cannabinoidi di bloccare il re-uptake cellulare AEEA. | dati ottenuti indicavano

chiaramente che non era questo il principale mesgand’azione, in quanto il CBD
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(che si era distinto come il piu potente sulla pechzione cellulare) dimostrava di
essere poco efficace sul trasporto di AEA. Talulteti confermavano che |l
meccanismo d’'azione molecolare del CBD non potegaere mediato (né

direttamente né indirettamente) dai recettori chima
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Fig. 25: Effetto antiproliferativo del CBD 1@M sulle cellule MDA-MB-231 in
presenza di antagonisti (SRSR144528=0.aM, |-RTX=100nM).

A riprova di tale ipotesi, infatti sono stati cottilalteriori studi sulle cellule MDA-
MB-231 in cui si valutava l'effetto del CBD (®M e 25.1M) dopo un’esposizione di
10 minuti ad un potente depletore di colesterol®p@, B-metil-ciclodestrina,
MCD) capace di distruggere alcuni importanti miaouni di membrana (lipid rafts)
e quindi di modificare gli effetti mediati dal re¢tere CB (Bari et al., 2005). La

deplezione di colesterolo dalle membrane non iateeaninimamente I'effetto anti
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proliferativo del CBD supportando I'ipotesi che @ssn agiva attraverso target di

membrana.

Eftetto del CBD sullo stress ossidativo

Nella vita di tutti gli organismi aerobici, duranteconsueti processi metabolici,
specie molecolari come 'anione superossido, iload ossidrilico o il perossido di
idrogeno sono regolarmente generate. Queste sprolecolari sono indicate
generalmente col nome ROS (Reactive Oxygen Spe@&ese non vengono
opportunamente bilanciate da specie antiossidaoperossido dismutasi, catalasi,
perossidasi, vitamine, ubiquinolo) possono proveaanni fino alla morte cellulare
(Scandalios, 2002).

Al fine di verificare se l'effetto antiproliferatov osservato in vitro € correlato a
fenomeni di stress ossidativo, & stato analizzatifetto di 1QuM di CBD sulle
cellule MDA-MB-231 in presenza di alcuni agenti iassidanti noti quali la
Vitamina C, l'axastantina e d-tocoferolo Fig. 26A,B,C), tali molecole sono
risultate capaci, seppure in maniera parziale, ivgnire l'effetto del CBD
confermando un suo coinvolgimento nello stressdasisio delle cellule. E’ stato
verificato, inoltre, se l'azione ossidativa esatEd@t da CBD dipendeva dalla
concentrazione usata o dalla presenza di siermeeto (la deprivazione di siero per
12h dal mezzo di incubazione induce, infatti, umaazione di stress ossidativo). E’
stato valutato, quindi, l'effetto del CBD (a contezioni micromolari e
submicromolari) sulle cellule MDA-MB-231, sia ingsenza che in assenza di siero.
In assenza di siero, dopo 24h di esposizione, D@BN presentava alcun effetto a

basse concentrazioni (0.54IM), ed invece esibiva, quando utilizzato ad alte

concentrazioni (10-25uM), un’azione anti-proliferativa piu efficace di gjla
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osservata in presenza di siero anche se con tempatthmento piu lunghi. In
condizioni “fisiologiche” (in presenza di siero), CBD a basse concentrazioni
esibiva un interessante effetto pro-proliferatifvag( 27), e mostrava il consueto
effetto anti-proliferativo a concentrazioni piuealsebbene, ovviamente, con minore
efficacia di quella osservata con tempi di trattatoepiu lunghi. Tali risultati
indicano chiaramente un comportamento bifasicoilp€BD che a concentrazioni
medio-alte-micromolari e/o ad esposizioni lunghanise& agire favorendo la
produzione dei ROS, mentre a concentrazioni sulamotari e/o a tempi brevi di

esposizione sembra avere un effetto anti-ossidadie cellule tumorali.
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Fig. 26: Effetto antiproliferativo del CBD sulle MDA-MB231 in
presenza di antiossidanti. A) CBD M # Asastanting
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Fig. 27: Azionedel CBD sulla proliferazione di MDA-MB23.
A sinistra e riportato I'effetto in condizioni stashard

(10% FBS). A destra € riportato I'effetto in condani
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Effetto antitumorale degli estratti di Cannabis 1 due modelli

amimali di tumore

Per valutare se, anche in vivo, I'utilizzo degltratti arricchiti era piu vantaggioso
dell’'uso dei singoli cannabinoidi, sono stati ese@nche alcuni esperimenti su un
modello animale di tumore. Ancora una volta, cellepiteliali di tiroide trasformate
col virus del sarcoma Kirsten-Moloney (KiMol), sorstate iniettate sotto cute
insieme al veicolo (DMSO) o al CBD (5 e 20 mg/kgtra-tumore, due volte a
settimana per 4 settimane). Il CBD, gia alla dasebassa era in grado di ridurre in
maniera significativa la massa tumorale asporthtarmine dell’esperimenta-{g.
28). In un secondo esperimento é stato verificatéfelft® in vivo del CBD-rich
(6.5mg/kg, cioé una dose equivalente a circa 5mdikgGBD) che si & dimostrato
anch’esso capace di ridurre la massa tumorale. d@uénstato valutato I'effetto
antitumorale di THC (5mg/kg) e THC-rich (6.5mg/k@mbedue i composti, non
erano in grado di bloccare la crescita del tumarestrando invece una tendenza
opposta verso la stimolazioneg. 29).

L'effetto anti-tumorale sia del CBD (5 mg/kg) chel €BD-rich (6.5 mg/kg) é stato
analizzato anche in un diverso modello sperimentalenuova procedura prevedeva
I'inoculo di cellule MDA-MB-231 anziché delle celkiKiMol, questa linea cellulare
era stata scelta perché in vitro si era distinta geer fornito maggiori dati alla
comprensione del meccanismo d’azione del CBD. | dreparati, somministrati
intra-tumore due volte a settimana per 16 giornly pon mostrando grosse
differenze di attivita, come indica la sovrappoliididelle due curve, erano capaci di

ridurre in maniera significativa la crescita dehtre.
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Fig. 28: Effetto antitumorale di CBD (5 e 20 mg/kg) e CBDh
(6.5 mg/kg) su tumori indotti in topi nudi con inoculc
sottocutaneo di cellule KiMol.
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Fig. 29: Effetto antitumorale di THC (5 mg/kg)
THC rich (6.5 mg/kg) su tumori indoti
in topi nudi con inoculo sottocutaneo
cellule KiMol.
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Discussione
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Lo scopo principale della presente tesi di dottogastato quello di comprendere se
fosse possibile sfruttare la nostra conoscenzaigielma EC e dei fitocannabinoidi
nel trattamento dei tumori. Durante la prima fagt ldvoro di tesi, I'attivita di
ricerca e stata interamente indirizzata a detemairaruolo svolto dal sistema EC
nello sviluppo del carcinoma colorettale. La biapsi tessuti umani sottoposti a
colonscopia ha permesso di verificarne l'espresgsienl’andamento durante la
trasformazione neoplastica. In seguito & statoizzab I'effetto di agonisti dei
recettori cannabici e di inibitori selettivi del tabolismo dellanandamide sulla
proliferazione di alcune linee cellulari umane dleaocarcinoma di colon, sia
differenziate (enterociti) che non differenziateiu(pinvasive). Per verificare
I'efficacia anti-tumorale degli inibitori del metalismo in vivo, si & scelto di testare
gueste molecole in un modello animale di tumore gletamente diverso, indotto
dall'iniezione sottocutanea di cellule di epiteliaritiroideo in topi atimici.

L’interesse verso questo studio € nato dallosssove di alcune evidenze
sperimentali che suggerivano il coinvolgimento deBC nel controllo della
proliferazione del cancro colorettale. Gli EC poss@ssere substrati della COX-2,
un enzima che sembra essere largamente coinvdlto svluppo di questo tipo di
tumore (Dempke et al., 2001; Marnett, 2002). L'g#ffeantiproliferativo mostrato da
AEA e, in particolare, dal 2-AG sulle linee cellalan esame, potrebbe essere dovuto
ad una inibizione della produzione di PGs. E’ stataltre riportata una over-
produzione di una particolare classe di acidi bsédtidici, in questo tipo di tumore
(Merchant et al., 1991; Huang et al., 2002) e madilecole potrebbero agire da
precursori biosintetici del 2-AG (Nakane et al.02p giustificandone I'abbondanza

nei tessuti tumorali analizzati. Infine, il coingohento dell’'oncogeneas nello

sviluppo del cancro del colon (Smith et al., 20Q®rmette di ipotizzare che, cosi
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come per le cellule epiteliali trasformate KiMolifidco et al., 2001), anche sulle
cellule di adenocarcinoma di colon gli EC agischloezcando l'attivita della p21.

La presenza del sistema EC nelle mucose di colaanamisulta essere in perfetto
accordo con quanto in precedenza riportato siarated che nel topo (Izzo et al.,
2001; Katayama et al., 1997), ma nei tessuti artiiper questo studio, i livelli di
AEA e 2-AG erano molto piu alti nei tessuti pro-tomali e tumorali (polipi
adenomatosi e adenocarcinomi) che in quelli saniesfp aumento dei livelli
endogeni corrispondeva ad un aumento delle coramofti tessutali locali. La
concentrazione di AEA variava da circa 75nM a 143mM36nM (rispettivamente
per mucosa sana, carcinomi o polipi adenomatoshAEA era eccessivamente
prodotta dalle cellule soprattutto nello stadio€jumorale” (i polipi adenomatosi
sono il preludio alla formazione del carcinoma)strper contrastare la crescita
tumorale. La sovrabbondanza riscontrata suggerisdatti, una precisa risposta
cellulare poiché le concentrazioni riscontrate stute di gran lunga superiori a
guelle richieste per l'attivazione fisiologica déB; (K; compreso fra 40-200nM;
Pertwee, 1997). La concentrazione di 2-AG variaga3@uM a 71uM o 93uM
(rispettivamente per mucosa sana, carcinomi o palignomatosi). Anche se, in
guesto caso, le concentrazioni basali riportate sfficienti per I'attivazione dei
recettori cannabici (K compreso fra 250-1200nM; Pertwee, 1997), molto
probabilmente solo una parte di questo EC agistieelo recettoriale poiché la
restante parte € coinvolta come intermedio del badiemo dei fosfogliceridi (Di
Marzo et al., 2001b). Queste osservazioni possavare una spiegazione in alcuni
meccanismi biochimici. Infatti, si € visto che ngazienti affetti da una storia
familiare di polipi adenomatosi si riscontra sempre sovra-espressione di PLA

secretorie di gruppo Il che sono responsabili detabilizzazione dell'acido
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arachidonico e del remodeling dei fosfolipidi (Kexy et al., 1998). Questo evento,
associato all’osservazione che i livelli di un pb#e precursore biosintetico (LPA)
del 2-AG aumentano in questo tipo di tumore, seymldato, potrebbe generare un
aumento delle PGs e una maggiore stimolazione deettori dell'lLPA, con
conseguente effetto pro-tumorale, dall'altro pdbelzontribuire all’aumento degli
EC per contrastare la crescita tumorale. L’ ipotiésin possibile ruolo anti-tumorale
svolto dagli EC é stata confermata dai risultatmati in vitro. Nelle cellule CaCo-2,
infatti, che spontaneamente differenziavano inucaltgli agonisti del recettore ¢B
(AEA, 2-AG, HU210, ACEA, NADA) inibivano la prolife@zione cellulare con una
potenza che rispecchiava la loro affinita recedleridiversamente dall'agonista del
recettore CB (BML-190). Il coinvolgimento del recettore GEBra confermato dal
fatto che l'effetto anti-proliferativo era seletiimente revertito da SR141716A
(antagonista CB e non da SR144528 (antagonista,lCB’azione di questi agonisti
e confermata dall’espressione dei recettori in guellule. Le cellule CaCo-2,
difatti, non esprimono il CBma solo il CB, mentre le cellule DLD-1 esprimono
entrambi i sottotipi ed, infatti, rispondono an@iia stimolazione del CBLa banda
di espressione del GBielle cellule DLD-1 mostrava una minore intensitpetto a
quella delle cellule CaCo-2; questo giustifichembla differenza di potenza
esercitata dagli agonisti nelle due diverse lindilari.

L’effetto antiproliferativo, dipendente dall’attizeone dei recettori cannabici, cosi
come la presenza di questi recettori nei tessutaninanalizzati, suggeriva un
possibile aumento di EC (soprattutto nello stademipno del cancro colorettale)
guale riposta cellulare alla progressione tumordisto che gli EC ricoprono un
ruolo protettivo nella progressione del polipo auteatoso, allora qualsiasi

intervento capace di aumentarne la produzione midire la loro inattivazione,
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potenziando “indirettamente” I'attivazione dei r#oe@ cannabici, dovrebbe arrestare
la crescita del tumore. Per tale motivo e statagath la presenza dei sistemi
deputati al metabolismo dellAEA nelle cellule Ca€oed € stato valutato anche
I'effetto anti-proliferativo di specifici inibitordel metabolismo degli EC. Le cellule
CaCo-2 erano, di fatto, in grado sia di sequestf®&EA nelle cellule, sia di
idrolizzarla enzimaticamente. 1l VDM11 e I'AA-5HTibivano con uguale potenza i
due processi metabolici e la proliferazione cetkildeffetto sulle cellule era dovuto
all'aumento degli EC come dimostravano sia I'anajisantitativa dei livelli di EC
che la reversione dell’effetto antiproliferativo plarte degli antagonisti recettoriali.
Un altro aspetto preso in considerazione in qustdio, & stato quello di verificare
se la recettivita delle cellule CaCo-2 agli EC tosiipendente dal differenziamento
(AEA e HU210 non inibivano la crescita delle cedluhdifferenziate). In effetti, nel
corso del loro differenziamento, le CaCo-2 aumeartavnotevolmente I'espressione
della FAAH, ma mantenevano inalterata I'espressogleCB. Questo spiegherebbe
la diminuita attivita del’AEA negli enterociti, maper spiegare l'inefficacia di
HU210 sulle stesse cellule, si dovrebbe ipotizzatkee, nel corso del
differenziamento, il CB pur continuando ad essere espresso, perda la sua
funzionalita. La maggiore sensibilita agli EC daltdlule indifferenziate rispetto agli
enterociti ed alle DLD-1 (cellule meno invasive aligne) puo essere spiegata anche
dalla possibilita di target cellulari diversi daicettori dei cannabinoidi (ad es. COX-
2). Ad ogni modo, tenuto conto che i livelli endogeegli EC sono inferiori nelle
cellule meno maligne e che, in queste cellule, ngin osserva l'azione
antiproliferativa degli EC esogeni, allora e lecfgostulare per gli EC un’azione

protettiva nella progressione tumorale.
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| risultati ottenuti sui tessuti bioptici e sullmée cellulari di carcinoma colorettale
hanno lanciato le basi per lo studio che e statg@tio in seguito. Dal momento che
i livelli degli EC sono cosi pronunciati nei teggutmorali e che gli EC sono in grado
di inibire tonicamente la proliferazione di cedulumorali, allora gli inibitori del
metabolismo dovrebbero essere capaci di bloccasvilappo tumorale anche in
vivo. Queste molecole, infattii, sono in grado dindtzare il tono EC
preferenzialmente a livello tumorale, dove gli E@ha prodotti per contrastare la
proliferazione delle cellule cancerogene. Per tad¢ivo, € stato valutato I'effetto di
Met-F-AEA (analogo metabolicamente stabile di AERAJAG, Arvanil (un ligando
“ibrido”, capace attvivare CBTRPV1 e di inibire l'uptake di AEA), VDM11 e AA-
5HT sulla crescita di tumori sviluppati su topi nadseguito ad un inoculo di cellule
epiteliali di tiroide trasformate. In perfetta inta con l'ipotesi postulata, non solo la
Met-F-AEA e il 2-AG (quest'ultimo solo debolment®rée a causa della sua
instabilitd metabolica) riducevano la massa tunggreda anche i due inibitori del
metabolismo degli EC mostravano un effetto simile/DM11 e 'AA-5HT, pur
essendo entrambi in grado di ridurre la crescitaotale, mostravano una diversa
efficacia (VDML11 riduceva la massa tumorale del 638&ntre AA-5HT del 25%
rispetto al controllo), tale differenza era giustbile sia dalla diversa
farmacocinetica dei composti che dalla diversaugriza che i due eventi (uptake ed
idrolisi) normalmente hanno sull'inattivazione deddC. E’' stato interessante
confrontare l'effetto del VDM11 con quello dell’ Aawil, anche questo “ibrido”,
infatti, inibiva la progressione tumorale; queste anolecole, pur avendo un simile
profilo chimico e farmacocinetico, esibivano uniedicia diversa. Tale osservazione
suggerisce che il meccanismo d’azione non dipende@van fenomeno apoptotico

TRPV1-dipendente né da una diretta attivazioneCdg| infatti, quando si sommava
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la possibilita di inibire I'uptake con quella ditigare il CB;, (come nel caso
dell’Arvanil), l'effetto antitumorale non veniva penziato. L’effetto antitumorale
degli inibitori testati sembrava quindi dipendersgipalmente dall’aumento locale
degli EC. Tale ipotesi era confermata dalle anafiféttuate mediante spettrometria
di massa dei livelli di EC estratti dai tumori mredti alla fine dei trattamenti. Nei
tumori trattati con VDM11 si osservava un aumengo ldzelli di 2-AG e non di
AEA; tale evidenza € stata interpretata con la s&t&® in vivo, di utilizzare
concentrazioni maggiori di VDM11 per inibire ancheptake di AEA. Nei tumori
trattati con AA-S5HT si osservava un aumento sialdeili di 2-AG che di AEA.
L'aumento dei livelli del 2-AG, ad opera di AA-5HE in accordo con quanto
riportato in letteratura (de Lago et al., 2005h)li&&base dei risultati ottenuti appare
evidente che I'aumento locale del 2-AG sia, da,solgrado di arrestare la crescita
tumorale, probabilmente perché questo EC e, inrgep&i abbondante nelle cellule
(dalle 150 alle 300 volte) dellanandamide. E’ imfpote sottolineare come
laumento del 2-AG causato dagli inibitori sia statpiu efficace della
somministrazione stessa di 2-AG esogeno. Questiadablorano la tesi indicata
secondo la quale I'utilizzo degli inibitori del nadiolismo € piu sicuro ed efficace
dell'uso degli agonisti. Gli inibitori, infatti, agcono prevalentemente sui quei tessuti
(tumorali) dove gli EC sono abbondantemente prodpgr contrastare la
proliferazione cellulare, limitando gli effetti daterali su tutti gli altri tessuti dove i

recettori dei cannabinoidi sono pure espressi.

o0
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Oltre allo studio condotto sul ruolo svolto dag Eello sviluppo del cancro, per il
presente lavoro di tesi e stato analizzato anaféetto antitumorale di una serie di
estratti diCannabise di fitocannabinoidi su diversi tipi di tumorgebbene gli effetti
antitumorali del THC fossero gia noti anche se spesontraddittori, lo scopo di
questo lavoro era di rivalutare I'uso di cannakidin@ion-psicotropi, potenzialmente
piu sicuri terapeuticamente perché privi della ppigle componente d’abuso e
dipendenza del THC. Lo studio condotto ha, inolppermesso di confrontare gli
effetti degli estratti arricchiti rispetto a quethiostrati dai singoli composti purificati
e, quindi, di valutare anche il possibile vantaggidi’utilizzo dell’estratto rispetto al
singolo prodotto purificato. Data la variabilitaportata per queste molecole
(sembrerebbe, infatti, che la potenza antitumattatgi EC é strettamente correlata al
tipo cellulare in esame), tale studio é stato atfto su un pool di otto linee tumorali
distinte per tipologia di tumore e per origine.aggi di antiproliferazione eseguiti
non hanno evidenziato alcuna tessuto-specificitquianto i fitocannabinoidi testati
arrestavano la proliferazione cellulare in tuttéree considerate, ad eccezione delle
DU-145 (cellule di carcinoma della prostata), can stesso ordine di potenza.
Sorprendentemente, il CBD, e non il THC, era senilpp@l potente nell'inibire la
proliferazione cellulare. L'effetto del CBD dipend@especificamente dalla struttura
poiché la sola aggiunta di un gruppo carbossile &8 diminuiva
significativamente l'efficacia di questa molecolagntre il CBG era il secondo
composto per potenza piu attivo, seguito dal CBCmhaniera del tutto insolita, il
THC, pur essendo notevolmente piu potente del CBMDecagonista dei recettori
CB; e CB, non si distingueva per potenza fra tutti i sumgeneri. Questi dati non

vanno visti in contrasto con il possibile ruolo de$tema EC nel controllo della
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crescita tumorale descritto nella prima parte disga Discussione. Bisogna, infatti,
tenere in considerazione alcuni dati:

1) i meccanismi molecolari mediante i quali gli ECbiscono la crescita
tumorale non richiedono necessariamente [attiveziodei recettori
cannabici;

2) il THC, pur essendo un potente agonista dei r@getiannabici, non si
comporta da agonista pieno, specialmente ai rec&B;

3) gli EC, quando inibiscono la crescita tumorale rapthd attivazione dei
recettori cannabici, lo fanno con meccanismi mefecifici, selettivamente
e non in maniera apparentemente non aspecifica t@BD.

Questi risultati, sebbene sorprendenti, indicavehne il CBD poteva essere usato
come anti-tumorale senza gli indesiderati effeticptropi del THC. Per questo
motivo sono stati testati anche due estratti dinaars arricchiti in THC o CBD, il
THC-rich e il CBD-rich, rispettivamente; il razideaalla base di questa scelta era
quello di verificare se vi poteva essere un effsit@rgico quando, oltre al THC e al
CBD (rispettivamente presenti al 73% e al 64.5% linegtratti), venivano
somministrati anche altri cannabinoidi minoritan. alcuni casi, infatti, I'estratto
CBD-rich risultava piu efficace del CBD purificatmentre al contrario il THC-rich
non migliorava in nessun caso l'effetto del THCifacato. L'efficacia del CBD, del
THC e dei loro estratti arricchiti sono stati vexdti anche in vivo. Questi
esperimenti servivano a confermare i risultati iitnove potevano fornire importanti
indicazioni sulla farmacocinetica. Con tale propmsutilizzando lo stesso modello
usato per saggiare gli inibitori del metabolismgld&C nella prima parte di questa
tesi, cellule epiteliali di tiroide trasformate calus del sarcoma Kirsten-Moloney

(KiMol), sono state iniettate sotto cute insieme&eitolo (DMSO) o al CBD (5 e 20
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mg/kg, intra-tumore, due volte a settimana pertdnsane). || CBD, gia alla dose piu
bassa era in grado di ridurre in maniera signifigaila massa tumorale. In un
secondo esperimento e stato verificato I'effettwivo del CBD-rich (6.5mg/kg) che
si dimostrava anch’esso capace di ridurre la massarale. Quando e stato valutato
I'effetto antitumorale di THC (5mg/kg) e THC-rich.bmg/kg), ambedue i composti,
non erano in grado di bloccare la crescita del remmostrando invece una tendenza
opposta, peraltro non statisticamente significatkaaso la stimolazione. L’efficacia
del CBD e del CBD-rich furono riconfermate anchampo fu adottata una diversa
procedura sperimentale. Secondo tale proceduracliio veniva preparato con una
sospensione di cellule MDA-MB-231 anziché di celliMol. Le due preparazioni,
somministrate intra-tumore, due volte a settimaea J6 giorni erano capaci di
ridurre in maniera significativa la crescita demtre, pur non distinguendosi per
potenza.

| risultati ottenuti con i fitocannabinoidi e glstatti di Cannabis imponevano un
successivo approfondimento sul possibile meccanisdazione del CBD.
Recentemente e stato riportato che il CBD non sekercita un effetto
antiproliferativo in vitro su una linea cellulareglioma, ma mostra anche un effetto
anti-tumorale in un modello sperimentale di tumordotto da un impianto sub-
plantare delle stesse cellule di glioma (Massilet 2004). Secondo tale studio,
I'effetto del CBD dipende dall’induzione dellapasi. Partendo da tale spunto, &
stata valutata la popolazione apoptotica delleutelrattate con M di CBD. In
genere sulle cellule tumorali del tipo “ormone-sbkihs’, I'effetto dei cannabinoidi
sulla proliferazione cellulare e attribuito alligdizione del recettore GBmentre

sulle cellule tumorali del tipo “non-ormone-senkbil'induzione del fenomeno

apoptotico € attribuita all’attivazione dei recettbRPV1 e/o CB. In armonia con
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tali presupposti, I'effetto anti-proliferativo d&@BD sulle cellule DU-145 e sulle
cellule MCF-7 (due linee cellulari del tipo “ormosensibile”) era dovuto all’arresto
del ciclo cellulare. L'effetto del CBD sulle celeuKimol era, invece, dovuto sia ad
un effetto di blocco della proliferazione che alfiesco dell’apoptosi, mentre
I'effetto del CBD sia sulle cellule £che sulle cellule MDA-MB-231 (due linee
cellulari del tipo “non-ormone-sensibile”) era déwusolamente all’induzione
dell'apoptosi, come confermato anche dall’analesnsitometrica della procaspase-3
e della sua forma clivata mediante Western Blottirgvariabilith mostrata dal CBD
sulle diverse linee cellulari indicava la mancardiaun meccanismo comune
interamente responsabile della sua attivita. Ehduplausibile pensare che il CBD
agisca attraverso una serie di meccanismi concotnitehe, nell'insieme, si
risolvono in una efficace azione terapeutica suigisparati tipi tumorali. Per tale
motivo € stata analizzata linterazione dei fitatainoidi sia con il sistema
cannabinoide che con quello vanilloide.

Queste molecole sono state, percio, testate pdorta capacita di modificare
I'influsso di Cd" in cellule HEK293 transfettate stabilmente col MRRe i risultati

di tale analisi hanno evidenziato come, sia il CBle il CBG erano capaci di
attivare il recettore dei vanilloidi. Sebbene qudse cannabinoidi condividevano la
potenza in vitro sia sulla proliferazione cellulares sull’attivazione del TRPV1, non
era plausibile pensare che questo era il meccanisazione predominante giacché
anche altri composti (CBG e CBD-A), che non avevasibito efficacia nell'inibire
la proliferazione cellulare, si erano mostrati @guenti nell’attivare il recettore.
Tuttavia, se era plausibile ipotizzare che il CBfiva attivando il TRPV1, allora il
suo effetto antiproliferativo doveva essere ret@rdia un antagonista selettivo. Le

stesse considerazioni erano valide qualora si deresra un meccanismo dipendente
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dai recettori cannabici in quelle linee cellulahecnon esprimevano il TRPV1 ma
invece possedevano il recettore ;GB CB, (0 entrambi). Per tale motivo I'azione
anti-proliferativa del CBD 1QuM e stata analizzata in presenza ed in assenza dei
rispettivi antagonisti. Fra tutte le linee cellular esame, solo nel caso delle cellule
MDA-MB-231, due antagonisti per TRPV1 e CB-RTX e SR144528), utilizzati
singolarmente, determinavano una parziale revezsitail’'effetto del CBD; quando
era somministrata la miscela dei due antagonisfifetto del CBD si riduceva di
circa il 40%, anche se il risultato finale era mirdzato in parte dal fatto che la
miscela aveva “per se” un effetto inibente sullalifgrazione cellulare. Ancora una
volta non era possibile isolare un unico meccanisiaaione che chiariva I'azione
del CBD su una tipologia di cellule tumorali cosiriegata. L'effetto del CBD non
dipendeva dall’attivazione diretta dei recettonrabici o dei vanilloidi, ma la sua
debole azione inibitoria sull’'uptake di AEA suggerianche che la sua azione non
era dovuta neanche ad un aumento dei livelli endatggli EC (attivazione indiretta
dei recettori cannabici o TRPV1). Infine, la marmardi target recettoriali di
membrana per il CBD era confermata anche dalldetatefficacia della MCD, un
potente depletore di colesterolo, sull’effetto @BD nelle cellule MDA-MB-231.
Un’ultima serie di esperimenti € stata condottavmificare, sulle stesse cellule, se
'effetto del CBD era dovuto a fenomeni di stresssidativo. Alcuni agenti
antiossidanti noti (quali la Vitamina C, l'axastaat e 'a-tocoferolo) erano, infatti,
capaci, seppure in maniera parziale di prevengiekto del CBD, confermando un
suo coinvolgimento nello stress ossidativo delldutse e suggerendo un’azione di
tipo ossidativo per il CBD, ad esempio attraverso produzione di ROS. E’
interessante notare come se, da un lato il CBDipdorre apoptosi in cellule di

glioma (Galve-Ropher et al., 2000), dall’altro &iado di proteggere le cellule della
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glia dall'apoptosi (Gomez de Pulgar et al., 200Rtglina-Holgado et al., 2002).
Questo dualismo del CBD é stato osservato anchentiuil presente studio. CBD,
infatti, inibiva la crescita solo di cellule nomtorali (dove esibiva una tossicita solo
a partire da 2%M, la concentrazione piu alta utilizzata) e non ceilule non
trasformate, suggerendo che le proprieta (antjassi di questo cannabinoide
dipendono dallo stato di differenziazione e trasf@zione delle cellule. In un'altra
serie di esperimenti, & stato osservato che il @Ri3trava questo dualismo anche in
cellule tumorali in condizioni di stress ossidatief in seguito a trattamento non
cronico. In presenza ed in assenza di siero e gtdtitato I'effetto di concentrazioni
sia micromolari che submicromolari del CBD sulléiude MDA-MB-231 dopo sole
24h di esposizione. || CBD presentava un’aziondanal concentrazioni basse ed
un’azione pro-ossidativa quando utilizzato ad altacentrazioni. In condizioni
“fisiologiche” (in presenza di siero), il CBD a Is&s concentrazioni esibiva
addirittura un interessante effetto pro-proliferati Gli antiossidanti, in genere,
agiscono direttamente (sequestrando i radicalri)ileel indirettamente (mantenendo
'equilibrio redox della cellula). Questo potrebbspiegare perché ['azione
antiossidante del CBD pu0 mutare, in modo conceitng dipendente, in azione
pro-ossidante.

Ulteriori studi sono necessari per chiarire i medsai molecolari del CBD, anche
se, malgrado la mancanza di un meccanismo d'azommeune, l'efficacia anti-

tumorale del CBD appare chiara dai risultati présem questa tesi.
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Conclusioni
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Il fine ultimo di questo lavoro di tesi € stato dalutare il potenziale valore
terapeutico dei cannabinoidi (endogeni e di origvegetale) nella patologia
tumorale. Tale lavoro di ricerca € cominciato dorstudio particolareggiato dei
diversi stadi patologici del carcinoma del colotiaddall’assenza di neoplasie, alla
formazione di polipi adenomatosi, alla presenza cdrcinomi). Durante la
progressione tumorale e stata evidenziata unaziani@ significativa nei livelli di
EC che lasciava supporre che il sistema EC rivastis ruolo ben preciso nell’
inasprimento della condizione patologica. Per tadgivo, si & scelto di approfondire
il ruolo del sistema EC in un sistema cellulareovi{CaCo-2) che simulasse la
progressione tumorale in vivo con il differenzianterspontaneo in cultura in
enterociti (meno maligni e meno invasivi rispetocontroparte non differenziata).
Questo sistema ha permesso non solo di esamiredfetth antiproliferativo degli
EC esogeni, ma anche di valutare [l'utilizzo di ncole che intervenivano
indirettamente sul sistema endogeno attivandoettdimente i recettori degli EC. La
strategia adottata in vitro ha evidenziato, ancwra volta, quale fosse il ruolo svolto
dal sistema EC nel controllo della crescita tunerall ha suscitato l'interesse
farmacologico verso quelle sostanze capaci di nawduindirettamente il tono
cannabinoide endogeno. Il lavoro €, quindi, progegaon lo studio, in vivo,
sull’effetto antitumorale di queste molecole. ictuto concludere quindi che:
v il sistema EC gioca un ruolo nella soppressionéadekscita tumorale, che
pud essere sfruttato farmacologicamente con maesoitetiche che ne

potenzino I'efficacia.

Uno studio parallelo € stato inoltre condotto sffitacia dei fitocannabinoidi come

agenti anti-tumorali. A tale proposito, € statouwalo I'effetto antiproliferativo di tali
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molecole su diverse tipologie tumorali e sono siatrestigati i meccanismi
molecolari e cellulari alla base di tale effettoo ktudio condotto ha messo in
evidenza in particolar modo un fitocannabinoide-psitotropo, il cannabidiolo, che
ha mostrato interessanti proprieta antitumorali isiavitro (su numerose linee
cellulari) che in vivo (su due modelli animali dinbore). Si e potuto concludere
quindi che:
v' sia il cannabidiolo, che estratti di Cannabis ahit in questo
fitocannabinoide, rappresentano una promettentdegia alternativa nello

sviluppo di agenti anti-tumorali.

| risultati ottenuti durante questo lavoro di tegino stati riconosciuti a livello

internazionale (si veda la sessione Pubblicazi@nifostituiscono un punto di

partenza per successive investigazioni.
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