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RESUMO 

 
A bexiga urinária é exposta constantemente a substâncias potencialmente prejudiciais 
presentes na urina, cuja exposição crônica pode levar a diversas patologias. Dentre estas 
patologias está a cistite hemorrágica que é uma condição inflamatória grave da bexiga 
associada ao uso de fármacos quimioterápicos, como a ciclofosfamida. É descrito que a 
exposição em longo prazo à ciclofosfamida aumenta o risco de desenvolvimento do 
câncer de bexiga, o qual é caracterizado como sendo a segunda neoplasia mais comum 
do trato urinário e o sétimo câncer mais prevalente entre homens no mundo. Alterações 
na sinalização purinérgica têm sido evidenciadas em diferentes patologias associadas à 
bexiga urinária. De fato, o sistema purinérgico tem emergido como um potencial alvo a 
ser estudado. Portanto, nesta tese buscou-se avaliar o envolvimento da sinalização 
purinérgica em um modelo in vivo de cistite hemorrágica e em um modelo in vitro de 
câncer de bexiga. No intuito de identificar estratégias preventivas e tratamentos eficazes 
para reduzir a morbidade e a mortalidade associadas à cistite hemorrágica, a espécie 
Uncaria tomentosa foi investigada, devido a sua ampla utilização em casos de 
inflamação crônica e doenças do trato urinário. A partir dos estudos conduzidos in vivo, 
demonstramos que o tratamento sistêmico com a fração purificada de glicosídeos do 
ácido quinóvico de U. tomentosa foi capaz de prevenir os eventos nociceptivos e 
inflamatórios associados à cistite hemorrágica. A diminuição da expressão dos 
receptores P2X7, provavelmente pela inibição da migração dos neutrófilos ao local da 
inflamação foi observada, evidenciando propriedades anti-inflamatórias promissoras 
para esta fração podendo, no futuro, se tornar um agente terapêutico potencial no 
tratamento desta patologia. Para o câncer de bexiga músculo invasivo, a cistectomia 
radical é considerada o tratamento padrão, porém está associada à morbidade 
significativa. Na tentativa de proporcionar uma melhor qualidade de vida aos pacientes, 
o interesse por abordagens terapêuticas que visam à preservação da bexiga urinária tem 
aumentado. Neste sentido, a radioterapia tem recebido destaque por ser uma modalidade 
de tratamento já utilizada. Desta forma, investigamos os efeitos da radioterapia sobre a 
sinalização purinérgica em linhagem celular de câncer de bexiga humano T24. Dentre 
os receptores expressos pelas células T24, o receptor P2X6 apresentou aumento 
expressivo após a radioterapia. A partir da análise de pacientes com câncer de bexiga 
(Kaplan-Meier), evidenciamos a relação existente entre a alta expressão deste receptor e 
o aumento da taxa de sobrevivência. Na sequência, o provável envolvimento da família 
das ectonucleotidases nos efeitos da radioterapia na linhagem celular T24 também foi 
avaliado. Observamos que a sinalização purinérgica, principalmente via hidrólise do 
ATP à adenosina pela ação combinada de ectoenzimas demonstrou papel importante no 
tratamento radioterápico in vitro. A indução transitória da expressão da enzima ecto-
5’NT/CD73 pela radioterapia também foi observada, sendo a adenosina gerada a 
responsável por contribuir na morte celular. O papel crucial da ecto-5’NT/CD73 na 
radiossensibilização das células foi confirmado pela inibição farmacológica e pelo uso 
do nocaute da enzima. Em conjunto, os resultados in vitro demonstraram que a 
vantagem da radioterapia parece ser alcançada naqueles pacientes que expressam o 
receptor P2X6 e a enzima ecto-5’NT/CD73 na área tumoral, podendo no futuro, ambos 
serem considerados possíveis marcadores para prever a eficácia da resposta à 
radioterapia para o tratamento do câncer de bexiga. Por fim, a realização do ensaio 
radiométrico frente à ecto-5’NT/CD73 evidenciou o potente efeito inibitório do ácido 
ursólico sobre esta enzima, cujo potencial também foi confirmado frente à linhagem 
celular T24. 
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ABSTRACT 

 
The urinary bladder is constantly exposed to potentially harmful substances in the urine, 
whose chronic exposure can lead to various diseases. Among these pathologies the 
hemorrhagic cystitis is a severe inflammatory condition of the bladder associated with 
the use of chemotherapeutic drugs, such as cyclophosphamide. It has been reported that 
long-term exposure to cyclophosphamide increases the risk of developing bladder 
cancer, which is characterized as being the second most common cancer of the urinary 
tract and the seventh most common cancer among men in the world. Alterations in the 
purinergic signaling have been shown in diseases associated with urinary bladder. In 
fact, the purinergic signaling has emerged as a potential target to be studied. Therefore, 
this thesis sought to evaluate the involvement of purinergic signaling in an in vivo 
model of hemorrhagic cystitis and in an in vitro model of bladder cancer. In order to 
identify preventive strategies and effective treatments to reduce morbidity and mortality 
associated with hemorrhagic cystitis, the Uncaria tomentosa species was investigated 
due to its wide use in cases of chronic inflammation and urinary tract diseases. From 
studies conducted in vivo, we demonstrated that systemic treatment with the quinovic 
acid glycosides purified fraction from U. tomentosa was able to prevent nociceptive and 
inflammatory events associated with hemorrhagic cystitis. The decreased expression of 
the P2X7 receptor was observed, most likely by the reduction of neutrophils migration 
to the site of inflammation. Therefore, this investigation has shown promising anti-
inflammatory properties for this fraction, which may in the future become a potential 
therapeutic agent for the treatment of this pathology. For bladder muscle invasive 
cancer, although radical cystectomy has been considered the standard treatment is still 
associated with significant morbidity. In an attempt to provide a better quality of life for 
patients, interest in therapeutic approaches aimed the preservation of the urinary bladder 
have increased. In this regard, the radiotherapy has been highlighted by being a 
treatment modality already used. Thus, we investigated the effects of radiation on the 
purinergic signaling in T24 human bladder cancer cell line. Among the receptors 
expressed by T24 cells, the P2X6 receptor showed significant increase after 
radiotherapy. From the analysis of patients with bladder cancer (Kaplan-Meier), we 
noticed the relationship between high expression of this receptor and increased survival 
rate. Following, the involvement of ectonucleotidases after irradiation exposure in T24 
cell line was also evaluated. The purinergic signaling, mainly through hydrolysis of 
ATP to adenosine by the combined action of ectoenzymes, demonstrated important role 
in radiotherapy in vitro. The transient induction of ecto-5’NT/CD73 expression by 
radiotherapy was also observed, being the adenosine generated a possible responsible in 
T24 cell death. The crucial role of ecto-5’NT/CD73 in the radiosensitization of the cells 
was confirmed by pharmacological inhibition and the use of the enzyme knockout. 
Taken together, the in vitro results demonstrate that the benefit of radiation therapy 
appears to be achieved in those patients that express the P2X6 receptor and the enzyme 
ecto-5’NT/CD73 in the tumor area, and in the future both may be considered potential 
markers for predicting the effectiveness response to radiotherapy for the treatment of 
bladder cancer. Finally, the radiometric ecto-5’NT/CD73 assay showed the potent 
inhibitory effect of ursolic acid on this enzyme, whose potential was also confirmed 
through the T24 cell line. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está organizada em seções dispostas da seguinte maneira: Introdução, 

Objetivos, Resultados, Discussão, Conclusões, Perspectivas, Referências Bibliográficas 

e Anexos. 

A Introdução apresenta a fundamentação teórica que nos levou a formular as 

hipóteses propostas da tese, dispostas no item Objetivos. 

Na seção Resultados estão expostos os materiais e métodos utilizados para a 

realização deste trabalho, assim como os resultados obtidos, descritos em formato de 

artigo científico completo publicado, submetido ou a ser submetido para publicação. 

A seção Discussão contém uma interpretação geral dos resultados obtidos nos 

diferentes artigos científicos. 

A seção Conclusões aborda as conclusões gerais obtidas na tese. 

Na seção Perspectivas estão expostas as sugestões de continuidade deste 

trabalho que poderão constituir novos projetos científicos, dando continuidade à linha 

de pesquisa. 

A seção Referências Bibliográficas lista as referências utilizadas na redação dos 

itens Introdução e Discussão da tese. 

A seção Anexos contém certificado de aprovação do comitê de ética, laudo de 

certificação botânica e autorização de importação da espécie vegetal estudada, e lista de 

artigos científicos publicados como autora e em coautoria durante o período do 

doutorado.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A bexiga urinária 

A bexiga urinária é revestida internamente pelo urotélio, que é formado pelas 

células superficiais “umbrella”, células intermediárias e células basais, as quais se 

apoiam sobre uma membrana basal. Abaixo desta membrana está o tecido conectivo 

suburotelial, denominado de lâmina própria ou submucosa. O músculo liso detrusor 

corresponde à camada mais externa da bexiga urinária, sendo circundado pelo tecido 

conjuntivo adiposo e pelo peritônio (Figura 1) (Wu et al., 2009; Winder et al., 2014).  

 

4 5
6

1

3

membrana basal (2)

tecido conjuntivo

adiposo (5)

peritônio (6)

urotélio (1)

lâmina própria (3)

músculo detrusor (4)

 

Figura 1. Camadas que estruturalmente compõem a bexiga. [Imagem reproduzida e 

adaptada de Birder, Andersson, 2013.] 

 

O urotélio apresenta alta taxa de turnover (aproximadamente 200 dias), o que é 

funcionalmente desejável, considerando que ele é uma barreira de permeabilidade 

constante e altamente eficiente que protege o corpo contra substâncias potencialmente 

prejudiciais presentes na urina (Wu et al., 2009; Birder, Andersson, 2013; Winder et al., 
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2014). No entanto, quando o urotélio é exposto de forma constante a carcinógenos 

excretados pela urina, ele pode se tornar inflamado, induzindo a morte das células 

uroteliais e, então, ao desenvolvimento da cistite (Huan et al., 2006; Haldar et al., 2014), 

podendo progredir a câncer, quando não tratado adequadamente (Park et al., 2014).  

 

1.1.1 Cistite hemorrágica 

1.1.1.1 Etiologia  

Embora a etiologia da cistite hemorrágica seja variável, os fármacos 

quimioterápicos e a radioterapia são as causas mais frequentes (Manikandan et al., 

2010; Haldar et al., 2014). As oxafosforinas (ciclofosfamida e ifosfamida) e o busulfano 

estão dentre os fármacos causadores da cistite hemorrágica. Sua ocorrência também tem 

sido observada após a radioterapia para o tratamento de carcinomas próximos à região 

pélvica (Cox, 1979; Pode et al., 1983; Manikandan et al., 2010; Haldar et al., 2014). 

Ainda, pode estar relacionada a outras classes medicamentosas (antibióticos e anti-

inflamatórios não esteroides), infecções virais, bacterianas, fúngicas ou parasitárias e/ou 

agentes tóxicos (anilina e toluidina) (Traxer et al., 2001; Manikandan et al., 2010).   

 

1.1.1.1.1 Ciclofosfamida: um dos principais determinantes da cistite hemorrágica 

A ciclofosfamida é um dos fármacos antineoplásicos mais efetivos no tratamento 

de tumores sólidos (câncer de mama e linfoma), bem como de doenças malignas de 

células B, sendo também utilizada como imunossupressora em doenças não neoplásicas, 

como síndrome nefrótica, lúpus e artrite reumatóide (Dobrek, Thor, 2012). No entanto, 

o uso da ciclofosfamida está associado a manifestações tóxicas como imunotoxicidade, 

teratogenicidade, genotoxicidade e urotoxicidade (Bhatia et al., 2008). Destas, os efeitos 

colaterais urológicos são os principais limitantes do seu uso, incluindo sintomas 
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urinários irritativos, tais como cistite hemorrágica, fibrose da bexiga e necrose (Bhatia 

et al., 2006).  

A ciclofosfamida é um fármaco inativo até sofrer metabolização hepática, via 

hidroxilação enzimática microssomal, dando origem a 4-hidroxiciclofosfamida e a seu 

tautômero acíclico, a aldofosfamida. A 4-hidroxiciclofosfamida e a aldofosfamida são 

transportadas pela circulação até as células tumorais, onde a 4-hidroxiciclofosfamida 

pode ser oxidada produzindo metabólitos inativos (4-cetociclofosfamida e 

carboxifosfamida), enquanto a aldofosfamida é clivada produzindo uma mostarda de 

fosforamida, que é a forma ativa, e a acroleína, responsável pela toxicidade ao urotélio 

(Figura 2) (Wong et al., 2000; Rang et al., 2004). Deste modo, a urotoxicidade da 

ciclofosfamida está relacionada à excreção renal da acroleína (Haldar et al., 2014).  

 

Vias de inativação Vias de ativação

Ciclofosfamida (CPA)

4-Hidroxi CPA

Aldofosfamida

AcroleínaMostarda de fosforamida

Carboxi CPA

4-ceto CPA

N-Decloroetil CPA
CYP2A6

CYP2B6

CYP2C19

CYP2C9

CYP3A4/5

 

Figura 2. Metabolismo da ciclofosfamida. [Imagem reproduzida e adaptada de Stearns 

et al., 2006.] 
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Batista et al. (2006) demonstraram em modelo de camundongo, que a toxicidade 

induzida por ciclofosfamida é atribuída, principalmente, ao metabólito acroleína, que 

em contato direto com o urotélio pode causar edema subepitelial, ulceração, 

neovascularização, hemorragia e necrose. A migração massiva de neutrófilos é outra 

característica da cistite induzida por ciclofosfamida, como indicado pelo aumento da 

atividade da mieloperoxidase no tecido da bexiga (Martins et al., 2012). 

A acroleína ao acumular-se na bexiga urinária, diretamente cliva proteínas e 

cadeias do DNA, culminando com uma reação piroapoptótica no urotélio, com 

ulceração e exposição da musculatura e vasos sanguíneos (Haldar et al., 2014). Cerca de 

2 a 40% dos pacientes tratados com ciclofosfamida desenvolvem cistite hemorrágica, 

com o aparecimento de hematúria 48 horas após o tratamento (Manikandan et al., 2010). 

 

1.1.1.2 Mediadores pró-inflamatórios envolvidos 

Tem-se demonstrado que a acroleína promove aumento da liberação de 

mediadores pró-inflamatórios tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a 

interleucina-1 beta (IL-1β), a ciclooxigenase-2 (COX-2) e o óxido nítrico (NO), os 

quais estão diretamente envolvidos na patogênese da cistite no urotélio da bexiga em 

resposta à terapia com ciclofosfamida (Ribeiro et al., 2002; Hu et al., 2003).  

 

1.1.1.3 Apresentação clínica    

A cistite hemorrágica é uma condição inflamatória da bexiga urinária que causa 

dor intensa, hematúria e sintomas urinários irritativos, podendo ser classificada 

conforme a sua gravidade (Tabela 1) (Manikandan et al., 2010; Haldar et al., 2014). 
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Tabela 1. Graduação da cistite hemorrágica conforme definição de Droller et al. (1982). 

[Adaptado de Payne et al., 2013.] 

Grau/Sintomas 

0 –    Sem sintomas de irritação vesical ou hemorragia 

I –     Hematúria não visível 

II –    Hematúria macroscópica 

III –   Hematúria macroscópica com pequenos coágulos 

IV – Hematúria macroscópica causando obstrução do trato urinário, com necessidade de 
evacuação do coágulo 

 

A manifestação severa desta patologia é caracterizada por eventos inflamatórios 

intensos como: dor, edema, hemorragia, ulceração, necrose, infiltração de células 

inflamatórias (neutrófilos) e, raramente, carcinoma das células uroteliais da bexiga 

(Santos Jr et al., 2010; Manikandan et al., 2010; Haldar et al., 2014).  

 

1.1.1.4 Tratamento 

Considerando que a acroleína é reconhecida como o agente tóxico da cistite 

hemorrágica induzida por ciclofosfamida, a necessidade de prevenir esta doença pela 

inativação deste composto se torna evidente. Alternativas como hidratação, diurese 

vigorosa e irrigação contínua da bexiga vêm sendo utilizadas para diminuir a duração da 

exposição do urotélio à acroleína. Agentes como o 2-mercaptoetanosulfonato de sódio 

(Mesna) que detoxificam a ciclofosfamida e seus metabólitos têm sido usados, apesar da 

detoxificação da acroleína não prevenir completamente os sintomas da cistite 

hemorrágica (Zupancic et al., 2008; Manikandan et al., 2010). Mesna é um fármaco 

clinicamente utilizado para prevenir a ocorrência da cistite hemorrágica em pacientes 

sob tratamento com a ciclofosfamida (Batista et al., 2006; Haldar et al., 2014), cuja ação 

é se ligar a acroleína formando um composto atóxico; porém, sem anular a atividade do 

fármaco antitumoral (Morais et al., 1999). Contudo, Mesna não tem se mostrado 
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eficiente quando a lesão já está estabelecida (Morais et al., 1999; Haldar et al., 2014). 

Consequentemente, outros métodos têm sido utilizados, como instilação intravesical de 

salina, formalina, nitrato de prata e prostaglandinas; administração oral de dissulfiram e 

de N-acetilcisteína; e terapia com oxigênio hiperbárico. Em casos severos, a cistite 

hemorrágica está associada com morbidade significativa, hospitalização prolongada e 

mortalidade ocasional, e pode exigir medidas mais agressivas, como desvio supravesical 

urinário e cistectomia (Manikandan et al., 2010; Payne et al., 2013; Haldar et al., 2014; 

Janicki et al., 2016). 

 

1.1.2 Câncer de bexiga 

1.1.2.1 Epidemiologia 

O câncer de bexiga é o décimo primeiro câncer de maior incidência no mundo. É 

o sétimo câncer mais frequente em homens e uma das neoplasias mais prevalentes que 

afetam o trato urinário, sendo no ano de 2015, o responsável por aproximadamente 

468.400 novos casos e 179.800 mortes (GLOBOCAN, 2012). Conforme dados do 

Instituto Nacional do Câncer, para o ano de 2016 estão previstos 9.670 novos casos de 

câncer de bexiga no nosso país, sendo que destes, 850 se referem a novos casos no 

estado do Rio Grande do Sul (INCA, 2016). 

O câncer de bexiga apresenta frequência três vezes maior em homens que em 

mulheres e uma maior incidência em países desenvolvidos (Ploeg et al., 2009; Knowles, 

Hurst, 2015). Devido ao aumento da exposição aos fatores de risco, crescimento e 

envelhecimento da população mundial é previsto que ocorra um aumento significativo 

na incidência deste câncer também nos países em desenvolvimento (Ploeg et al., 2009). 

 

1.1.2.2 Origem  



25 

 

O câncer de bexiga pode ser de origem urotelial ou mesenquimal. Aqueles de 

origem urotelial constituem a grande maioria dos tumores, sendo o carcinoma urotelial 

o mais frequente (90%). Os tipos restantes incluem o adenocarcinoma, o carcinoma de 

células escamosas e outros tipos histológicos raros. Tumores de origem mesenquimal 

correspondem aos sarcomas, que são característicos de grandes tumores sólidos. 

Representam de 1-5% dos tumores vesicais e, em geral, são raros (Netto Jr, 1999; 

Cotran et al., 2000; Knowles, Hurst, 2015).  

 

1.1.2.3 Fatores de risco 

A idade é o fator de risco mais significativo para o desenvolvimento do câncer 

de bexiga, sendo a idade média no momento do diagnóstico, de aproximadamente 55 a 

70 anos (Ploeg et al., 2009; Jacobs et al., 2010; Knowles, Hurst, 2015).  

Exposições ambientais também têm sido identificadas como as responsáveis pela 

maioria dos casos de câncer de bexiga. Entre os fatores de risco ambientais identificados 

estão o tabagismo e a exposição a compostos cancerígenos ocupacionais, tais como 

benzeno, aminas aromáticas, hidrocarbonetos policíclicos, solventes, metais pesados, 

diesel, ingestão e exposição ao arsênio. Outros fatores de risco incluem a exposição 

pélvica à radioterapia, inflamação e infecções crônicas e o uso abusivo de analgésicos e 

de ciclofosfamida (Jacobs et al., 2010; Griffiths, 2013; Knowles, Hurst, 2015). O 

tabagismo é indicado como o fator de risco ambiental mais proeminente, sendo 

responsável por mais de 50% do total dos cânceres de bexiga (Griffiths, 2013; Knowles, 

Hurst, 2015). As infecções crônicas da bexiga também aumentam o risco deste câncer, 

sendo mais frequente entre os indivíduos que abrigam o parasita Schistosoma 

haematobium (Ploeg et al., 2009). A exposição em longo prazo à ciclofosfamida 

aumenta de quatro a nove vezes o risco de desenvolvimento do câncer de bexiga 
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(Cotran et al., 2000; Griffiths, 2013). Embora o envolvimento do histórico familiar não 

seja evidente, estudos sugerem que polimorfismos nos genes NAT2 (N-acetyltransferase 

2) e GSTM1 (glutationa S-transferase-µ1) são responsáveis por 31% dos casos de 

câncer de bexiga (García-Closas et al., 2005). 

 

1.1.2.4 Apresentação clínica  

 A hematúria indolor é a sintomatologia mais frequente, acometendo 

aproximadamente 85% dos pacientes. A irritabilidade vesical caracterizada por disúria, 

polaciúria e urgência miccional é outra manifestação clínica geralmente associada a 

tumores mais agressivos. Dor lombar e pélvica e edema dos membros inferiores são 

sinais e sintomas secundários, decorrentes de metástases ou comprometimento de 

órgãos próximos à bexiga (Netto Jr, 1999; Jacobs et al., 2010; Park et al., 2014). 

 

1.1.2.5 Diagnóstico, classificação e estadiamento 

A investigação diagnóstica inicial geralmente envolve cistoscopia e citologia 

urinária. A cistoscopia é o padrão ouro para a detecção de novos e recorrentes casos e 

para o estadiamento do câncer de bexiga (Griffiths, 2013; Park et al., 2014). A citologia 

urinária consiste de um método não invasivo de alta especificidade para doença de alto 

grau. Em contrapartida, devido à baixa sensibilidade, apresenta uso limitado para 

doença de baixo grau. Os marcadores tumorais detectáveis na urina,  apesar de 

promissores, até o momento não apresentam acurácia suficiente para serem substituídos 

pela cistoscopia ou citologia (Agarwal et al., 2008; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 

2015). 

A partir da biopsia, os tumores de bexiga são classificados conforme a 

graduação tumoral, que é baseada na aparência microscópica e na profundidade da 
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invasão. De acordo com os critérios da Organização Mundial da Saúde (WHO) de 1973, 

tumores papilares eram classificados como graus 1, 2 e 3. A partir de 2004, a WHO e a 

Sociedade Internacional de Urologia Patológica (ISUP), recomendaram a utilização de 

uma nova classificação, onde tumores papilares são agora classificados como 

malignidade urotelial papilar de baixo potencial maligno (PUNLMP; equivalente ao 

grau 1), carcinoma urotelial papilar de baixo ou alto grau (grau 2) ou carcinoma 

urotelial papilar de alto grau (grau 3) (Figura 3) (Jacobs et al., 2010; Knowles, Hurst 

2015).  

a
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Figura 3. Extensão do câncer de bexiga. a) Estadiamento do câncer de bexiga de acordo 

com o sistema tumor-nódulo-metástase (TNM). b) Classificação do câncer de bexiga de 

acordo com os critérios estabelecidos pela WHO 1973 e pela WHO/ISUP 2004. 

[Imagem reproduzida e adaptada de Knowles, Hurst, 2015.] 

 

O carcinoma urotelial é o tipo histológico predominantemente diagnosticado em 

países ocidentais, representando 90% de todos os casos de câncer de bexiga (Park et al., 

2014; Knowles, Hurst, 2015). Estes tumores são classificados usando o sistema tumor-

nódulo-metástase (sistema TNM), onde T representa a extensão clínica do tumor, N os 

linfonodos comprometidos e M a presença de metástase, conforme demonstrado na 

Tabela 2 (Knowles, Hurst, 2015).  
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Tabela 2. Sistema TNM utilizado para descrever a extensão da invasão (Tis-T4) e as 

características celulares do câncer de bexiga. [Adaptado de Jacobs et al., 2010.] 

Tumor primário (T) 

TX – Tumor primário não pode ser avaliado  

T0 – Sem evidência de tumor primário 

Tis – Carcinoma in situ: “tumor plano” 

Ta – Carcinoma papilar não invasivo 

T1 – Tumor invade a lâmina própria 

T2 – Tumor invade a musculatura própria 

pT2a – Tumor invade a musculatura própria superficial (metade interna) 

pT2b – Tumor invade a musculatura própria profunda (metade externa) 

T3 – Tumor invade o tecido perivesical 

pT3a – Microscopicamente 

pT3b – Macroscopicamente (massa extravesical) 

T4 – Tumor invade estroma prostático, vesícula seminal, útero, vagina, parede pélvica e/ou 
parede abdominal 

T4a – Tumor invade próstata, útero ou vagina  

T4b – Tumor invade parede pélvica ou abdominal 

Linfonodos regionais (N) 

Linfonodos regionais incluem ambas as regiões de drenagem primária e secundária. Todos os 
outros nódulos acima da bifurcação aórtica são considerados linfonodos distantes. 

NX – Linfonodos regionais não podem ser avaliados  

N0 – Ausência de metástase em linfonodos regionais 

N1 – Metástase em um único linfonodo regional na pelve (linfonodos hipogástrico, obturador, 
ilíaca externa ou pré-sacral) 

N2 – Metástases múltiplas em linfonodo regional na pelve (metástases nos linfonodos 
hipogástrico, obturador, ilíaca externa ou pré-sacral) 

N3 – Metástases dos linfonodos para os linfonodos ilíacos comuns  

Metástase distante (M) 

M0 – Ausência de metástase à distância 

M1 – Presença de metástase à distância 
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O câncer de bexiga é uma doença heterogênea classificada com base na sua 

progressão e ocorrência, em: câncer de bexiga não invasivo, câncer de bexiga músculo 

invasivo ou metastático (Kirkali et al., 2005; Park et al., 2014). Cerca de 70-75% dos 

tumores de bexiga são diagnosticados como câncer de bexiga não invasivo e de baixo 

grau, envolvendo os estágios clínicos Tis, Ta e T1 (Figura 3) (Kirkali et al., 2005; 

Griffiths, 2013; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). Em geral apresentam um bom 

prognóstico, sendo que aproximadamente 90% dos pacientes sobrevivem por 5 anos. 

Contudo, em torno de 50-70% desses pacientes apresentam recorrências dentro de 6-12 

meses, com desenvolvimento de doença invasiva ou metastática em 10-15% dos 

pacientes (Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). Aproximadamente 20-25% dos 

cânceres de bexiga são diagnosticados como tumores músculo invasivo (T2-T4) (Figura 

3), estando associados com significativo risco de metástases subsequentes (50%) e uma 

taxa de sobrevivência significativamente reduzida de 5 anos (~50%). Os pacientes que 

desenvolvem doença metastática apresentam uma média de sobrevivência de 12-15 

meses, demonstrando a natureza agressiva desta doença (Dudek et al., 2013; Griffiths, 

2013; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015).  

 

1.1.2.6 Tratamento 

O tratamento do câncer de bexiga varia conforme a natureza invasiva do tumor. 

Tumores não invasivos podem ser removidos por ressecção transuretral, seguido de 

quimioterapia ou imunoterapia adjuvante para a prevenção da recorrência (Dudek et al., 

2013; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). A administração intravesical do Bacillus 

Calmette-Guerin (BCG) após a ressecção transuretral, tem sido o tratamento mais 

efetivo contra o câncer de bexiga não invasivo. A instilação da BCG induz 

citotoxicidade direta e uma resposta imune localizada que é capaz de eliminar as células 
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cancerígenas (Schenkman, Lamm, 2004; Knowles, Hurst, 2015; Wu et al., 2015). No 

entanto, os efeitos adversos da terapia da BCG, tais como cistite (~80% dos pacientes), 

hematúria, irritação da bexiga, mal-estar e febre são comuns, e aproximadamente 40% 

dos pacientes não respondem a este tratamento, ocorrendo a progressão tumoral durante 

a terapia (Payne et al., 2013; Schenkman, Lamm, 2004; Wu et al., 2015).   

O tratamento de tumor músculo invasivo requer cistectomia radical seguido de 

desvio urinário ou radioterapia. Quimioterapia neoadjuvante é recomendada antes do 

tratamento definitivo. A combinação da quimioterapia e radioterapia é indicada devido à 

alta taxa de progressão para doença metastática (Griffiths, 2013; Knowles, Hurst, 2015).  

 Devido à necessidade da vigilância constante do paciente, de tratamentos 

repetidos para a doença recorrente e dos custos das complicações associadas ao 

tratamento, o câncer de bexiga é considerado o câncer mais dispendioso (Jacobs et al., 

2010; Knowles, Hurst, 2015).  

 

1.2 Sinalização purinérgica: abordagem na bexiga urinária 

1.2.1 Nucleotídeos extracelulares  

Nucleotídeos e nucleosídeos representam uma importante e ubíqua classe de 

moléculas sinalizadoras que exercem diversos efeitos biológicos (Yegutkin, 2008). A 

adenosina 5’-trifosfato (ATP) é um exemplo de nucleotídeo púrico que, além de agir 

intracelularmente como molécula energética, também age como uma potente molécula 

de sinalização no meio extracelular (Yegutkin, 2008; Burnstock, 2014). Na bexiga 

urinária o ATP é a molécula de sinalização que exerce papel crucial tanto na sensação 

de plenitude quanto em muitas alterações da bexiga (Burnstock, 2014; Winder et al., 

2014). 
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O ATP é liberado do urotélio em resposta a distensão da superfície urotelial da 

bexiga urinária, provavelmente iniciada pelo aumento da tensão nas células umbrella 

(Wang et al., 2005; Birder, Andersson, 2013; Winder et al., 2014). A liberação do ATP 

pelas células uroteliais também pode ser induzida por mediadores presentes na urina, 

mediadores liberados de processos neuronais e em resposta a inflamação e/ou morte 

celular (Yegutkin, 2008; Winder et al., 2014). A liberação do ATP no urotélio ocorre 

principalmente por meio do transporte vesicular ou exocitose (Wang et al., 2005) e, em 

pequena extensão, pelos hemicanais de panexinas (Negoro et al., 2013; Timóteo et al., 

2014). O ATP pode ser liberado do urotélio a partir de ambos os compartimentos da 

parede da bexiga urinária (mucosa – recobre a porção interna; serosa – recobre a porção 

externa do órgão) e, assim, atuar como um importante mediador autócrino e parácrino, 

respectivamente, por meio da ativação de receptores específicos denominados de 

receptores purinérgicos (Wang et al., 2005; Birder, Andersson, 2013; Winder et al., 

2014).  

A sinalização na bexiga urinária é finamente ajustada à maquinaria das 

moléculas de sinalização e dependente do tipo de receptores purinérgicos expressos bem 

como da expressão de enzimas denominadas ectonucleotidases (Winder et al., 2014). 

Em relação à concentração de ATP no espaço extracelular (nanomolar), esta é regulada 

tanto pela liberação do nucleotídeo como pela sua hidrólise pelas ectonucleotidases. É 

proposto que devido à presença destas enzimas na parede da bexiga, a meia-vida do 

ATP liberado pelo urotélio é encurtada (Lewis, Lewis, 2006). Como consequência, a 

adenosina passa a ser o nucleosídeo que alcança concentrações mais altas no meio 

extracelular, tanto via ação das ectonucleotidases, como também pela liberação de 

adenosina pelo próprio urotélio por mecanismo de estiramento da bexiga urinária 

(Winder et al., 2014). 
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Na bexiga urinária, a sinalização purinérgica tem, portanto, papel essencial, 

principalmente na contração e no relaxamento muscular durante os ciclos miccionais. 

Para iniciar a micção, terminações parassimpáticas liberam ATP estimulando a 

contração do músculo liso da bexiga, via receptor purinérgico P2X1. A enzima 

NTPDase 1 é capaz de hidrolisar dois fosfatos do ATP e assim converter rapidamente 

ATP em AMP que é então hidrolisado à adenosina pela ecto-5’-nucleotidase/CD73, 

cessando o efeito do ATP sobre os receptores P2X1 e facilitando o relaxamento 

muscular via receptores A2B. Assim, o ATP é considerado um “efetor duplo” porque é 

responsável tanto pela fase de contração quanto pela fase de relaxamento muscular no 

reflexo da micturação, via ação coordenada das enzimas NTPDase 1 e ecto-5’-

nucleotidase/CD73 (Yu et al., 2011). 

 

1.2.2 Receptores purinérgicos  

Na membrana celular estão ancorados os receptores purinérgicos, um dos grupos 

de receptores mais antigos evolutivamente (Burnstock, Verkhratsky, 2009). Estes 

receptores estão divididos em P1 e P2 (Figura 4), sendo os P1 preferencialmente 

ativados pela adenosina enquanto os P2 são ativados por uma variedade de nucleotídeos 

(ATP, ADP, UTP e UDP) (Ralevic, Burnstock, 1998). A identificação da existência 

destas duas famílias de receptores de membrana foi descrita pela primeira vez em 1978 

(Burnstock, 1978) e, mais tarde, os receptores com preferência por nucleosídeos di- e 

trifosfatados (P2) foram subdivididos em receptores P2X e P2Y, com base na sua 

estrutura molecular, mecanismo de ação e propriedades farmacológicas (Burnstock, 

Kennedy, 1985). 
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Receptores P2 Receptores P1

N-terminal N-terminal

C-terminal C-terminal

 
 
Figura 4. Topografia de membrana dos receptores purinérgicos. [Imagem reproduzida e 

adaptada de Abbracchio et al., 2009.] 

 

1.2.2.1 Receptores P2X 

Os receptores P2X são canais catiônicos sensíveis ao ATP e presentes em 

diversos organismos, indicando que a sinalização do ATP via estes receptores é um 

mecanismo comum (Jarvis, Khakh, 2009). Até o momento, sete membros desta família 

foram identificados: P2X1 a P2X7 (Burnstock, 2004).  

Os receptores P2X são trímeros proteicos transmembrana (Figura 4), cuja 

diversidade dos fenótipos é determinada por ligações de subunidades individuais. Com 

exceção dos receptores P2X6, os quais não formam homoméricos funcionais, os demais 

receptores são classificados em homoméricos (subunidades codificadas pelo mesmo 

gene; P2X1-P2X5 e P2X7) ou em heteroméricos (subunidades codificadas por genes de 

diferentes receptores P2X; P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6, P2X4/5, P2X4/6 

e P2X4/7) (Burnstock, 2006; Abbracchio et al., 2009; Compan et al., 2012).  

A ativação dos receptores P2X resulta em permeabilidade celular rápida (~10ms) 

e seletiva de cátions (Na+/K+/Ca2+) pela abertura de canais iônicos na membrana 

plasmática (North, 2002). Na presença de baixas concentrações de ATP (micromolar) 

todos os receptores P2X promovem a abertura dos canais iônicos. No entanto, quando 

na presença de altas concentrações de ATP (milimolar) ou em resposta a ativação 
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repetida ou prolongada, o receptor P2X7 pode também promover a abertura de poros 

que são permeáveis a grandes moléculas orgânicas (600 – 800 Da) (Alves et al., 2014;  

Sperlágh, Illes, 2014). 

Apesar de contradições na literatura, foi demonstrado que o urotélio da bexiga 

urinária sadia de humanos expressa os receptores P2X2, P2X3, P2X4 e P2X5 (Tempest et 

al., 2004; Shabir et al., 2013). Outros estudos, porém, apontam que os sete receptores 

P2X estão presentes no urotélio de várias espécies (Khandelwal et al., 2009). 

 

1.2.2.2 Receptores P2Y 

Os receptores P2Y são receptores acoplados à proteína G e caracterizados por 

sete domínios proteicos transmembrana, cuja cauda N-terminal está voltada para o meio 

extracelular e a C-terminal para o meio intracelular (Figura 4). A cauda C-terminal 

apresenta diversidade estrutural entre os receptores P2Y, assim influenciando o grau de 

acoplamento com as proteínas Gq/11, Gs e Gi. Com base nisto, dois grupos são 

reconhecidos. O grupo dos receptores P2Y1,2,4,6,11 os quais majoritariamente acoplam à 

proteína Gq/11 induzindo a liberação de cálcio intracelular via ativação da fosfolipase C e 

inositol trifosfato (IP3); e o grupo dos receptores P2Y12,13,14 os quais acoplam à proteína 

Gi/o modulando os canais iônicos, com consequente inibição da adenilato ciclase 

(Burnstock, 2006; Abbracchio et al., 2009).  

Atualmente oito receptores P2Y (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) foram identificados e 

caracterizados quanto a sensibilidade a nucleotídeos de adenina, uracila ou ambos. 

Alguns destes receptores são ativados principalmente por nucleosídeos difosfatados 

(P2Y1,6,12,13), enquanto outros por nucleosídeos trifosfatados (P2Y2,4). Adicionalmente, 

alguns são ativados por ambos os nucleotídeos púricos e pirimídicos (P2Y2,4,6), 

enquanto outros somente por nucleotídeos púricos (P2Y1,11,12,13) (Burnstock, 2004; 
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Burnstock, 2006). A ativação dos receptores P2Y resulta em tempo de resposta ao 

estímulo mais lento (>100ms) se comparado aos receptores P2X, visto que os receptores 

P2Y conduzem a ativação de diferentes sistemas de segundos mensageiros via proteína 

G (Abbracchio et al., 2006). 

No urotélio da bexiga humana e de felinos, os receptores P2Y1, P2Y2 e P2Y4 

foram identificados estar expressos (Birder et al., 2004; Shabir et al., 2013). Nas células 

uroteliais de ratos, somente P2Y2 e P2Y4 foram identificados (Chopra et al., 2008).  

 

1.2.2.3 Receptores P1 

A adenosina extracelular induz suas respostas fisiológicas via interação e 

ativação de um ou mais dos quatro distintos receptores transmembrana de adenosina 

denominados A1, A2A, A2B e A3 (Figura 4). Estes quatro subtipos de receptores de 

adenosina estão acoplados à proteína G e foram caracterizados com base em suas 

particularidades moleculares e farmacológicas. Enquanto os receptores A1 e A3, 

acoplados à proteína Gi/o, inibem a atividade da adenilato ciclase e da proteína cinase A 

com consequente diminuição dos níveis de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) 

intracelular; os receptores A2A e A2B, acoplados à proteína Gs, têm efeito estimulatório 

sobre a adenilato ciclase e proteína cinase A induzindo ao aumento dos níveis de cAMP 

(Ralevic, Burnstock, 1998; Haskó, Cronstein, 2004; Stagg, Smyth, 2010; Longhi et al., 

2013).  

Os receptores P1 também diferem quanto à concentração de adenosina 

necessária para a sua ativação, sendo que para os receptores A1, A2A e A3 concentrações 

fisiológicas deste nucleosídeo são suficientes (abaixo de 1 µM); enquanto altas 

concentrações de adenosina são necessárias para ativação do receptor A2B (acima de 20 

µM), as quais podem ser geradas sob condições patofisiológicas (Fredholm et al., 2001; 
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Longhi et al., 2013). É evidente, portanto, que o receptor A2B difere dos demais pela sua 

afinidade relativamente baixa pela adenosina (Feoktistov, Biaggioni, 1997).  

Devido a sua ampla distribuição, os receptores de adenosina têm sido implicados 

em vários processos fisiológicos. Destacamos aqui o papel crucial da adenosina nas vias 

de progressão celular, atuando na modulação das vias de proteção e proliferação (A1, A2 

e A3), bem como de apoptose (A3) (Spychala, 2000; Latini, Pedata, 2001). 

No urotélio de coelhos, ratos e camundongos a presença dos quatro receptores de 

adenosina P1 foi observada (Khandelwal et al., 2009; Winder et al., 2014). Na linhagem 

celular de câncer de bexiga humano T24 a caracterização destes receptores também já 

foi investigada. Embora tenha sido descrito que o único receptor de adenosina funcional 

nesta linhagem seja o A2B, os receptores A1 e A2A também foram identificados (Phelps 

et al., 2006).  

 

1.2.3 A família das ectonucleotidases 

Os nucleotídeos liberados para o meio extracelular são hidrolisados até seus 

nucleosídeos correspondentes por meio da ação catalítica das ectonucleotidases 

(Yegutkin, 2008), as quais apresentam papel chave na regulação da sinalização 

purinérgica, controlando a concentração e o tempo em que estas moléculas sinalizadoras 

permanecem no meio extracelular (Lemmens et al., 1996; Zimmermann, 2000). As 

ectonucleotidases encontram-se ancoradas à membrana plasmática ou à membrana 

intracelular, com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular ou para o lúmen de 

organelas, respectivamente (Zimmermann, 2000). Estas enzimas incluem os seguintes 

membros: Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases); Ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (NPPs); Fosfatase alcalina (APs); Ecto-5’-
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nucleotidase/CD73 (ecto-5’NT/CD73) e; Ecto-adenosina desaminase (ecto-ADA) 

(Figura 5) (Zimmermann, 2000; Zimmermann et al., 2012).  

 

 

Figura 5. Topografia de membrana das principais enzimas representantes da família das 

ectonucleotidases. ACRs – regiões conservadas da apirase; GPI – 

glicosilfosfatidilinositol; MP – membrana plasmática. [Imagem reproduzida de 

Cappellari, 2013.] 

 

1.2.3.1 A família das NTPDases 

As enzimas da família das NTPDases (EC 3.6.1.5) são ectoenzimas 

caracterizadas pela sua capacidade de hidrolisar nucleosídeos tri- e/ou difosfatados até 

seus respectivos nucleosídeos monofosfatados. Esta família compreende oito diferentes 

membros classificados em ordem da sua descoberta e classificação: NTPDase 1 a 8. 

Elas diferem entre si quanto à localização celular e propriedades funcionais. As 

NTPDases 1, 2, 3 e 8 são enzimas de superfície celular (Figura 5); as NTPDases 5 e 6 

exibem localização intracelular e, após serem estimuladas nos tecidos em que são 

expressos, são secretadas; e as NTPDases 4 e 7 apresentam-se inteiramente 

intracelulares voltadas para o lúmen de organelas citoplasmáticas (complexo de Golgi e 

retículo endoplasmático) (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). 

Todos os membros dessa família apresentam cinco sequências idênticas, denominadas 
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de regiões conservadas da apirase (ACRs), as quais estão relacionadas com o sítio ativo 

das enzimas e com a atividade catalítica (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; 

Zimmermann et al., 2012). Para atingirem a sua atividade catalítica máxima, essas 

enzimas necessitam de concentrações milimolares dos cátions Ca2+ e Mg2+ e de pH 

entre 7,0 - 8,5 (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). 

As quatro enzimas de superfície celular se encontram ancoradas à membrana 

plasmática por dois domínios transmembrana (N- e C-terminal), com o sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular, sendo assim as mais importantes no controle dos 

níveis extracelulares de nucleotídeos (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; 2014). A 

NTPDase 5 pode ocorrer como uma proteína solúvel, apresentando somente um único 

domínio extracelular clivável (N-terminal) (Zimmermann, 2000).  

A distribuição diferencial da família das NTPDases na bexiga urinária de 

camundongos sadios já foi demonstrada. A NTPDase 3 está presente no urotélio 

enquanto que a NTPDase 1 e a NTPDase 2 são encontradas na lâmina própria, sendo a 

NTPDase 1 restrita aos vasos sanguíneos. A NTPDase 1 também é altamente expressa 

no músculo liso (Yu et al., 2011). A presença da NTPDase 3 no urotélio de 

camundongos sadios foi recentemente confirmada em nosso grupo de pesquisa e uma 

expressiva diminuição desta enzima foi observada na progressão do câncer de bexiga 

induzido por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) (Rockenbach et al., 2014). 

Ainda, a expressão destas ectoenzimas também foram evidenciadas nas linhagens 

celulares de câncer de bexiga humano RT4 e T24, sendo a NTPDase 3 e a NTPDase 5 

expressas na linhagem RT4 (representativa de tumor grau 1) e a NTPDase 5 expressa na 

linhagem T24 (representativa de tumor grau 3) (Stella et al., 2010). 
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1.2.3.2 A família das NPPs 

A família das NPPs (EC 3.6.1.9/EC 3.1.4.1) consiste de sete enzimas, numeradas 

de acordo com a sua ordem de descoberta: NPP1 a NPP7 (Yegutkin, 2008; 

Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). As enzimas desta família são glicoproteínas 

transmembrana, com cauda N-terminal intracelular e C-terminal extracelular e um 

domínio catalítico altamente conservado com dois íons Zn2+ ligados ao seu sítio ativo 

(Figura 5) (Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). Estão localizadas na superfície 

celular como proteínas transmembrana ou como enzimas secretadas (Goding et al., 

2003). Formas solúveis para a NPP1, NPP2, NPP3, NPP6 e NPP7 têm sido descritas 

(Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). Membros dessa família possuem uma 

ampla especificidade a diferentes substratos, sendo o espectro de substratos não restrito 

a nucleotídeos. As enzimas NPP1 a NNP3 são capazes de hidrolisar nucleosídeos tri- e 

difosfatados, ligações pirofosfato e fosfodiester presentes em nucleotídeos, ácidos 

nucleicos, bem como lisofosfolipídeos e ésteres de fosfatidilcolina (Yegutkin, 2008; 

Zimmermann et al., 2012). Devido a ampla especificidade de substrato, algumas NPPs 

podem também defosforilar ATP via ADP a AMP, de forma semelhante à NTPDases. 

Devido ao fato de compartilharem similaridades a substratos específicos e de serem 

coexpressas em uma ampla variedade de tecidos, a distinção entre os membros das 

famílias das NPPs e das NTPDases é frequentemente complicada (Yegutkin, 2008). No 

contexto da sinalização purinérgica, somente as ectoenzimas NPP1 e NPP3 são 

relevantes, pois são capazes de hidrolisar vários nucleotídeos extracelulares (Yegutkin, 

2014). 

A expressão da NPP1, NPP2 e NPP3 nas linhagens de câncer de bexiga humano 

RT4 e T24 foi previamente demonstrada (Stella et al., 2010).  
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1.2.3.3 Fosfatases alcalinas 

As fosfatases alcalinas (APs; EC 3.1.3.1) são proteínas homodiméricas ou 

heterodiméricas acopladas à membrana plasmática por uma âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 5). No seu sítio catalítico encontram-se duas 

moléculas de Zn2+ e uma de Mg2+, as quais são essenciais para a atividade enzimática. 

A atividade ótima da enzima tem sido identificada em pH alcalino (intervalo de 8-11). 

Estas enzimas exibem ampla especificidade a substratos, incluindo compostos 

fosfomonoester e outros compostos fosfatados, nucleotídeos de adenina, pirofosfato, 

polifosfatos inorgâncios, glicose-6-fosfato, β-glicerofosfato e bis-(p-nitrofenil)-fosfato 

(Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). A capacidade das APs 

hidrolisarem nucleosídeos tri-, di- e monofosfatados as qualificam como 

ectonucleotidases, sendo as únicas enzimas que podem sequencialmente defosforilar um 

nucleosídeo trifosfatado a seu respectivo nucleosídeo. Portanto, as APs têm o potencial 

de inativar agonistas de receptores P2 e produzir a adenosina para receptores P1 

(Zimmermann, 2000; Zimmermann et al., 2012).  

 

1.2.3.4 Ecto-5’-nucleotidase/CD73 

O AMP, produto intermediário da hidrólise do ATP, pode ser hidrolisado pela 

ecto-5’-nucleotidase, também conhecida como CD73. A ecto-5’-nucleotidase/CD73 

(ecto-5’NT/CD73; EC 3.1.3.5) é a enzima responsável pela hidrólise de nucleosídeos 

monofosfatados em seus respectivos nucleosídeos e Pi, sendo considerada a principal 

fonte enzimática de adenosina no meio extracelular (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 

2008; 2014). Esta enzima é um homodímero que se encontra ancorada à membrana 

plasmática pela interação entre a cauda C-terminal e uma âncora de GPI (Figura 5). 

Ligado à sua estrutura N-terminal encontra-se um átomo de zinco e outros metais 
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divalentes, o que a caracteriza como uma metaloenzima (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 

2008).  

Essa enzima é amplamente expressa em diversos tecidos (Yegutkin, 2008; 2014) 

e é altamente expressa na maioria dos tumores sólidos, sendo que a sua expressão em 

linhagens celulares de câncer de bexiga humano já foi descrita. Nestas linhagens 

celulares, evidências de alterações na atividade enzimática da ecto-5’NT/CD73 com a 

progressão da malignidade foram observadas, sendo a linhagem de câncer de bexiga de 

grau 1 (RT4) caracterizada por baixa atividade da enzima em comparação à linhagem de 

grau 3 (T24) (Stella et al., 2010). Em camundongos sadios a ecto-5’NT/CD73 é 

altamente expressa no músculo liso (Yu et al., 2011). Embora o urotélio normal de 

camundongos não expresse essa proteína (Yu et al., 2011), recentemente demonstramos 

a expressão da ecto-5’NT/CD73 no urotélio canceroso em modelo animal de tumor de 

bexiga induzido por BBN (Rockenbach et al., 2014).  

 

1.2.3.5 Ecto-adenosina desaminase  

Além de ser considerada uma enzima citosólica, a adenosina desaminase tem 

sido encontrada na superfície de diferentes tipos celulares, e, portanto, pode ser 

considerada também uma ectoenzima (ecto-ADA; EC 3.5.4.4) (Franco et al., 1997). 

Mesmo não sendo incluída na família das ectonucleotidases, a ecto-ADA é uma 

importante enzima da cadeia de inativação das purinas. Ela catalisa a reação final de 

hidrólise de nucleosídeos da adenina, convertendo irreversivelmente a adenosina em 

inosina. A ecto-ADA é, portanto, a responsável por controlar a disponibilidade de 

adenosina e a produção de inosina no meio extracelular (Yegutkin, 2008; 2014).   

Ao contrário da adenosina, pouca atenção tem sido dada ao papel fisiológico da 

inosina. Originalmente pensou-se que a inosina não tinha efeitos biológicos, mas 



42 

 

atualmente é bem estabelecido que este nucleosídeo pode participar ativamente em 

muitos processos biológicos, atuando na proteção celular frente a diversos insultos. A 

ação da inosina pode envolver efeitos pela ativação direta aos receptores de adenosina 

(A1, A2A e A3), mas é também possível que a inosina aumente os níveis de adenosina 

extracelular por competir com os transportadores de nucleosídeo, gerando assim efeitos 

secundários pela ligação da adenosina a seus receptores (Haskó et al., 2004). 

 

1.2.3.6 Adenosina cinase  

 A concentração de adenosina no meio extracelular é mantida em equilíbrio pela 

formação de inosina via ecto-ADA ou por mecanismos de captação via transportadores 

específicos. Quando no meio intracelular, a adenosina é fosforilada a AMP pela 

adenosina cinase (ADK; EC 2.7.1.20). A ADK apresenta baixo valor de Km e é a 

principal enzima para depurar a adenosina metabólica com o intuito de manter baixos os 

níveis do nucleosídeo no meio intracelular (na faixa de nanomolar). Em contrapartida, a 

ecto-ADA tem alto valor de Km, auxiliando na depuração metabólica da adenosina 

quando altos níveis deste nucleosídeo são alcançados (condição patológica) e a 

capacidade da ADK é excedida (Boison, 2013). Assim como a ecto-ADA, a ADK 

também não pertence à família das ectonucleotidases. 

 

1.3 Estratégias terapêuticas para patologias da bexiga urinária 

Embora diversas modalidades de tratamento tenham sido descritas para a cistite 

hemorrágica, até o momento não há nenhum tratamento farmacológico adequado (Hsu 

et al., 2013). Portanto, a identificação de tratamentos eficazes e estratégias preventivas 

para reduzir a morbidade e a mortalidade associadas a esta patologia são urgentes 

(Traxer et al., 2001; Manikandan et al., 2010). 
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Em relação ao câncer de bexiga, frente a vários efeitos colaterais da terapia 

disponível, bem como a constatação de que por várias décadas o tratamento para esta 

patologia não obteve avanços, novas abordagens terapêuticas se tornam necessárias. 

Porém, a melhora no tratamento requer a compreensão detalhada da patologia e biologia 

molecular do câncer de bexiga per se, frente a antigas e novas estratégias terapêuticas 

(Knowles, Hurst, 2015). 

 

1.3.1 Uncaria tomentosa (Willd.) DC. 

1.3.1.1 Aspectos botânicos e geográficos 

Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Shultes) DC. pertence à família 

Rubiaceae e é popularmente conhecida como unha-de-gato ou garra-de-gato. A espécie 

vegetal é uma videira lenhosa, amplamente difundida, distribuindo-se nas florestas 

tropicais da América do Sul e da América Central (Keplinger et al., 1999; Quintera, 

Ugaz, 2003; Pollito, Tomazello, 2006). No Brasil, U. tomentosa é encontrada nos 

estados do Amapá, Amazonas, Pará e, principalmente, no Acre (Pollito, 2004).  

 

1.3.1.2 Aspectos fitoquímicos 

A análise dos constituintes químicos das cascas de U. tomentosa revela a 

presença de uma série de metabólitos secundários. Entre eles estão os compostos 

fenólicos, como flavonoides, derivados fenilpropânicos e taninos; os derivados 

triterpênicos, representados pelas agliconas e heterosídeos dos ácidos quinóvico, 

ursólico e oleanólico, com uma ou duas cadeias de carboidratos ligadas ao núcleo 

triterpênico; e os alcaloides, sendo majoritários os oxindólicos e, em menor proporção, 

os indólicos, ambos divididos em tetracíclicos e pentacíclicos (Keplinger et al., 1999).   
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1.3.1.3 Aspectos etnofarmacológicos e farmacológicos 

Relatos históricos demonstram que U. tomentosa tem sido cultivada por várias 

gerações indígenas na floresta amazônica (Pollito, Tomazello, 2006). Quanto ao início 

do emprego desta espécie na medicina indígena Asháninka, na região Amazônica 

Peruana, este continua incerto (Syrimis, 1998). Cascas e raízes de U. tomentosa são 

amplamente empregadas, sendo administradas como chá, tanto na forma de decocção 

como de maceração (Keplinger et al., 1999; Sheng et al., 2000; Sandoval et al., 2002). 

Especialmente no Peru e na região norte do Brasil, a espécie tem sido administrada em 

casos de dor reumática, artrite, osteoartrite, infecções bacterianas e virais, dores 

cardíacas, úlceras gástricas, hemorragia, inflamações crônicas, alergias, asma, diarréia, 

gonorréia, acne, doenças do trato urinário e até mesmo em casos de câncer (Keplinger et 

al., 1999; Aguilar et al., 2002; Heitzman et al., 2005; Valente, 2006; Hardin, 2007; 

Allen-Hall et al., 2010). Extratos, cápsulas e comprimidos à base de U. tomentosa têm 

sido introduzidos na Europa e nos Estados Unidos como tratamento adjuvante para o 

câncer e algumas doenças virais, como a AIDS (Sandoval-Chacón et al., 1998; Sheng et 

al., 2000). 

Diversos estudos relatam diferentes atividades biológicas para extratos, frações 

e/ou isolados de U. tomentosa, demonstrando propriedades citotóxica, contraceptiva, 

antiproliferativa, antiapoptótica ou pró-apoptótica, anti-inflamatória, antioxidante, 

antiviral e antimutagênica (Aquino et al., 1989; Rizzi et al., 1993; Sandoval-Chacón et 

al., 1998; Sheng et al., 2000; De Martino et al., 2006; Allen-Hall et al., 2007; Cheng et 

al., 2007; Allen-Hall et al., 2010; Dreifuss et al., 2010; Caon et al., 2014). 

O potencial antitumoral da espécie U. tomentosa é atribuído às três principais 

frações de metabólitos secundários: polifenóis, alcaloides e derivados triterpênicos 

(Sheng et al., 1998; Riva et al., 2001; De Martino et al., 2006). O efeito antitumoral da 
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espécie averiguada para extratos, frações enriquecidas e alcaloides oxindólicos 

pentacíclicos isolados, foi demonstrada em inúmeros estudos onde diversas linhagens 

celulares foram utilizadas, tais como linhagem de leucemia mieloide humana (HL-60), 

linhagem humana de leucemia linfoblástica aguda (CCRF-CEM-C7H2), carcinomas de 

mama humano (MCF7 e MT-3) e de rato (Walker-256), linhagem de osteossarcoma 

humano (SAOS), carcinoma cervical humano (HeLa), linhagem de glioma humano 

(GAMG), neuroblastoma humano (SKN-BE(2)), linhagem celular de carcinoma de 

tireoide medular humano (MTC-SK), linhagem humana de sarcoma de Ewing’s (MHH-

ES-1), adenocarcinoma de cólon (HT-29), adenocarcinoma de colorretal humano 

(SW707), carcinoma epidermoide humano (KB), carcinoma de pulmão de não pequenas 

células humano (A549), cistoadenocarcinoma de ovário humano (OAW-42), carcinoma 

de pulmão Lewis de camundongo LL/2 (LLC), linhagem de melanoma de camundongo 

(B16), linhagens de câncer de bexiga humano (RT4 e T24), dentre outras (Sheng et al., 

2005; Bacher et al., 2006; De Martino et al., 2006; Cheng et al., 2007; García Prado et 

al., 2007; Pilarski et al., 2007; Rinner et al., 2009; Dreifuss et al., 2010; García Giménez 

et al., 2010; Pilarski et al., 2010; Dreifuss et al., 2013; Kaiser et al., 2013; de Oliveira et 

al., 2014). A apoptose mediada por caspases parece ser o mecanismo associado à morte 

destas células tumorais (Bacher et al., 2006; De Martino et al., 2006; Cheng et al., 2007; 

Rinner et al., 2009). No entanto, um mecanismo alternativo de indução de apoptose 

parece estar relacionado à capacidade da U. tomentosa em inibir a ativação do NF-κB, o 

qual depende do tipo celular e do seu status de ativação (Allen-Hall et al., 2010). A 

maioria das atividades descritas acima é atribuída aos alcaloides, os quais representam a 

classe mais abundante de compostos encontrados nesta espécie (Keplinger et al., 1999; 

Sandoval et al., 2002). No entanto, a fração purificada de glicosídeos do ácido 

quinóvico de U. tomentosa, ao contrário da fração purificada de alcaloides, demonstrou 
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potente efeito inibitório frente à linhagem celular de câncer de bexiga humano T24, 

induzindo morte celular por ativação da via apoptótica dependente de caspase-3 e por 

modulação do NF-κB (Dietrich et al., 2014).  

Além destes, outros estudos também foram realizados a fim de se investigar a 

atividade anti-inflamatória relatada para o uso desta espécie na medicina popular. A 

ação anti-inflamatória in vitro foi relacionada à capacidade da espécie U. tomentosa em 

modular o fator transcricional NF-κB, mediando a secreção diferencial de TNF-α e IL-

1β e, desta forma, promovendo morte celular por apoptose. Conforme dados da 

literatura, U. tomentosa é o primeiro vegetal que de maneira distinta regula a secreção 

destas duas citocinas pró-inflamatórias, promovendo, via NF-κB, o aumento de IL-1β e 

suprimindo a síntese de TNF-α (Sandoval-Chacón et al., 1998; Sandoval et al., 2000; 

Aguilar et al., 2002; Sandoval et al., 2002; Akesson et al., 2003; Allen-Hall et al., 2007; 

Allen-Hall et al., 2010). In vivo, efeitos anti-inflamatórios foram observados pela 

redução do dano celular em brônquios de camundongos, após administração de decoctos 

(Cisneros et al., 2005); inibição da inflamação intestinal crônica, após administração do 

extrato aquoso das cascas (Sandoval-Chacón et al., 1998); redução do edema de pata de 

camundongos e ratos, após administração de extratos hidroalcoólicos e de glicosídeos 

do ácido quinóvico, respectivamente (Aquino et al., 1991; Aguilar et al., 2002); redução 

da artrite em ratos, após administração de extrato aquoso (Castilhos et al., 2015); 

inibição de cerca de 50% das interleucinas liberadas (1α, 1β, 17 e TNF-α), após 

administração de mirtafilina (Rojas-Duran et al., 2012); e o mesmo alcaloide oxindólico 

foi capaz de modular a ativação de neutrófilos de forma a atenuar a resposta 

inflamatória, além de reduzir a expressão e secreção de citocinas inflamatórias (TNF-α, 

IL-6, IL-8) (Montserrat-de la Paz et al., 2016). Ainda, no estudo conduzido por Aguilar 

et al. (2002) foi demonstrado que os extratos aquoso e hidroalcoólico de U. tomentosa 
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promoveram um moderado e fraco efeito inibitório sobre as ciclooxigenases, COX-1 e 

COX-2, respectivamente, sendo a atividade observada atribuída à presença de alcaloides 

oxindólicos pentacíclicos. Efeitos antioxidantes também foram evidenciados contra o 

ácido hipocloroso, um forte oxidante produzido por neutrófilos, podendo justificar a 

efetividade de U. tomentosa no tratamento de doenças inflamatórias e em certos tipos de 

câncer (Amaral et al., 2009).  

C-Med 100® (CampaMed, New York, USA) é um extrato padronizado obtido 

por decocção das cascas de U. tomentosa, onde alcaloides, taninos e flavonoides são 

removidos. Após a suplementação deste extrato aquoso foi demonstrado um aumento no 

reparo do DNA e na resposta imunológica in vivo, enquanto nenhum sinal ou sintoma 

de toxicidade foi observado nas doses testadas em ratos e humanos (Sheng et al., 2000). 

Como tratamento adjuvante, o extrato de U. tomentosa tem se mostrado seguro e efetivo 

na redução dos efeitos adversos quimioterápicos, na atenuação da neutropenia e na 

recuperação acelerada na contagem de leucócitos (Steinberg, 1995; Farias et al., 2012). 

Em pacientes diagnosticadas com câncer de mama e tratadas com quimioterapia, foi 

observada recuperação da neutropenia e restauração do dano ao DNA quando cotratadas 

com o extrato de U. tomentosa (Santos Araújo et al., 2012).  

 

1.3.2 Radioterapia  

A radioterapia é uma das principais modalidades efetivas para o tratamento de 

tumores sólidos, sendo utilizada isoladamente ou em combinação com cirurgia e/ou 

quimioterapia para tratar aproximadamente 50% de todos os pacientes (Begg et al., 

2011; Ng et al., 2013; Leroi et al., 2016). 

A exposição das células à radiação induz dano ao DNA direta ou indiretamente 

por meio da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS). Estas 
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espécies reativas promovem a ativação de múltiplas vias de transdução de sinal 

intracelulares, conduzindo a desregulação da função celular (Valerie et al., 2007; Leroi 

et al., 2016).   

Dano à base, quebra da cadeia simples ou quebra da dupla fita são consideradas 

formas letais de dano ao DNA. Tais danos, se não reparados, resultam em morte celular 

ou instabilidade genômica (Begg et al., 2011). Muitos são os fatores que influenciam na 

morte celular que pode ocorrer após a radiação. Entre estes fatores, estão incluídos o 

tipo e a dose da radiação, o tipo e o microambiente tumoral e as características 

imunológicas do hospedeiro (Formenti, Demaria, 2009; Sologuren et al., 2014). No 

entanto, danos ao DNA podem ser reparados por recombinação homóloga ou união da 

extremidade não homóloga (Wang, Lees-Miller, 2013).  

A inespecificidade da radioterapia constitui um dos maiores problemas desta 

terapia, pois atinge tanto células tumorais quanto normais do hospedeiro (Valerie et al., 

2007; Leroi et al., 2016). Moléculas de sinalização liberadas pela radiação tais como 

ROS, RNS e citocinas, induzem vários efeitos biológicos não somente nas células 

irradiadas, mas também nas células e tecido não irradiados por meio da comunicação 

intercelular denominada de efeito bystander (Hamada et al., 2007; 2011). 

 

1.3.2.1 Radioterapia no câncer de bexiga 

Apesar da crescente pesquisa, os principais tratamentos para tumor de bexiga 

músculo invasivo, ainda continuam sendo a cistectomia radical e a radioterapia. A 

cistectomia é considerada o tratamento padrão para tumor de bexiga músculo invasivo, 

mas este tratamento está associado com significativa morbidade e uma taxa de 

complicação que varia de 25 a 57% nos primeiros 30 dias após a cirurgia. Mesmo após 

a realização da cistectomia radical, a taxa de mortalidade em 5 anos é em torno de 50% 
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a 70%. O reconhecimento da falha no tratamento e a busca por uma melhor qualidade 

de vida dos pacientes têm aumentado o interesse por abordagens terapêuticas que visam 

à preservação da bexiga, sem comprometimento na sobrevivência (Stein et al., 2001; 

Grossman et al., 2003; Kotwal et al., 2008; Jacobs et al., 2010; James et al., 2012). 

Neste sentido, tratamentos combinados incluindo a resecção transuretral, a 

quimioterapia e a radioterapia têm sido reconhecidos como terapias para preservação do 

órgão, com resultados promissores em pacientes cuidadosamente selecionados, cuja 

sobrevivência foi comparável a cistectomia radical (5 anos em 50% dos casos) (Chen et 

al., 2013; Park et al., 2014; Chen, 2015).  

Na busca por tratamentos que preservem a bexiga urinária, a radioterapia é uma 

modalidade de tratamento adequado. No entanto, apesar de a radioterapia ser utilizada 

para tratamento de pacientes com câncer de bexiga, muitos tumores apresentam 

resistência sob a forma de recorrência e metástases à distância, dificultando a 

implementação desta terapia (Kotwal et al., 2008, James et al., 2012). Portanto, a 

elucidação dos mecanismos, bem como a identificação de biomarcadores que conduzem 

a radiossensibilização das células do câncer de bexiga torna-se imprescindível para 

obtenção de resultados promissores frente a pacientes selecionados que respondam a 

terapia da radiação. 

A radiorresistência observada em pacientes, também tem sido evidenciada em 

linhagens de câncer de bexiga. A linhagem de câncer de bexiga humano T24 tem sido 

descrita como radiorresistente a baixas doses (<2 Gy) e radiossensível a altas doses (>4 

Gy) (Price et al., 2000). Esta radiossensibilidade também foi evidenciada no estudo 

conduzido por Hinata et al. (2003) que demonstrou que a dose de 4 Gy promove parada 

na fase G2/M do ciclo celular e não induz morte apoptótica.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o envolvimento da sinalização purinérgica frente a estratégias 

terapêuticas em dois modelos experimentais de patologia da bexiga urinária: cistite 

hemorrágica e câncer de bexiga. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

Capítulo 1: Avaliar in vivo, o efeito da fração purificada de glicosídeos do ácido 

quinóvico da espécie Uncaria tomentosa nos eventos nociceptivos e inflamatórios em 

modelo de cistite hemorrágica induzida por ciclofosfamida (item 3.1). 

 

Capítulo 2: Caracterizar a expressão dos receptores purinérgicos e determinar a 

participação dos mesmos no efeito desencadeado pela radiação em cultura de linhagem 

de células de câncer de bexiga humano T24 (item 3.2). 

 

Capítulo 3: Investigar o envolvimento das ectonucleotidases sobre o efeito 

desencadeado pela radiação em cultura de linhagem de células de câncer de bexiga 

humano T24, no intuito de elucidar as vias celulares envolvidas (item 3.3). 

 

Capítulo 4: Avaliar o potencial efeito inibitório de 14 moléculas frente à enzima ecto-

5’-nucleotidase/CD73 purificada e investigar o efeito do ácido ursólico frente à cultura 

de linhagem de células de câncer de bexiga humano T24 (item 3.4). 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Capítulo 1 

 

 

 

THE QUINOVIC ACID GLYCOSIDES PURIFIED FRACTION FROM Uncaria 

tomentosa PROTECTS AGAINST HEMORRHAGIC CYSTITIS INDUCED BY 

CYCLOPHOSPHAMIDE IN MICE 

 

 

Fabrícia Dietrich, Jerônimo Pietrobon Martins, Samuel Kaiser, Rodrigo Braccini 
Madeira Silva, Liliana Rockenbach, Maria Isabel Albano Edelweiss, George González 
Ortega, Fernanda Bueno Morrone, Maria Martha Campos, Ana Maria Oliveira 
Battastini. 
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8. ANEXOS 

 

8.1 Cópia do certificado de aprovação do comitê de ética para o desenvolvimento 

dos experimentos in vivo. 
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8.2 Laudo de certificação botânica e autorização de importação da espécie vegetal 

Uncaria tomentosa. 
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