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RESUMEN

Dado el aumento del consumo de cannabis y sus derivados con fines terapéuticos y recreativos,
es imprescindible el correcto estudio de la totalidad de sus cualidades y efectos.Los
cannabinoides han sido utilizados a lo largo de los afios como coadyuvante frente a un sinfin de
patologias, evidenciando grandes resultados como analgésicos, antieméticos y como terapia
paliativa, por otra parte, son muchos los estudios realizados donde se ha evaluando la real
posibilidad de su uso como terapia antitumoral, presentando resultados controversiales. En la
actualidad se ha demostrado que el THC inhibe la proliferacion del adenocarcinoma de pulmén
invitro, generdndose una gran cantidad de datos que versan sobre las caracteristicas
antiproliferativas de los cannabinoides. Teniendo como punto de partida estos estudios, el
propdsito del presente trabajose centrd en estudiar los efectos de los derivados del cannabis
sobre la proliferacion celular in vitro. Se utilizaron lineas celulares tumorales de carcinoma de
Utero (HelLa) y vejiga (T24), las cuales fueron expuestas a los diferentes extractos cannabicos,
posteriormente se analizé la proliferacion utilizando la técnica de incorporacion de analogos de
la timina, con posterior diferenciacion de cromatides hermanas en cromosomas mitéticos. Los
resultados fueron analizados mediante el test estadistico Chi2.Se logro demostrar que los
diferentes extractos de cannabis influyeron en el crecimientoen los cultivos, inhibiendo en
diferente medida la proliferacion celular, no pudiéndose establecer que esto se deba al THC,
CBD, o la combinacion de ambos.

PALABRAS CLAVES

Cannabis; Usos terapéuticos; Proliferacion celular; Biologia tumoral.



UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URLIGUAY

INTRODUCCION

Las preparaciones de Cannabis sativa L. (marihuana) han sido utilizadas por muchos milenios
tanto a nivel medicinal, industrial, recreacional como religioso. No obstante, la estructura
quimica de sus componentes activos caracteristicos -los cannabinoides- no fueron elucidados
hasta los 1960s (Gaoni et al., 1964). Tres décadas después fueron establecidas las primeras
pistas solidas sobre la acciéon molecular de los cannabinoides, lo que condujo a una
impresionante expansion de la investigacion basica de estos y a un renacimiento en el estudio
del efecto terapéutico de los mismos en varios campos, incluyendo las bases de la biologia

tumoral y aungque mas timidamente en la oncologia clinica (Sledzinski et al., 2018)2.

Si bien el uso medicinal del cannabis tiene larga historia apareciendo las primeras referencias en
una farmacopea china escrita originalmente en el 2727 a. C. (Wills, 1998)° no es hasta mediados
del siglo XIX y hasta avanzado el siglo XX que se produjo un aumento del consumo del
cannabis y derivados con fines terapéuticos, integrando esta droga vegetal las farmacopeas de
varios paises. A principios del siglo XX fue uno de los medicamentos mas recetados,
principalmente como tintura para afecciones como el asma y el dolor. Pero un problema serio
era su actividad muy variable y resultados inconsistentes, debido a que las preparaciones de
Cannabis sativa no estaban estandarizadas. Esto sumado a la prohibicion de la planta por
diversos motivos sociopoliticos, llevo a la desaparicion casi total de la C. sativa con fines
medicinales. Recién en la década del setenta comenzé a retomarse la posibilidad del cannabis
como medicina (Flemming et al., 2007)*. Desde ese momento, la investigacion sobre la
marihuana medicinal crecib v, tras el descubrimiento de los receptores endocannabinoides
especificos, la cantidad de literatura cientifica se multiplico, no solo estableciendo nuevas
indicaciones potenciales, sino también aclarando los mecanismos de los efectos ya conocidos
(Garcia y Cairabu, 2012)%. No obstante, todavia hay una falta evidente de informacion objetiva
sobre los cannabinoides, probablemente como consecuencia del retraso de la investigacion
basica y aplicada sobre estas sustancias comparadas con los principios activos de otras drogas
que también presentan dos caras de una misma moneda, es decir, potencial uso recreacional y

utilidad terapéutica.
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Los cannabinoides son diversos compuestos lipofilicos que interactGan con receptores
cannabinoides (CBR) en los mamiferos. Se pueden dividir en tres clases principales:
fitocannabinoides, endocannabinoides y cannabinoides sintéticos. Los fitocannabinoides se
producen naturalmente en plantas del género Cannabis. Méas de 60 cannabinoides se identifican
en Cannabis sativa L, de las cuales las mas abundantes son A9-tetrahidrocannabinol (THC),
cannabidiol (CBD), cannabicromeno (CBC) y cannabigerol (CBG). EI THC es el principal
componente psicoactivo de la marihuana - producto natural obtenido por secado de flores y
hojas de C. sativa y C. indica (Pertwee, 2008)®. EI THC tiene un gran impacto en el sistema
nervioso central (SNC) mediante union a los receptores CB tipo 1 (CB1) y exhibe propiedades
euforizantes, analgésicas y antieméticas. Otro constituyente importante del cannabis, el
cannabidiol (CBD), tiene baja afinidad por los receptores CBs y no muestra caracteristicas
psicoactivas. Sus efectos estdn mediados por otro tipo de receptor. El segundo grupo principal
de cannabinoides incluye ligandos enddgenos de receptores CB que son parte del sistema
endocannabinoide. Este sistema presente en el cuerpo de los vertebrados esta involucrado en la
modulacion de muchos procesos fisioldgicos. Los mejores endocannabinoides caracterizados
son anandamida (AEA) y 2-arachidonoylglycerol (2-AG). El tercer grupo esta constituido por

cannabinoides sintéticos, compuestos que imitan las propiedades naturales de los cannabinoides.

Los cannabinoides afectan a las células principalmente a través de dos receptores clasicos que
pertenecen a la superfamilia del receptor acoplado a proteina G (GPCR): CB1 y CB tipo 2
(CB2), que son parte del sistema endocannabinoide, que implica receptores cannabinoides, sus
ligandos enddgenos (endocannabinoides) y enzimas dedicadas a la sintesis, transporte y
degradacion de los cannabinoides. (Hermanson y Marnett, 2011)’. La activacién de receptores
CBs conduce a la inhibicion de adenylyl ciclasa, que causa disminucion en la produccion de la
adenosina monofosfato ciclica (CAMP) y, a su vez activacion de proteina activada por mitégeno
quinasas (MAPK) y fosfoinositida 3-las rutas de quinasa (PI3K) (Bowles et al. 2012)8,

Los endocannabinoides actlan como transmisores retrogrados: son sintetizados por células
postsinapticas en respuesta a neurotransmisores de union y se difunden a través de la hendidura
sinaptica a la membrana presinaptica donde se unen a los receptores CBs, lo que a su vez
conduce a una disminucién en la liberacion de neurotransmisores. Es de destacar que los
cannabinoides enddgenos no se almacenan en vesiculas como otros neurotransmisores, derivan

del acido araquidénico de las membranas plasmaticas (Stella et al., 1997)°.
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Tanto los fitocannabinoides como los cannabinoides sintéticos ejercen una amplia variedad de

efectos bioldgicos imitando sustancias endogenas.

Hasta aqui, dos receptores cannabinoides mayores -CB1 y CB2- han sido clonados y
caracterizados en tejidos de mamiferos (Matsuda et al., 1990%; Munro et al., 1993)**.

La mayoria de los efectos producidos por los cannabinoides en el sistema nervioso y en tejidos
no neurales dependen de la activacion del receptor CB1. Por el contrario, el receptor CB2 fue
inicialmente descripto presente en el sistema inmune (Pertwee, 2010)*2, pero mas recientemente
se ha mostrado que también existe expresion en células de otros origenes (Atwood y Mackie,
2010%%; Fernandez-Ruiz et al., 2007)*. Es de notar que la expresion de los receptores CB1 y
CB2 han sido hallados en muchos tipos de células tumorales, las cuales no necesariamente se
correlacionan con la expresién de estos receptores en el tipo de tejido de origen (Fernandez-
Ruiz, 2007*; Guzman et al, 2006;*° Sarfaraz et al, 2008)*°.

Los primeros informes sobre propiedades anti proliferativas del THC proviene de los afios 1975
y 1976. Se ha demostrado que el THC inhibe la proliferacion del adenocarcinoma de pulmén in
vitro y crecimiento tumoral en un modelo murino (Munson et al. 1975, White et al. 1976)%8,
Desde eso tiempo se ha recopilado una gran cantidad de datos refiriéndose a las caracteristicas
anticancerigenas de cannabinoides, tanto in vitro como in vivo en casos de glioblastoma
multiforme, cAncer mama, préstata, tiroides, colon y pancreas o leucemia y linfoma (Pisanti et
al. 2009)*°. Incluye accién de endocannabinoides (AEA, 2-AG), fitocannabinoides (THC, CBD)
también como cannabinoides sintéticos (JWH-133, WIN 55,2121-2). Muchos estudios tienen
demostrado que estos pueden inhibir la proliferacién de células cancerigenas, inducir apoptosis /
autofagia, inhibir angiogénesis y formacién de metastasis (Velasco et al., 2012)%. Los
mecanismos de accién de los cannabinoides contra el cadncer son reconocidamente complejos y

muchos de sus componentes todavia estan esperando para ser completamente elucidados.

La proliferacion celular se refiere a un aumento en el nimero de células debido al crecimiento y
la division celular, es necesaria para la funcion normal de los tejidos, aunque el descontrol de
este proceso determina la formacion de los diferentes tumores. Desde el desarrollo embriol6gico
hasta la senescencia, la proliferacion celular se mantiene mediante una coordinacion estricta de
sefiales celulares y la desregulacion de la proliferacion celular es la caracteristica definitoria de
todos los tumores. Los mecanismos de desregulacion varian, pero son inevitablemente a través
de perturbaciones en la transduccion de sefiales dentro de la célula. Muchas de estas

perturbaciones se encuentran en las vias de sefializacion importantes para la proliferacion, las
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qgue regulan sefiales de crecimiento, diferenciacién y desarrollo, y son el resultado de
mutaciones, amplificaciones, sobreexpresion de genes o deleciones cromosémicas (Blume-
Jensen y Hunter, 2001)%. Por lo tanto, la manipulacion de las vias de proliferacion celular puede
disminuir el potencial maligno de los tumores, convirtiendo estas vias en un objetivo atractivo
para nuevas terapias. La diferenciacion y la proliferacion son procesos separados pero
concurrentes que estan regulados independientemente por vias de sefializacidn, aunque algunas

de ellas se superponen y/o se interconectan (Brown G et al., 2003)%.

Hasta la fecha, poco se conoce acerca del rol biol6gico del sistema endocannabinoide en la
fisiopatologia del cancer. Aunque hay muchas excepciones que pueden ser tejido especificas,
tanto los receptores cannabinoides como sus ligandos enddgenos estan en general sobre
regulados en tejidos tumorales comparado con tejidos no tumorales (Caffarel et al, 2006%;
Guzman, 2003%; Malfitano et al, 20112?%; Sanchez et al, 2001)?. Ademas, estudios diferentes
han asociado los niveles de expresidn de los receptores cannabinoides, endocannabinoides, y/o
enzimas metabolizantes de los cannabinoides con la agresividad tumoral (Malfitano et al,
2011%%; Nomura et al, 2010%; Thors et al, 2010)%, lo que sugiere que el sistema
endocannabinoide puede ser sobreactivado en el cancer, favoreciendo el crecimiento tumoral
(Malfitano et al, 2011)®. En apoyo de esto, en modelos de cancer en ratones, la
ablaciongenética de los receptores CB1 y CB2 reduce la carcinogénesis de piel inducida por luz
ultravioleta (Zheng et al, 2008)?°, y la sobreexpresion del receptor CB2 potencia la
predisposicion a leucemias después de la infeccion de virus que predisponen a dicha patologia
(Joosten et al, 2002)%.

Existe evidencia de que los niveles de endocannabinoides y sus receptores aumentan en
determinados procesos tumorales, una situacién que con frecuencia se correlaciona con la
agresividad del tumor (Malfitano et al., 2011)%. Se ha demostrado que anandamida y 2-AG se
sobre expresan en varios tipos de tumores, incluyendo glioblastoma multiforme (GBM),
meningioma, adenoma hipofisario, carcinoma de prostata y de colon y sarcoma de endometrio
(Pisanti et al., 2013)!. Ademas, los niveles de endocannabinoides circulantes se han asociado
con aumento de la progresion de la enfermedad en un modelo murino de melanoma metastéasico
y en muestras humanas de esta patologia (Sailler et al., 2014)%. Se ha encontrado que el
receptor CB1 esta regulado positivamente en células de linfoma de Hodgkin (Benz et al.,
2013)* y en el hepatocarcinoma celular quimicamente inducido (Mukhopadhyay et al., 2015)3,
Los niveles del receptor CB1 se incrementan y se correlacionan con gravedad de la enfermedad

en los tumores ovaricos epiteliales humanos (Messalli et al.,2014)%® y se han propuesto como un
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factor de mal pronéstico en neoplasias colorrectales en etapa IV (Jung et al., 2013). Con
respecto al receptor CB2, se ha demostrado una correlacion entre su expresion, grado
histolégico y pronostico en tumores de mama (Caffarel et al., 2006)% y glioma (Sanchez et al.,
2001)%. En este Ultimo tipo de tumor, se ha propuesto que se produzca una regulacion
combinada de los receptores CB1 y CB2 junto con una disminucién de los niveles de las
enzimas implicadas en la degradacién endocannabinoide en comparacién con los controles
sanos (Wu et al., 2012)*.

Recientemente, se ha descrito un papel para el receptor cannabinoide no canénico GPR55 en el
desarrollo de diferentes tumores. Se han notificado grados histolégicosmas altos de
glioblastomas humanos, cancer de mama, de pancreas y de piel en asociacién con una expresion
de GPR55 incrementada. Ademas, el silenciamiento de GPR55 redujo la proliferacion de
células tumorales en un modelo de raténheterélogo para glioblastoma (Andradas et al., 20113,
Pérez-Gomez et al., 2013)*. En conjunto, estos datos sugieren que el sistema endocannabinoide
puede jugar un papel protumorigénico y de acuerdo con esta hipdtesis la ablaciongenética de los
receptores CB1 y CB2 disminuye la carcinogénesiscutanea inducida por luz UV (Zheng et al.,
2008)?° y la sobreexpresion del receptor CB2 aumenta la predisposicion a la leucemia después
de la infeccién por un virus vinculado a la leucemia (Joosten et al., 2002)*. Ademas, la
ablaciongenética del receptor CB1 suprime el crecimiento del carcinoma hepatocelular
(Mukhopadhyay et al., 2015)**. Sin embargo, diferentes observaciones también respaldan que el
sistema endocannabinoide desemperfia un papel supresor tumoral en diferentes tipos de cancer.
Por lo tanto, la inactivaciéngenética del receptor CB1 aumenta el crecimiento tumoral intestinal
en un modelo genético de ratén con carcinoma de colon (Wang et al., 2008)“°. De acuerdo con
esta idea, se ha demostrado que la monoacilglicerol lipasa (MAGL, la enzima degradadora 2-
AG) esta altamente expresada en varios tipos de tumores, lo que esta asociado con una mayor

migracion, invasion, supervivencia y crecimiento tumoral (Nomura et al., 2010)?".

Estos datos estan en linea con las evidencias acumulativas que demuestran que los
cannabinoides (endogenos, fitocannabinoides o sintético) actuian como agentes antitumorales
eficientes en una amplia gama de células cancerosas. Por lo tanto, se necesitan mas estudios,
incluidos los que analicen la activacion de los mecanismos de sefializacion precisos implicados
en la regulacion de la muerte celular inducida por cannabinoides o la proliferacion celular tras la
manipulacion genética o farmacologica del sistema endocannabinoide, para aclarar cuales son

los factores determinantes para que este sistema actue como oncogénico o supresor tumoral.
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Dado el potencial terapéutico del cannabis frente a la patologia tumoral y ante las controversias
existentes en la literatura se impone estudiar el efecto antiproliferativo in vitro de diferentes
extractos de cannabis, sea de productos completos de la planta como de fracciones de sus
principales componentes, haciendo ensayos bioguiados que incluyan cannabinoides. Se
permitiria asi acumular mas evidencias que podrian demostrar que diversos cannabinoides y
compuestos asociados ejercen efectos antitumorales como en otros modelos experimentales
(Armstrong et al., 2015%; Fowler, 2015*; Pérez de la Ossa et al., 2013*; Torres et al., 2011)*.

El problema del cancer es uno de los desafios mas relevantes de nuestra época. Como
consecuencia de la transicion demografico-epidemiologica, el cancer es actualmente una de las
principales causas de muerte en el mundo y en Uruguay. Debido a que la dinamica de esta
transicion esta aun en curso y con diferentes comportamientos alrededor del mundo, el problema
del cancer esta cambiando en su escala y perfil. Se estima que el nimero de casos nuevos
anuales pasara de alrededor de 14 millones en 2012 a mas de 20 millones en 2030, y que casi
dos tercios de esos casos ocurriran en los paises menos desarrollados. Uruguay exhibe en
general tasas de incidencia comparables al conjunto de los paises desarrollados, pero tasas de
mortalidad mas elevadas (CHLCC, 2018)*. Los paises menos desarrollados al no contar con
recursos similares a aquellos de los paises desarrollados para enfrentar la enfermedad hace que
la situacién plantee un desafiodramatico para gobiernos y autoridades sanitarias. En Uruguay se
diagnostican unos 13000 casos nuevos de cancer en general (exceptuando al cancer de piel
distinto al melanoma), y mas de 8000 pacientes mueren por esta enfermedad anualmente
(Barrios y Garau, 2017)*. Segln datos de la Comisién Honoraria de Lucha Contra el Cancer las
tasas estandarizadas por edad de mortalidad por cancer (todos los sitios reunidos) muestran un

descenso sostenido en las Ultimasdécadas.

Uruguay ha aprobado la Ley No 19.172 (2014)*, que legaliza diversas vidas reguladas de
acceso a cannabis con fines recreativos entre otros, posiciondndose como el primer pais del
mundo en regular de forma integra el mercado de cannabis. Esta iniciativa mundialmente
novedosa, que se plantea como una alternativa a las politicas prohibicionistas, le atribuye a
nuestro pais la necesidad de generar nuevos conocimientos en el area que brinden seguridad en
la toma de decisiones y en el disefio de politicaspublicas eficientes y eficaces, basadas en

evidencia cientifica que tiendan a reducir los riesgos y mitigar los dafios del uso frecuente de la
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sustancia como también generar nuevo conocimiento cientifico que pueda aportar en sus

potenciales usos medicinales.

Dado el potencial terapéutico del cannabis frente a la patologia tumoral y ante las controversias
existentes en la literatura se impone estudiar el efecto antiproliferativo in vitro de diferentes
extractos de cannabis, sea de productos completos de la planta como de fracciones de sus
principales componentes, haciendo ensayos bioguiados que incluyan cannabinoides. Se
permitiria asi acumular mas evidencias que podrian demostrar que diversos cannabinoides y
compuestos asociados ejercen efectos antitumorales como en otros modelos experimentales
(Armstrong et al., 2015%; Fowler, 2015*; Pérez de la Ossa et al., 2013*; Torres et al., 2011)*

Con la aprobacion por parte del Parlamento uruguayo de la Ley de Regulacion y Control del
Mercado de Marihuana, se ha generado un hecho de relevancia nacional y mundial al disponerse
de un nuevo marco legal abarcativo e innovador relacionado al consumo, produccién y
distribucion de marihuana. Ademas, dicho contexto legal facilita la investigacion sobre este
topico, permitiendo la creacion de conocimiento sobre un tema cuyo abordaje desde las ciencias

naturales y exactas ha sido préacticamente nulo en el pais.

10
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el potencial antiproliferativo de extractos provenientes de plantas pertenecientes a las

variedades cultivadas y comercializadas por el estado uruguayo a nivel in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Utilizar un panel de linea celulares relacionadas a los canceres mas frecuentes en el pais

provenientes de la ATCC (American Type Cell Collection de Estados Unidos, ATCC).

2- Realizar ensayos de viabilidad celular (SRB) en las lineas elegidas a los efectos de encontrar
las concentraciones optimas de cannabinoides en extractos completos de las variedades

estatales.

3- Estudiar en funcién de los ensayos de viabilidad previos el efecto bioldgico de las diferentes
presentaciones estatales de cannabis, para medir la proliferacion celular mediante la técnica de

diferenciacion de cromatidas hermanas a nivel cromosémico.

11
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal:
La primera etapa implico la seleccion y obtencion del material vegetal a estudiar. Como se

menciond, se estudiaron las variedades que estan a la venta en farmacias por parte del Estado.
Se tomaron en cuenta los analisis preliminares realizados en el laboratorio de Farmacognosia y
Productos Naturales de la Facultad de Quimica con el que conformamos entre otros el Nucleo
Interdisciplinario de Estudios sobre Cannabis (NIEC) del Espacio Interdisciplinario de UdelaR.

La maceracién dinamica con etanol fue la elegida para esta etapa, debido a la sencillez de la
técnica y el bajo costo, poca toxicidad y la relativa compatibilidad de dicho solvente con los
bioensayos. Se recibieron los extractos de las inflorescencias de cada uno de los tipos de
cannabis que se venden en farmacias ya caracterizados cromatograficamente por los integrantes
del laboratorio de Farmacognosia y Productos Naturales de la Facultad de Quimica. Los
extractos obtenidos se valoraron en cuanto a su contenido de cannabinoides para cada
situaciénsegunprotocolo a utilizar, datos también obtenidos como insumos de la labor

interdisciplinaria establecida previamente.
Determinacién de la actividad antiproliferativo:

Se estudiéd la forma mas adecuada de agregar los extractivos al medio acuoso donde se
desarrollaron las células. Debido a la alta lipofilia de los cannabinoides, se us6 tensoactivos para

asegurar la dispersiGnhomogénea de los productos en el medio de cultivo.

Para los bioensayos se utilizaron lineas celulares derivadas de tumores sélidos humanos, HeLa

(carcinoma de cuello uterino), T24 (Carcinoma de vejiga), obtenidas de la ATCC.

Se cultivaron en medio minimo esencial y suplemento, 5% de suero fetal bovino, penicilina, 100
Ul/mL y estreptomicina, 100 pg/ mL. Se incubaron a 37°C en atmosfera de 5% de CO2 y 85%
de humedad relativa (Freshney, 2000).

12
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ATCC Number: CCL-2

Designation:  Hela ATCC Number: HTB-4 ™

Linea celular tumoral HelLa

Designation:

124

Linea celular tumoral T24

Las células se sembraron en microplaca a una
concentracion de 2 x 10* células por pocillo y luego
del tratamiento con las concentraciones de extractos
elegidas durante 24 y 48 horas se determind la
poblacion celular viable mediante el método de
tincion con sulforodamina (SRB) leyendo la

absorbancia a 532 nm utilizando un lector de

microplacas (iMarkTM BioRad), Se calcularon los
porcentajes de supervivencia celular relativos a las
células control de crecimiento y se construyeron
curvas de concentracion versus porcentaje de
supervivencia, completando tres replicas en
semanas diferentes. Se consideran valores de
densidad Optica de células no tratadas como el

100% de proliferacion. En una etapa siguiente y

Célula en M1

Célula en M2
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teniendo presentes los resultados previosde viabilidad celular procedimos a realizar ensayos de
proliferacion con incorporacién de BrdU en cultivos que esencialmente son como en el
procedimiento previo, salvo con soportes de cultivo de 25cm2 de superficie con los protocolos
adaptados para tales dimensiones (Fresney, 2000)*. Se basan en la técnica de incorporacion de
analogos de la timina al momento de la replicacion del ADN durante el ciclo celular con
posterior diferenciacién de crométidas hermanas en cromosomas mitéticos como fue descripto
inicialmente por Perry y Wolf (1974)*. Se realizan los cultivos celulares con el objetivo de un
andlisis citogenético cuantitativo que permite estudiar los tiempos de generacion celular y
calcular el indicemitético para cada ensayo. Se procede con los cultivos como en una técnica de
citogenética convencional (Fresney, 2000)* y se realizaron los conteos en microscopio 6ptico
utilizando lentes de inmersion de 100X. EI método ha resultado ser muy eficiente para medir la
proliferacion celular siendo ain un método de eleccion en la comunidad cientifica especializada
en el tema como lo demuestran recientes publicaciones utilizando el método tradicional de los
afios 1970s (Madrigal- Bujaidar et al., 2017 ) y en concordancia con los lineamientos seguidos
desde la agencia EPA de los Estados Unidos (EPA, 1996).

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el test de chi cuadrado para verificar o
descartar la influencia de los derivados del cannabis en la proliferacién celular, con un intervalo

de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Con el fin de lograr los objetivos planteados, se llevo a cabo en el laboratorio de radiobiologia
de la Facultad de Medicina, el conteo de células en metafase. Se realizo la cuantificacion de las
células que se encontraban en la fase M1 y M2 del ciclo celular, para poder de este modo
determinar si los derivados de cannabis, a las concentraciones utilizadas, tenian efecto en la
proliferacion celular.

Para este estudio se utilizaron lineas celulares derivadas de tumores s6lidos humanos HelLa
(carcinoma de cuello uterino) y T24 (carcinoma de vejiga).

Se realizo analisis citogenético cuantitativo para estudiar los tiempos de generacion celular y
calcular el indice mitético para cada ensayo. Se procedid con los cultivos como una técnica de

citogenética convencional y se realizaron los conteos con microscopio optico.

En la totalidad de las lineas celulares expuestas a cannabinoides, no se puede afirmar que haya
un efecto claro sobre las fases del ciclo celular, ni que haya un importante efecto antimitotico
sobre dichas lineas celulares tumorales.

En la linea celular HeLa los resultados muestran que el THC presenta una proporcion de células
detenidas en M1 que varia entre 9% y 11%, con un promedio de 10,3%, evidenciando una
diferencia con el control de 5,3% (respecto al promedio). El CBD evidencia resultados
similares, aunque algo menores promedialmente (9,6%) con una diferencia con el control de
4,6%. Es de destacar la existencia de un valor que se aleja de los obtenidos en las demas
muestras de esta linea celular tratadas con CBD, que creemos podria ser obra de algin error del
observador o alglin artefacto a la hora de la manipulacién y/o preparado de la muestra. Con
respecto a la combinacion THC/CBD, la misma exhibié una detencion en M1 promedial de

17,6% (valores entre 13% y 21%), con una diferencia con el control de 12,6%.
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Por otra parte, en la linea celular T24, el THC mostro promedialmente una proporcion de células
en M1 de 19% (valores entre 10-24), con una diferencia con el control de 14%, al igual que el
CBD en la linea HeLa también se present6 un valor que difiere en mas del 50% con respecto a
los otros, que sospechamos se deba a las mismas causas que el anterior.

En cuanto al CBD el valor promedial fue de 23%, diferencidandose del control en un 19%, las
muestras expuestas a este compuesto mostraron variabilidad entre si mayores que las demas
muestras.

En cuanto a la combinacion de igual concentracion de las dos sustancias, mostro una media de
células en M1 de 8%, con una diferencia mucho menor que estos compuestos por separados

cuando se las compara con el control (4%).
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Todos estos resultados fueron analizados estadisticamente mediante el test de chi cuadrado, con
un intervalo de confianza del 95% con un valor p = 0,05 y para 4 grados de libertad obteniendo
un valor limite seglin la tabla de chi cuadrado de 9,488. En el analisis realizado para la linea de
células tumorales de HeLa, obtuvimos un valor de chi cuadrado de 19,6968 y para las lineas
celulares tumorales de T24, un valor de chi cuadrado de 16,4654. Podemos concluir que dentro

de un rango de 0 a 9,488 el resultado que obtuvimos para cada linea de células tumorales no se
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encuentra dentro de éste, por lo que rechazamos Ho. Es decir que las proporciones de células
que crecen, no son idénticas para las 5 diferentes categorias, existiendo una relacion entre la

condicion y fase de division celular (M1 y MII).
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DISCUSION

En base a los resultados obtenidos, los cuales han sido esquematizados en las tablas y graficos
adjuntos, se desprende el siguiente analisis.

Los resultados arrojados muestran que en la linea T24, el derivado cannédbico que globalmente
mostré mayor actividad antiproliferativa respecto a la poblacion control, fue el CBD. Estos
resultados son compatibles con los obtenidos en estudios previos como el llevado a cabo por
(Mohammed I. Khan y cols 2016)%! en el que se utilizé también un modelo tumoral de cancer de
vejiga y se comprobd que los cannabinoides retardaron el ciclo celular y por ende la progresion

tumoral.

De acuerdo a los resultados para la linea tumoral Hel.a, podriamos concluir que tanto el THC
como el CBD actuando por separado no logran los mismos resultados antiproliferativos que
actuando simultineamente en concentraciones iguales, lo que nos permite plantear la hipotesis

de la existencia de un posible efecto sinérgico entre dichos derivados.

En un analisis comparativo de ambos resultados pareceria evidenciar que en la linea celular
HeLa hay un mayor porcentaje de células en fase M2 que en la linea T24. Esto nos hace pensar
que existe una menor inhibicién de la proliferacion en la linea HelLa de carcinoma de cuello
uterino respecto a T24 cuando se exponen a los distintos derivados. Esto sin duda despierta
algunas interrogantes: ;Hay un impacto diferente de los cannabinoides sobre el ciclo celular
dependiendo de cual sea la linea celular involucrada? ;Pueden los diferentes cannabinoides
comportarse como antiproliferativos en algunas lineas celulares y pro proliferativos en otras?
(De qué depende esa diferencia? Son todas interrogantes que pueden ser dilucidadas en estudios
posteriores con una modalidad similar a la empleada, tal vez incluyendo mas lineas celulares
diferentes y comparandolas con los resultados obtenidos.

Otro de los resultados que nos llamo la atencion en este estudio es que la asociacion de ambos
cannabinoides THC/CBD impresiona tener un mayor efecto antiproliferativo en la linea HeLa
que en T24. En este ultimo la variacion respecto al control fue poco significativa. Lo cual podria
servir como base para plantear la hipotesis de que sobre algunas lineas celulares los
cannabinoides podrian tener un efecto sinérgico mientras que en otros el efecto antiproliferativo
parece mas bien atenuarse.

Si bien el objetivo general de este trabajo es estudiar el efecto antiproliferativo in vitro en lineas
celulares tumorales expuestas a diferentes derivados de cannabis, en base a los resultados

obtenidos podemos concluir que el ciclo celular se modifica en las lineas expuestas a cannabis
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respecto a las de la poblacion control.

Sin embargo, este estudio sirve como disparador de interesantes interrogantes; por una parte,
nos hace cuestionar acerca de las dosis utilizadas: si hubo un efecto antiproliferativo poco
importante, ;podré lograrse un efecto mayor a dosis superiores o inferiores? Es decir, ;Es este
resultado dosis-dependiente? A su vez también nos cuestionamos si existe diferente efecto
cuando se enfrenta una misma sustancia a diferentes lineas celulares tumorales, y si asi fuera ja
qué se deberia este cambio actividad antiproliferativa? ;esto podria tener en el futuro alguna
implicancia terapéutica?

Todas estas hipdtesis son formuladas en base a resultados de cultivos celulares in vitro como los
obtenidos en nuestro estudio o los que analizamos en la bibliografia al inicio de este trabajo.
Probablemente una de las mayores interrogantes y mas grandes desafios es determinar si estos
resultados son reproducibles in vivo, ya que es de gran interés saber como se comportarian estos
mismos compuestos en un medio mucho mas complejo que el de los cultivos celulares. ;El
estudio in vivo arrojaria resultados similares a los observados en el estudio in vitro? ;De qué
modo se puede lograr que los cannabinoides reconozcan las células diana o, en su defecto, un
tejido en particular, actuando sobre ellas sin generar efectos indeseados sobre la proliferacion de
otros tejidos?

Existe evidencia de que los cannabinoides pueden inducir la apoptosis en algunos tipos de
células no tumorales, especialmente en aquellas con un alto indice mitdtico como por ejemplo

las células endoteliales, (Blazquez et al., 2003.)>

Otra publicacion apoya solidamente la justificacion terapéutica para combinar THC con otros
componentes presentes en el cannabis. Se refiere ademds a que el impacto de los terpenoides
individuales sobre THC requieren de mas estudios en animales y ensayos clinicos. Una mejor
expectativa de la fitoquimica del cannabis puede ser un objetivo factible a través de una
investigacion adicional del efecto de acompafiamiento en esta versatil planta que puede
ayudarnos a cumplir su promesa como tesoro farmacologico, (John M. McPartland and Ethan B.

Russo, 2014.)%

20



UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URLIGUAY

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA

En base a los resultados obtenidos y al estudio estadistico aplicado a los mismos, dilucidamos
que los diferentes extractos de cannabis agregados a las lineas celulares tumorales estudiadas,
tienen un efecto antiproliferativo. Aunque no podemos afirmar con exactitud cudl de los
extractos tiene una mayor importancia en dicho efecto.

Esto podria ser un aporte mas, de un amplio caudal de estudios e investigaciones, en busca de la
mejor manera de introducir al cannabis y sus derivados como coadyuvancia en la terapéutica
antitumoral, y no limitdndose solo al tratamiento paliativo.

Este estudio abre una puerta mas para seguir investigando acerca de los tantos efectos de estos
compuestos que han sido largamente utilizados en el correr de la historia y sobre los cuales atin
se conoce tan poco, brindando nuevos lineamientos sobre los cuales partir para formular nuevas

teorias acerca de los efectos de los mismos.
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