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RESUMO

A bexiga urindria é exposta constantemente a substancias potencialmente prejudiciais
presentes na urina, cuja exposic¢ao cronica pode levar a diversas patologias. Dentre estas
patologias estd a cistite hemorrdgica que € uma condic@o inflamatdria grave da bexiga
associada ao uso de farmacos quimioterdpicos, como a ciclofosfamida. E descrito que a
exposi¢do em longo prazo a ciclofosfamida aumenta o risco de desenvolvimento do
cancer de bexiga, o qual € caracterizado como sendo a segunda neoplasia mais comum
do trato urindrio e o sétimo cancer mais prevalente entre homens no mundo. Alteracdes
na sinalizagc@o purinérgica tém sido evidenciadas em diferentes patologias associadas a
bexiga urindria. De fato, o sistema purinérgico tem emergido como um potencial alvo a
ser estudado. Portanto, nesta tese buscou-se avaliar o envolvimento da sinalizacdo
purinérgica em um modelo in vivo de cistite hemorragica e em um modelo in vitro de
cancer de bexiga. No intuito de identificar estratégias preventivas e tratamentos eficazes
para reduzir a morbidade e a mortalidade associadas a cistite hemorragica, a espécie
Uncaria tomentosa foi investigada, devido a sua ampla utilizagdo em casos de
inflamacdo cronica e doencas do trato urindrio. A partir dos estudos conduzidos in vivo,
demonstramos que o tratamento sist€émico com a fragdo purificada de glicosideos do
acido quindvico de U. tomentosa foi capaz de prevenir os eventos nociceptivos e
inflamatérios associados a cistite hemorrdgica. A diminuicdo da expressdo dos
receptores P2X;, provavelmente pela inibi¢do da migracao dos neutréfilos ao local da
inflamacao foi observada, evidenciando propriedades anti-inflamatdérias promissoras
para esta fracdo podendo, no futuro, se tornar um agente terapéutico potencial no
tratamento desta patologia. Para o cancer de bexiga musculo invasivo, a cistectomia
radical € considerada o tratamento padrdo, porém estd associada a morbidade
significativa. Na tentativa de proporcionar uma melhor qualidade de vida aos pacientes,
o interesse por abordagens terapéuticas que visam a preservagao da bexiga urindria tem
aumentado. Neste sentido, a radioterapia tem recebido destaque por ser uma modalidade
de tratamento ja utilizada. Desta forma, investigamos os efeitos da radioterapia sobre a
sinalizacdo purinérgica em linhagem celular de cincer de bexiga humano T24. Dentre
os receptores expressos pelas células T24, o receptor P2Xs apresentou aumento
expressivo ap0ds a radioterapia. A partir da andlise de pacientes com cancer de bexiga
(Kaplan-Meier), evidenciamos a relacao existente entre a alta expressao deste receptor e
o aumento da taxa de sobrevivéncia. Na sequéncia, o provdvel envolvimento da familia
das ectonucleotidases nos efeitos da radioterapia na linhagem celular T24 também foi
avaliado. Observamos que a sinalizacdo purinérgica, principalmente via hidrdlise do
ATP a adenosina pela agdo combinada de ectoenzimas demonstrou papel importante no
tratamento radioterdpico in vitro. A inducdo transitéria da expressdo da enzima ecto-
5’NT/CD73 pela radioterapia também foi observada, sendo a adenosina gerada a
responsavel por contribuir na morte celular. O papel crucial da ecto-5’NT/CD73 na
radiossensibilizacdo das células foi confirmado pela inibi¢ao farmacolégica e pelo uso
do nocaute da enzima. Em conjunto, os resultados in vitro demonstraram que a
vantagem da radioterapia parece ser alcancada naqueles pacientes que expressam O
receptor P2X¢ e a enzima ecto-5’NT/CD73 na 4rea tumoral, podendo no futuro, ambos
serem considerados possiveis marcadores para prever a eficdcia da resposta a
radioterapia para o tratamento do cincer de bexiga. Por fim, a realizagdo do ensaio
radiométrico frente a ecto-5’NT/CD73 evidenciou o potente efeito inibitério do dcido
ursOlico sobre esta enzima, cujo potencial também foi confirmado frente a 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. fomentosa 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 P2X¢ 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 P2X¢ 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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APRESENTACAO

Esta tese estd organizada em secOes dispostas da seguinte maneira: Introdugao,
Objetivos, Resultados, Discussdo, Conclusdes, Perspectivas, Referéncias Bibliograficas
e Anexos.

A Introdugdo apresenta a fundamentagdo tedrica que nos levou a formular as
hipdteses propostas da tese, dispostas no item Objetivos.

Na secdo Resultados estdo expostos os materiais e métodos utilizados para a
realizacdo deste trabalho, assim como os resultados obtidos, descritos em formato de
artigo cientifico completo publicado, submetido ou a ser submetido para publicacao.

A secdo Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos
diferentes artigos cientificos.

A secdo Conclusodes aborda as conclusdes gerais obtidas na tese.

Na secdo Perspectivas estdo expostas as sugestdes de continuidade deste
trabalho que poderdo constituir novos projetos cientificos, dando continuidade a linha
de pesquisa.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista as referéncias utilizadas na redacdo dos
itens Introducao e Discussdo da tese.

A secdo Anexos contém certificado de aprovacdo do comité de ética, laudo de
certificacdo boténica e autorizagcdo de importacdo da espécie vegetal estudada, e lista de
artigos cientificos publicados como autora e em coautoria durante o periodo do

doutorado.
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1. INTRODUCAO

1.1 A bexiga urinaria

A bexiga urindria é revestida internamente pelo urotélio, que é formado pelas
células superficiais “umbrella”, células intermedidrias e células basais, as quais se
apoiam sobre uma membrana basal. Abaixo desta membrana estd o tecido conectivo
suburotelial, denominado de lamina prépria ou submucosa. O musculo liso detrusor
corresponde a camada mais externa da bexiga urindria, sendo circundado pelo tecido

conjuntivo adiposo e pelo peritonio (Figura 1) (Wu et al., 2009; Winder et al., 2014).
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Figura 1. Camadas que estruturalmente compdem a bexiga. [Imagem reproduzida e

adaptada de Birder, Andersson, 2013.]

O urotélio apresenta alta taxa de turnover (aproximadamente 200 dias), o que é
funcionalmente desejdvel, considerando que ele é uma barreira de permeabilidade
constante e altamente eficiente que protege o corpo contra substancias 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 carcindgenos
excretados pela urina, ele pode se tornar inflamado, induzindo a morte das células
uroteliais e, entdo, ao desenvolvimento da cistite (Huan et al., 2006; Haldar et al., 2014),

podendo progredir a cancer, quando nao tratado adequadamente (Park et al., 2014).

1.1.1 Cistite hemorragica
1.1.1.1 Etiologia

Embora a etiologia da cistite hemorrdgica seja varidvel, os farmacos
quimioterapicos e a radioterapia sdo as causas mais frequentes (Manikandan et al.,
2010; Haldar et al., 2014). As oxafosforinas (ciclofosfamida e ifosfamida) e o busulfano
estdo dentre os farmacos causadores da cistite hemorrdgica. Sua ocorréncia também tem
sido observada apds a radioterapia para o tratamento de carcinomas proximos a regiao
pélvica (Cox, 1979; Pode et al., 1983; Manikandan et al., 2010; Haldar et al., 2014).
Ainda, pode estar relacionada a outras classes medicamentosas (antibidticos e anti-
inflamatdrios ndo esteroides), infec¢des virais, bacterianas, fungicas ou parasitdrias e/ou

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

1.1.1.1.1 Ciclofosfamida: um dos principais determinantes da cistite hemorragica
A ciclofosfamida € um dos farmacos antineopldsicos mais efetivos no tratamento
de tumores sélidos (cancer de mama e linfoma), bem como de doencas malignas de
células B, sendo também utilizada como imunossupressora em doengas ndo neoplésicas,
como sindrome nefrética, lipus e artrite reumatéide (Dobrek, Thor, 2012). No entanto,
o uso da ciclofosfamida estd associado a manifestagdes toxicas como imunotoxicidade,
teratogenicidade, genotoxicidade e urotoxicidade (Bhatia et al., 2008). Destas, os efeitos

colaterais urolégicos sdo os principais limitantes do seu uso, incluindo sintomas
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urindrios irritativos, tais como cistite hemorragica, fibrose da bexiga e necrose (Bhatia
et al., 2006).

A ciclofosfamida é um farmaco inativo até sofrer metabolizacdo hepdtica, via
hidroxilagdo enzimatica microssomal, dando origem a 4-hidroxiciclofosfamida e a seu
tautomero aciclico, a aldofosfamida. A 4-hidroxiciclofosfamida e a aldofosfamida sao
transportadas pela circulagdo até as células tumorais, onde a 4-hidroxiciclofosfamida
pode ser oxidada produzindo metabdlitos inativos (4-cetociclofosfamida e
carboxifosfamida), enquanto a aldofosfamida € clivada produzindo uma mostarda de
fosforamida, que € a forma ativa, e a acroleina, responsdvel pela toxicidade ao urotélio
(Figura 2) (Wong et al., 2000; Rang et al., 2004). Deste modo, a urotoxicidade da

ciclofosfamida estd relacionada a excrecao renal da acroleina (Haldar et al., 2014).
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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 € atribuida, principalmente, ao metabodlito acroleina, que
em contato direto com o urotélio pode causar edema subepitelial, ulceracio,
neovascularizagdo, hemorragia e necrose. A migracdo massiva de neutréfilos € outra
caracteristica da cistite induzida por ciclofosfamida, como indicado pelo aumento da
atividade da mieloperoxidase no tecido da bexiga (Martins et al., 2012).

A acroleina ao acumular-se na bexiga urindria, diretamente cliva proteinas e
cadeias do DNA, culminando com uma reacdo piroapoptética no urotélio, com
ulceracdo e exposi¢cdo da musculatura e vasos sanguineos (Haldar et al., 2014). Cerca de
2 a 40% dos pacientes tratados com ciclofosfamida desenvolvem cistite hemorrégica,

com o aparecimento de hematuria 48 horas apds o tratamento (Manikandan et al., 2010).

1.1.1.2 Mediadores pré-inflamatoérios envolvidos

Tem-se demonstrado que a acroleina promove aumento da liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
interleucina-1 beta (IL-1pB), a ciclooxigenase-2 (COX-2) e o 6xido nitrico (NO), os
quais estdo diretamente envolvidos na patogénese da cistite no urotélio da bexiga em

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

1.1.1.3 Apresentacao clinica
A cistite hemorrédgica € uma condi¢do inflamatdria da bexiga urindria que causa
dor intensa, hematiria e sintomas urindrios irritativos, podendo ser classificada

conforme a sua gravidade (Tabela 1) (Manikandan et al., 2010; Haldar et al., 2014).

22



Tabela 1. Graduacao da cistite hemorrdgica conforme defini¢ao de Droller et al. (1982).

[Adaptado de Payne et al., 2013.]

Grau/Sintomas
0 - Sem sintomas de irritagdo vesical ou hemorragia
I- Hematdria nao visivel
II- Hematdria macroscépica
IIT - Hematuria macroscopica com pequenos codgulos

IV — Hematdria macroscopica causando obstrucdo do trato urindrio, com necessidade de
evacuacao do codgulo

A manifestacio severa desta patologia € caracterizada por eventos inflamatoérios
intensos como: dor, edema, hemorragia, ulceracdo, necrose, infiltracdo de células
inflamatérias (neutréfilos) 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 acroleina € reconhecida como o agente toxico da cistite
hemorragica induzida por ciclofosfamida, a necessidade de prevenir esta doenca pela
inativacdo deste composto se torna evidente. Alternativas como hidratacdo, diurese
vigorosa e irriga¢ao continua da bexiga vém sendo utilizadas para diminuir a duracdo da
exposi¢do do urotélio a acroleina. Agentes como o 2-mercaptoetanosulfonato de sddio
(Mesna) que detoxificam a ciclofosfamida e seus metabdlitos tém sido usados, apesar da
detoxificagdo da acroleina ndo prevenir completamente os sintomas da cistite
hemorrdgica (Zupancic et al., 2008; Manikandan et al., 2010). Mesna é um farmaco
clinicamente utilizado para prevenir a ocorréncia da cistite hemorragica em pacientes
sob tratamento com a ciclofosfamida (Batista et al., 2006; Haldar et al., 2014), cuja acao
€ se ligar a acroleina formando um composto atéxico; porém, sem anular a atividade do
farmaco antitumoral (Morais et al., 1999). Contudo, Mesna ndo tem se mostrado
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eficiente quando a lesdo ja estd estabelecida (Morais et al., 1999; Haldar et al., 2014).
Consequentemente, outros métodos tém sido utilizados, como instilacdo intravesical de
salina, formalina, nitrato de prata e prostaglandinas; administracdo oral de dissulfiram e
de N-acetilcisteina; e terapia com oxigénio hiperbdrico. Em casos severos, a cistite
hemorragica estd associada com morbidade significativa, hospitalizacdo prolongada e
mortalidade ocasional, e pode exigir medidas mais agressivas, como desvio supravesical
urindrio e cistectomia (Manikandan et al., 2010; Payne et al., 2013; Haldar et al., 2014;

Janicki et al., 2016).

1.1.2 Cancer de bexiga
1.1.2.1 Epidemiologia

O cancer de bexiga é o décimo primeiro cincer de maior incidéncia no mundo. E
o sétimo cancer mais frequente em homens e uma das neoplasias mais prevalentes que
afetam o trato urindrio, sendo no ano de 2015, o responsavel por aproximadamente
468.400 novos casos e 179.800 mortes (GLOBOCAN, 2012). Conforme dados do
Instituto Nacional do Céancer, para o ano de 2016 estdo previstos 9.670 novos casos de
cancer de bexiga no nosso pais, sendo que destes, 850 se referem a novos casos no
estado do Rio Grande do Sul (INCA, 2016).

O cancer de bexiga apresenta frequéncia trés vezes maior em homens que em
mulheres e uma maior incidéncia em paises desenvolvidos (Ploeg et al., 2009; Knowles,
Hurst, 2015). Devido ao aumento da exposi¢do aos fatores de risco, crescimento e
envelhecimento da populacdo mundial € previsto que ocorra um aumento significativo

na incidéncia deste cancer também nos paises em desenvolvimento (Ploeg et al., 2009).

1.1.2.2 Origem
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O cancer 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 histoldgicos raros. Tumores de origem mesenquimal
correspondem aos sarcomas, que sdo caracteristicos de grandes tumores solidos.
Representam de 1-5% dos tumores vesicais e, em geral, sdo raros (Netto Jr, 1999;

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

1.1.2.3 Fatores de risco

A idade € o fator de risco mais significativo para o desenvolvimento do cincer
de bexiga, sendo a idade média no momento do diagndstico, de aproximadamente 55 a
70 anos (Ploeg et al., 2009; Jacobs et al., 2010; Knowles, Hurst, 2015).

Exposi¢cdes ambientais também té€m sido identificadas como as responsdveis pela
maioria dos casos de cancer de bexiga. Entre os fatores de risco ambientais identificados
estdo o tabagismo e a exposi¢do a compostos cancerigenos ocupacionais, tais como
benzeno, aminas arométicas, hidrocarbonetos policiclicos, solventes, metais pesados,
diesel, ingestdo e exposicdo ao arsénio. Outros fatores de risco incluem a exposi¢ao
pélvica a radioterapia, inflamacao e infec¢des cronicas e o uso abusivo de analgésicos e
de ciclofosfamida (Jacobs et al., 2010; Griffiths, 2013; Knowles, Hurst, 2015). O
tabagismo € indicado como o fator de risco ambiental mais proeminente, sendo
responsavel por mais de 50% do total dos canceres de bexiga (Griffiths, 2013; Knowles,
Hurst, 2015). As infecgdes cronicas da bexiga também aumentam o risco deste cancer,
sendo mais frequente entre os individuos que abrigam o parasita Schistosoma
haematobium (Ploeg et al., 2009). A exposi¢cdo em longo prazo a ciclofosfamida

aumenta de quatro a nove vezes o risco de desenvolvimento do cancer de bexiga
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(Cotran et al., 2000; Griffiths, 2013). Embora o envolvimento do histérico familiar nao
seja evidente, estudos sugerem que polimorfismos nos genes NAT2 (N-acetyltransferase
2) e GSTMI1 (glutationa S-transferase-pl) sdo responsaveis por 31% dos casos de

cancer de bexiga (Garcia-Closas et al., 2005).

1.1.2.4 Apresentacao clinica

A hematiria indolor € a sintomatologia mais frequente, acometendo
aproximadamente 85% dos pacientes. A irritabilidade vesical caracterizada por distria,
polaciuria e urgéncia miccional € outra manifestagdo clinica geralmente associada a
tumores mais agressivos. Dor lombar e pélvica e edema dos membros inferiores sdo

sinais e sintomas secunddrios, decorrentes de metdstases ou comprometimento de

orgdos proximos a bexiga (Netto Jr, 1999; Jacobs et al., 2010; Park et al., 2014).

1.1.2.5 Diagnéstico, classificacao e estadiamento

A investigagdo diagndstica inicial geralmente envolve cistoscopia e citologia
urindria. A cistoscopia € o padrdo ouro para a deteccdo de novos e recorrentes casos €
para o estadiamento do cancer de bexiga (Griffiths, 2013; Park et al., 2014). A citologia
urindria consiste de um método nao invasivo de alta especificidade para doenca de alto
grau. Em contrapartida, devido a baixa sensibilidade, apresenta uso limitado para
doenca de baixo grau. Os marcadores tumorais detectdveis na urina, apesar de
promissores, até 0 momento nao apresentam acuricia suficiente para serem substituidos
pela cistoscopia ou citologia (Agarwal et al., 2008; Park et al., 2014; Knowles, Hurst,
2015).

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

graduacdo tumoral, que € baseada na aparéncia microscopica e na profundidade da
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invasdo. De acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da Saide (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 Patolégica (ISUP), recomendaram a utilizacdo de
uma nova classificacio, onde tumores papilares sdo 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).
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Figura 3. Extensao do cancer de bexiga. a) Estadiamento do cancer de bexiga de acordo
com o sistema tumor-nédulo-metéstase (TNM). b) Classifica¢do do cancer 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 € o tipo histolégico predominantemente diagnosticado em
paises ocidentais, representando 90% de todos os casos de cancer de bexiga (Park et al.,
2014; Knowles, Hurst, 2015). Estes tumores sido classificados usando o sistema tumor-
nédulo-metéstase (sistema TNM), onde T representa a extensao clinica do tumor, N os
linfonodos comprometidos e M a presenca de metdstase, conforme demonstrado na
Tabela 2 (Knowles, Hurst, 2015).
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Tabela 2. Sistema TNM utilizado para descrever a extensdo da invasao (Tis-T4) e as

caracteristicas celulares do cancer de bexiga. [Adaptado de Jacobs et al., 2010.]

Tumor primario (T)
TX — Tumor primdrio ndo pode ser avaliado
TO — Sem evidéncia de tumor primdrio
Tis — Carcinoma in situ: “tumor plano”
Ta — Carcinoma papilar ndo invasivo
T1 — Tumor invade a lamina prépria
T2 — Tumor invade a musculatura prépria
pT2a — Tumor invade a musculatura prépria superficial (metade interna)
pT2b — Tumor invade a musculatura prépria profunda (metade externa)
T3 — Tumor invade o tecido perivesical
pT3a — Microscopicamente
pT3b — Macroscopicamente (massa extravesical)

T4 — Tumor invade estroma prostdtico, vesicula seminal, utero, vagina, parede pélvica e/ou
parede abdominal

T4a — Tumor invade prostata, titero ou vagina

T4b — Tumor invade parede pélvica ou abdominal

Linfonodos regionais (N)

Linfonodos regionais incluem ambas as regides de drenagem primdria e secunddria. Todos os
outros nédulos acima da bifurcagdo adrtica sdo considerados linfonodos distantes.

NX — Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO — Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 — Metéstase em um tnico linfonodo regional na pelve (linfonodos hipogdstrico, obturador,
iliaca externa ou pré-sacral)

N2 — Metastases miuiltiplas em linfonodo regional na pelve (metastases nos linfonodos
hipogdstrico, obturador, iliaca externa ou pré-sacral)

N3 — Metastases dos linfonodos para os linfonodos ilfacos comuns

Metastase distante (M)
MO — Auséncia de metastase a distiancia

M1 - Presencga de metastase a distancia
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O cancer de bexiga € uma doenca heterogé€nea classificada com base na sua
progressdo e ocorréncia, em: cancer de bexiga nao invasivo, cancer de bexiga musculo
invasivo ou metastatico (Kirkali et al., 2005; Park et al., 2014). Cerca de 70-75% dos
tumores de bexiga sdo diagnosticados como céancer de bexiga ndo invasivo e de baixo
grau, envolvendo os estdgios clinicos Tis, Ta e T1 (Figura 3) (Kirkali et al., 2005;
Griffiths, 2013; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). Em geral apresentam um bom
prognéstico, sendo que aproximadamente 90% dos pacientes sobrevivem por 5 anos.
Contudo, em torno de 50-70% desses pacientes apresentam recorréncias dentro de 6-12
meses, com desenvolvimento de doenga invasiva ou metastitica em 10-15% dos
pacientes (Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). Aproximadamente 20-25% dos
canceres de bexiga sdo diagnosticados como tumores musculo invasivo (T2-T4) (Figura
3), estando associados com significativo risco de metastases subsequentes (50%) e uma
taxa de sobrevivéncia significativamente reduzida de 5 anos (~50%). Os pacientes que
desenvolvem doenga metastdtica apresentam uma média de sobrevivéncia de 12-15
meses, demonstrando a natureza agressiva desta doenca (Dudek et al., 2013; Griffiths,

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

1.1.2.6 Tratamento

O tratamento do cancer de bexiga varia conforme a natureza invasiva do tumor.
Tumores ndo invasivos podem ser removidos por resseccdo transuretral, seguido de
quimioterapia ou imunoterapia adjuvante para a prevencdo da recorréncia (Dudek et al.,
2013; Park et al., 2014; Knowles, Hurst, 2015). A administragdo intravesical do Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) apds a resseccdo transuretral, tem sido o tratamento mais
efetivo contra o cancer de bexiga ndo invasivo. A instilagio da BCG induz

citotoxicidade direta e uma resposta imune localizada que € capaz de eliminar as células
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cancerigenas (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),
hematria, irritacdo da bexiga, mal-estar e febre sdo comuns, e aproximadamente 40%
dos pacientes nao respondem a este tratamento, ocorrendo a progressdo tumoral durante
a terapia (Payne et al., 2013; Schenkman, Lamm, 2004; Wu et al., 2015).

O tratamento de tumor musculo invasivo requer cistectomia radical seguido de
desvio urindrio ou radioterapia. Quimioterapia neoadjuvante é recomendada antes do
tratamento definitivo. A combinac¢do da quimioterapia e radioterapia € indicada devido a
alta taxa de progressao para doenca metastatica (Griffiths, 2013; Knowles, Hurst, 2015).

Devido a necessidade da vigildncia constante do paciente, de tratamentos
repetidos para a doenca recorrente e dos custos das complicacdes associadas ao
tratamento, o cancer de bexiga é considerado o cancer mais dispendioso (Jacobs et al.,

2010; Knowles, Hurst, 2015).

1.2 Sinalizacio purinérgica: abordagem na bexiga urinaria
1.2.1 Nucleotideos extracelulares

Nucleotideos e nucleosideos representam uma importante e ubiqua classe de
moléculas sinalizadoras que exercem diversos efeitos biolégicos (Yegutkin, 2008). A
adenosina 5’-trifosfato (ATP) € um exemplo de nucleotideo purico que, além de agir
intracelularmente como molécula energética, também age como uma potente molécula
de sinalizacdo no meio extracelular (Yegutkin, 2008; Burnstock, 2014). Na bexiga
urindria 0 ATP é a molécula de sinalizacdo que exerce papel crucial tanto na sensacao
de plenitude quanto em muitas alteracOes da bexiga (Burnstock, 2014; Winder et al.,

2014).
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O ATP ¢ liberado do urotélio em resposta a distensdo da superficie urotelial da
bexiga urindria, provavelmente iniciada pelo aumento da tensdo nas células umbrella
(Wang et al., 2005; Birder, Andersson, 2013; Winder et al., 2014). A liberacao do ATP
pelas células uroteliais também pode ser induzida por mediadores presentes na urina,
mediadores liberados de processos neuronais € em resposta a inflamagdo e/ou morte
celular (Yegutkin, 2008; Winder et al., 2014). A liberacio do ATP no urotélio ocorre
principalmente por meio do transporte vesicular ou exocitose (Wang et al., 2005) e, em
pequena extensdo, pelos hemicanais de panexinas (Negoro et al., 2013; Timéteo et al.,
2014). O ATP pode ser liberado do urotélio a partir de ambos os compartimentos da
parede da bexiga urindria (mucosa — recobre a por¢ao interna; serosa — recobre a por¢ao
externa do 6rgdo) e, assim, atuar como um importante mediador autdcrino e parécrino,
respectivamente, por meio da ativacdo de receptores especificos denominados de
receptores purinérgicos (Wang et al., 2005; Birder, Andersson, 2013; Winder et al.,
2014).

A sinalizagdo na bexiga urindria € finamente ajustada a maquinaria das
moléculas de sinalizacdo e dependente do tipo de receptores purinérgicos expressos bem
como da expressdo de enzimas denominadas ectonucleotidases (Winder et al., 2014).
Em relagdo a concentragdo de ATP no espaco extracelular (nanomolar), esta € regulada
tanto pela liberacdo do nucleotideo como pela sua hidrélise pelas ectonucleotidases. E
proposto que devido a presenca destas enzimas na parede da bexiga, a meia-vida do
ATP liberado pelo urotélio € encurtada (Lewis, Lewis, 2006). Como consequéncia, a
adenosina passa a ser o nucleosideo que alcanca concentracdes mais altas no meio
extracelular, tanto via acdo das ectonucleotidases, como também pela liberacdo de
adenosina pelo préprio urotélio por mecanismo de estiramento da bexiga urindria

(Winder et al., 2014).

31



Na bexiga urindria, a sinalizacdo purinérgica tem, portanto, papel essencial,
principalmente na contragdo e no relaxamento muscular durante os ciclos miccionais.
Para iniciar a micg¢do, terminacdes parassimpaticas liberam ATP estimulando a
contracdo do musculo liso da bexiga, via receptor purinérgico P2X;. A enzima
NTPDase 1 € capaz de hidrolisar dois fosfatos do ATP e assim converter rapidamente
ATP em AMP que € entdo hidrolisado a adenosina pela ecto-5’-nucleotidase/CD73,
cessando o efeito do ATP sobre os receptores P2X; e facilitando o relaxamento
muscular via receptores Apg. Assim, o0 ATP é considerado um “efetor duplo” porque é
responsavel tanto pela fase de contracdo quanto pela fase de relaxamento muscular no
reflexo da micturagdo, via acdo coordenada das enzimas NTPDase 1 e ecto-5’-

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

1.2.2 Receptores purinérgicos

Na membrana celular estdo ancorados os receptores purinérgicos, um dos grupos
de receptores mais antigos evolutivamente (Burnstock, Verkhratsky, 2009). Estes
receptores estdo divididos em P1 e P2 (Figura 4), sendo os Pl preferencialmente
ativados pela adenosina enquanto os P2 sdo ativados por uma variedade de nucleotideos
(ATP, ADP, UTP e UDP) (Ralevic, Burnstock, 1998). A identificacdo da existéncia
destas duas familias de receptores de membrana foi descrita pela primeira vez em 1978
(Burnstock, 1978) e, mais tarde, os receptores com preferéncia por nucleosideos di- e
trifosfatados (P2) foram subdivididos em receptores P2X e P2Y, com base na sua
estrutura molecular, mecanismo de agdo e propriedades farmacoldgicas (Burnstock,

Kennedy, 1985).
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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 sdo canais catidnicos sensiveis ao ATP e presentes em
diversos organismos, indicando que a sinalizacdo do ATP via estes receptores € um
mecanismo comum (Jarvis, Khakh, 2009). Até o momento, sete membros desta familia
foram identificados: P2X; a P2X; (Burnstock, 2004).

Os receptores P2X sdo trimeros proteicos transmembrana (Figura 4), cuja
diversidade dos fendtipos € determinada por ligacdes de subunidades individuais. Com
excecao dos receptores P2Xg, os quais ndo formam homoméricos funcionais, os demais
receptores sdo classificados em homoméricos (subunidades codificadas pelo mesmo
gene; P2X-P2X5 e P2X7) ou em heteroméricos (subunidades codificadas por genes de
diferentes receptores P2X; P2X,, P2Xu, P2X 5, P2X53, P2Xy/5, P2X0/6, P2X4/5, P2X4s6
e P2X4/7) (Burnstock, 2006; Abbracchio et al., 2009; Compan et al., 2012).

A ativacdo dos receptores P2X resulta em permeabilidade celular rapida (~10ms)
e seletiva de cations (Na+/K+/Ca2+) pela abertura de canais i0nicos na membrana
plasmdtica (North, 2002). Na presenca de baixas concentragdes de ATP (micromolar)
todos os receptores P2X promovem a abertura dos canais i0nicos. No entanto, quando

na presenca de altas concentracoes de ATP (milimolar) ou em resposta a ativacdo
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repetida ou prolongada, o receptor P2X; pode também promover a abertura de poros
que sdo permedveis a grandes moléculas organicas (600 — 800 Da) (Alves et al., 2014;
Sperlagh, Illes, 2014).

Apesar de contradicdes na literatura, foi demonstrado que o urotélio da bexiga
urindria sadia de humanos expressa os receptores P2X,, P2X3, P2X,4 e P2Xs (Tempest et
al., 2004; Shabir et al., 2013). Outros estudos, porém, apontam que os sete receptores

P2X estdo presentes no urotélio de vérias espécies (Khandelwal et al., 2009).

1.2.2.2 Receptores P2Y

Os receptores P2Y sdo receptores acoplados a proteina G e caracterizados por
sete dominios proteicos transmembrana, cuja cauda N-terminal estd 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 proteinas Gg11, Gy € Gj. Com base nisto, dois grupos sao
reconhecidos. O grupo dos receptores P2Y ;4611 0s quais majoritariamente acoplam a
proteina Gy/11 induzindo a liberaga@o de célcio intracelular via ativagio da fosfolipase C e
inositol trifosfato (IP3); e o grupo dos receptores P2Y 5 1314 0s quais acoplam a proteina
Gijj, modulando os canais i10nicos, com consequente inibicdo da adenilato ciclase
(Burnstock, 2006; Abbracchio et al., 2009).

Atualmente oito receptores P2Y (P2Y246.11.12.13.14) foram identificados e
caracterizados quanto a sensibilidade a nucleotideos de adenina, uracila ou ambos.
Alguns destes receptores sdao ativados principalmente por nucleosideos difosfatados
(P2Y6.12.13), enquanto outros por nucleosideos trifosfatados (P2Y,4). Adicionalmente,
alguns sdo ativados por ambos os nucleotideos ptricos e pirimidicos (P2Y;46),

enquanto outros somente por nucleotideos puricos (P2Y7112.13) (Burnstock, 2004;
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Burnstock, 2006). A ativacdo dos receptores P2Y resulta em tempo de resposta ao
estimulo mais lento (>100ms) se comparado aos receptores P2X, visto que os receptores
P2Y conduzem a ativagdo de diferentes sistemas de segundos mensageiros via proteina
G (Abbracchio et al., 2006).

No urotélio da bexiga humana e de felinos, os receptores P2Y,, P2Y, e P2Y,
foram identificados estar expressos (Birder et al., 2004; Shabir et al., 2013). Nas células

uroteliais de ratos, somente P2Y, e P2Y, foram identificados (Chopra et al., 2008).

1.2.2.3 Receptores P1

A adenosina extracelular induz suas respostas fisiologicas via interacdo e
ativacdo de um ou mais dos quatro distintos receptores transmembrana de adenosina
denominados Aj, Aza, Asg € A3 (Figura 4). Estes quatro subtipos de receptores de
adenosina estdo acoplados a proteina G e foram caracterizados com base em suas
particularidades moleculares e farmacoldgicas. Enquanto os receptores A; e As,
acoplados a proteina Gj,, inibem a atividade da adenilato ciclase e da proteina cinase A
com consequente diminuicdo dos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)
intracelular; os receptores Aja € Azp, acoplados a proteina G, t€m efeito estimulatdrio
sobre a adenilato ciclase e proteina cinase A induzindo ao aumento dos niveis de cAMP
(Ralevic, Burnstock, 1998; Hasko, Cronstein, 2004; Stagg, Smyth, 2010; Longhi et al.,
2013).

Os receptores P1 também diferem quanto a concentracdo de adenosina
necessdria para a sua ativacao, sendo que para os receptores Aj, Ay € Az concentragdes
fisiol6gicas deste nucleosideo sdo suficientes (abaixo de 1 uM); enquanto altas

concentracdes de adenosina sdo necessdrias para ativacdao do receptor A,p (acima de 20

uM), as quais podem ser geradas sob condicdes patofisioldgicas (Fredholm et al., 2001;
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Longhi et al., 2013). E evidente, portanto, que o receptor A,p difere dos demais pela sua
afinidade relativamente baixa pela adenosina (Feoktistov, Biaggioni, 1997).

Devido a sua ampla distribuicdo, os receptores de adenosina tém sido implicados
em vdarios processos fisiologicos. Destacamos aqui o papel crucial da adenosina nas vias
de progressao celular, atuando na modulagdo das vias de protecdo e proliferacdo (A, A,
e Az), bem como de apoptose (A3) (Spychala, 2000; Latini, Pedata, 2001).

No urotélio de coelhos, ratos e camundongos a presenga dos quatro receptores de
adenosina P1 foi observada (Khandelwal et al., 2009; Winder et al., 2014). Na linhagem
celular de cancer de bexiga humano T24 a caracterizacdo destes receptores também ja
foi investigada. Embora tenha sido descrito que o unico receptor de adenosina funcional
nesta linhagem seja o Ajg, 0s receptores A; e Aya também foram identificados (Phelps

et al., 2006).

1.2.3 A familia das ectonucleotidases

Os nucleotideos liberados para o meio extracelular sdo hidrolisados até seus
nucleosideos correspondentes por meio da acdo catalitica das ectonucleotidases
(Yegutkin, 2008), as quais apresentam papel chave na regulacio da sinalizacdo
purinérgica, controlando a concentragcdo e o tempo em que estas moléculas sinalizadoras
permanecem no meio extracelular (Lemmens et al., 1996; Zimmermann, 2000). As
ectonucleotidases encontram-se ancoradas a membrana plasmdtica ou a membrana
intracelular, com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular ou para o limen de
organelas, respectivamente (Zimmermann, 2000). Estas enzimas incluem os seguintes
membros: Ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases); Ecto-nucleotideo

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).

NTPDases 1,2,3e 8 NPPs1,2e3 APs Ecto-5’NT/CD73

NH,

CQOH Zn

~}-ACRs

Meio
extracelular
DODDTEN

_ MP
BOHOODOOE NN A EXEHER S g:.:if‘_‘_(__-.;_-\_(_\.-_ KOEDOEDEOEHIODEOOO
b i Citosol

NH; COOH anco'r‘a.. de GPI

Figura 5. Topografia de membrana das principais enzimas representantes da familia das
ectonucleotidases. = ACRs — regides conservadas da apirase; GPI -
glicosilfosfatidilinositol; MP — membrana plasmética. [Imagem reproduzida de

Cappellari, 2013.]

1.2.3.1 A familia das NTPDases

As enzimas da familia das NTPDases (EC 3.6.1.5) sdo ectoenzimas
caracterizadas pela sua capacidade de hidrolisar nucleosideos tri- e/ou difosfatados até
seus respectivos nucleosideos monofosfatados. Esta familia compreende oito diferentes
membros classificados em ordem da sua descoberta e classificacdo: NTPDase 1 a 8.
Elas diferem entre si quanto a localizacdo celular e propriedades funcionais. As
NTPDases 1, 2, 3 e 8 s@o enzimas de superficie celular (Figura 5); as NTPDases 5 e 6
exibem localizagdo intracelular e, apds serem estimuladas nos tecidos em que sao
expressos, sao secretadas; e as NTPDases 4 e 7 apresentam-se inteiramente
intracelulares voltadas para o limen de organelas citoplasmaticas (complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico) (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014).

Todos os membros dessa familia apresentam cinco sequéncias idénticas, denominadas
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de regides conservadas da apirase (ACRs), as quais estdo relacionadas com o sitio ativo
das enzimas e com a atividade catalitica (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008;
Zimmermann et al., 2012). Para atingirem a sua atividade catalitica médxima, essas
enzimas necessitam de concentragdes milimolares dos cations Ca™ e Mg2+ e de pH
entre 7,0 - 8,5 (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014).

As quatro enzimas de superficie celular se encontram ancoradas a membrana
plasmatica por dois dominios transmembrana (N- e C-terminal), com o sitio catalitico
voltado para o meio extracelular, sendo assim as mais importantes no controle dos
niveis extracelulares de nucleotideos (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; 2014). A
NTPDase 5 pode ocorrer como uma proteina soltvel, apresentando somente um tnico
dominio extracelular clivavel (N-terminal) (Zimmermann, 2000).

A distribui¢do diferencial da familia das NTPDases na bexiga urindria de
camundongos sadios ja foi demonstrada. A NTPDase 3 estd presente no urotélio
enquanto que a NTPDase 1 e a NTPDase 2 sdo encontradas na lamina prépria, sendo a
NTPDase 1 restrita aos vasos sanguineos. A NTPDase 1 também € altamente expressa
no mdusculo liso (Yu et al, 2011). A presenca da NTPDase 3 no urotélio de
camundongos sadios foi recentemente confirmada em nosso grupo de pesquisa € uma
expressiva diminui¢do desta enzima foi observada na progressdo do cincer de bexiga
induzido por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) (Rockenbach et al., 2014).
Ainda, a expressdo destas ectoenzimas também foram evidenciadas nas linhagens
celulares de cancer 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 familia das NPPs

A familia 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 familia sdo glicoproteinas
transmembrana, com cauda N-terminal intracelular e C-terminal extracelular e um
dominio catalitico altamente conservado com dois fons Zn** ligados ao seu sitio ativo
(Figura 5) (Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). Estdo localizadas na superficie
celular como proteinas transmembrana ou como enzimas secretadas (Goding et al.,
2003). Formas soliveis para a NPP1, NPP2, NPP3, NPP6 e NPP7 tém sido descritas
(Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). Membros dessa familia possuem uma
ampla especificidade a diferentes substratos, sendo o espectro de substratos ndo restrito
a nucleotideos. As enzimas NPP1 a NNP3 sdo capazes de hidrolisar nucleosideos tri- e
difosfatados, ligacOes pirofosfato e fosfodiester presentes em nucleotideos, &dcidos
nucleicos, bem como lisofosfolipideos 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 a NTPDases.
Devido ao fato de compartilharem similaridades a substratos especificos e de serem
coexpressas em uma ampla variedade de tecidos, a distingdo entre os membros das
familias das NPPs e das NTPDases € frequentemente complicada (Yegutkin, 2008). No
contexto da sinalizagdo purinérgica, somente as ectoenzimas NPP1 e NPP3 sdo
relevantes, pois sdo capazes de hidrolisar varios nucleotideos extracelulares (Yegutkin,
2014).

A expressdao da NPP1, NPP2 e NPP3 nas linhagens de cancer 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) s@o proteinas homodiméricas ou
heterodiméricas acopladas a membrana plasmdtica por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 5). No seu sitio catalitico encontram-se duas
moléculas de Zn** e uma de Mg2+, as quais sdo essenciais para a atividade enzimatica.
A atividade 6tima 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, nucleotideos de adenina, pirofosfato,
polifosfatos inorgancios, glicose-6-fosfato, B-glicerofosfato e bis-(p-nitrofenil)-fosfato
(Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014). A capacidade das APs
hidrolisarem nucleosideos tri-, di- e monofosfatados as qualificam como
ectonucleotidases, sendo as unicas enzimas que podem sequencialmente defosforilar um
nucleosideo trifosfatado a seu respectivo nucleosideo. Portanto, as APs tém o potencial
de inativar agonistas de receptores P2 e produzir a adenosina para receptores Pl

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

1.2.3.4 Ecto-5’-nucleotidase/CD73

O AMP, produto intermedidrio da hidrélise do ATP, pode ser hidrolisado pela
ecto-5’-nucleotidase, também conhecida como CD73. A ecto-5’-nucleotidase/CD73
(ecto-5S’NT/CD73; EC 3.1.3.5) é a enzima responsdvel pela hidrélise de nucleosideos
monofosfatados em seus respectivos nucleosideos e Pi, sendo considerada a principal
fonte enzimética de adenosina no meio extracelular (Zimmermann, 2000; Yegutkin,
2008; 2014). Esta enzima ¢ um homodimero que se encontra ancorada a membrana
plasmatica pela interacdo entre a cauda C-terminal e uma ancora de GPI (Figura 5).

N

Ligado a sua estrutura N-terminal encontra-se um atomo 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 ¢ altamente expressa na maioria dos tumores sélidos, sendo que a sua expressao em
linhagens celulares de cancer de bexiga humano ja foi descrita. Nestas linhagens
celulares, evidéncias de alteracdes na atividade enzimética da ecto-5’NT/CD73 com a
progressdo da malignidade foram observadas, sendo a linhagem de cancer de bexiga de
grau 1 (RT4) caracterizada por baixa atividade da enzima em comparacao a linhagem de
grau 3 (T24) (Stella et al., 2010). Em camundongos sadios a ecto-5’NT/CD73 ¢é
altamente expressa no musculo liso (Yu et al.,, 2011). Embora o urotélio normal de
camundongos ndo expresse essa proteina (Yu et al., 2011), recentemente demonstramos
a expressao 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 citosélica, a adenosina desaminase tem
sido encontrada na superficie de diferentes tipos celulares, e, portanto, pode ser
considerada também uma ectoenzima (ecto-ADA; EC 3.5.4.4) (Franco et al., 1997).
Mesmo ndo sendo incluida na familia das ectonucleotidases, a ecto-ADA € uma
importante enzima da cadeia de inativacdo das purinas. Ela catalisa a reacdo final de
hidrélise de nucleosideos da adenina, convertendo irreversivelmente a adenosina em
inosina. A ecto-ADA ¢, portanto, a responsdvel por controlar a disponibilidade de
adenosina e a produ¢do de inosina no meio extracelular (Yegutkin, 2008; 2014).

Ao contrdrio da adenosina, pouca atencdo tem sido dada ao papel fisioldgico da

inosina. Originalmente pensou-se que a inosina ndo tinha efeitos bioldgicos, mas
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atualmente € bem estabelecido que este nucleosideo pode participar ativamente em
muitos processos bioldgicos, atuando na protecdo celular frente a diversos insultos. A
acdo da inosina pode envolver efeitos pela ativacdo direta aos receptores de adenosina
(A1, Aza € A3), mas é também possivel que a inosina aumente os niveis de adenosina
extracelular por competir com os transportadores de nucleosideo, gerando assim efeitos

secundérios pela ligacdo da adenosina a seus receptores (Haské et al., 2004).

1.2.3.6 Adenosina cinase

A concentracdo de adenosina no meio extracelular € mantida em equilibrio pela
formacdo de inosina via ecto-ADA ou por mecanismos de captacdo via transportadores
especificos. 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 K, e ¢é a
principal enzima para depurar a adenosina metabdlica com o intuito de manter baixos os
niveis do nucleosideo no meio intracelular (na faixa de nanomolar). Em contrapartida, a
ecto-ADA tem alto valor de K,,, auxiliando na depuracio metabdlica da adenosina
quando altos niveis deste nucleosideo sdo alcancados (condicdo patoldgica) e a
capacidade da ADK ¢ excedida (Boison, 2013). Assim como a ecto-ADA, a ADK

também nao pertence a familia das ectonucleotidases.

1.3 Estratégias terapéuticas para patologias da bexiga urinaria

Embora diversas modalidades de tratamento tenham sido descritas para a cistite
hemorragica, até 0 momento nao ha nenhum tratamento farmacolégico adequado (Hsu
et al., 2013). Portanto, a identificagdo de tratamentos eficazes e estratégias preventivas
para reduzir a morbidade e a mortalidade associadas a esta patologia sdo urgentes

(Traxer et al., 2001; Manikandan et al., 2010).
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Em relacdo ao cincer de bexiga, frente a vdarios efeitos colaterais da terapia
disponivel, bem como a constatacdo de que por vdrias décadas o tratamento para esta
patologia ndo obteve avangos, novas abordagens terapéuticas se tornam necessarias.
Porém, a melhora no tratamento requer a compreensao detalhada da patologia e biologia
molecular do cincer de bexiga per se, frente a antigas e novas estratégias terapéuticas

(Knowles, Hurst, 2015).

1.3.1 Uncaria tomentosa (Willd.) DC.
1.3.1.1 Aspectos botanicos e geograficos

Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Shultes) DC. pertence a familia
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 Amapd, Amazonas, Paré e, principalmente, no Acre (Pollito, 2004).

1.3.1.2 Aspectos fitoquimicos

A andlise dos constituintes quimicos das cascas de U. tomentosa revela a
presenca de uma série de metabolitos secunddrios. Entre eles estdo os compostos
fendlicos, como flavonoides, derivados fenilpropanicos e taninos; os derivados
triterpénicos, representados pelas agliconas e heterosideos dos 4cidos quindvico,
ursOlico e oleandlico, com uma ou duas cadeias de carboidratos ligadas ao nucleo
triterp€nico; e os alcaloides, sendo majoritarios os oxinddlicos e, em menor proporcao,

os inddlicos, ambos divididos em tetraciclicos e pentaciclicos (Keplinger et al., 1999).
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1.3.1.3 Aspectos etnofarmacolégicos e farmacolégicos

Relatos histéricos demonstram que U. fomentosa tem sido cultivada por vérias
geracOes indigenas na floresta amazodnica (Pollito, Tomazello, 2006). Quanto ao inicio
do emprego desta espécie na medicina indigena Ashdninka, na regido Amazonica
Peruana, este continua incerto (Syrimis, 1998). Cascas e raizes de U. tomentosa sao
amplamente empregadas, sendo administradas como chd, tanto na forma de decocgdo
como de maceracao (Keplinger et al., 1999; Sheng et al., 2000; Sandoval et al., 2002).
Especialmente no Peru e na regido norte do Brasil, a espécie tem sido administrada em
casos de dor reumdtica, artrite, osteoartrite, infeccdes bacterianas e virais, dores
cardiacas, ulceras géstricas, hemorragia, inflamacdes cronicas, alergias, asma, diarréia,
gonorréia, acne, doengas do trato urindrio e até mesmo em casos de cancer (Keplinger et
al., 1999; Aguilar et al., 2002; Heitzman et al., 2005; Valente, 2006; Hardin, 2007;
Allen-Hall et al., 2010). Extratos, cdpsulas e comprimidos a base de U. tomentosa tém
sido introduzidos na Europa e nos Estados Unidos como tratamento adjuvante para o
cancer e algumas doencgas virais, como a AIDS (Sandoval-Chacén et al., 1998; Sheng et
al., 2000).

Diversos estudos relatam diferentes atividades biolégicas para extratos, fracdes
e/ou isolados de U. tomentosa, demonstrando propriedades citotoxica, contraceptiva,
antiproliferativa, antiapoptdtica ou pré-apoptética, anti-inflamatdria, antioxidante,
antiviral e antimutagénica (Aquino et al., 1989; Rizzi et al., 1993; Sandoval-Chacén 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 € atribuido as trés principais
fraces de metabdlitos secunddrios: polifendis, alcaloides e derivados triterpénicos

(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, fracdes enriquecidas e alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos isolados, foi demonstrada em inimeros estudos onde diversas linhagens
celulares foram utilizadas, tais como linhagem de leucemia mieloide humana (HL-60),
linhagem humana de leucemia linfoblastica 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 colon (HT-29), adenocarcinoma de colorretal humano
(SW707), carcinoma epidermoide humano (KB), carcinoma de pulmao de ndo pequenas
células humano (A549), cistoadenocarcinoma de ovario humano (OAW-42), carcinoma
de pulmdo Lewis de camundongo LL/2 (LLC), linhagem de melanoma de camundongo
(B16), linhagens de cancer 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; Garcia Prado et
al., 2007; Pilarski et al., 2007; Rinner et al., 2009; Dreifuss et al., 2010; Garcia 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 0 mecanismo associado a 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 indu¢do de apoptose
parece estar relacionado a capacidade da U. fomentosa em inibir a ativagdo do NF-kB, o
qual depende do tipo celular e do seu status de ativagdo (Allen-Hall et al., 2010). A
maioria das atividades descritas acima € atribuida 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 fracdo purificada de glicosideos do &4cido

quinévico de U. tomentosa, ao contrario da fracdo purificada de alcaloides, demonstrou
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potente efeito inibitério frente a linhagem celular de cancer de bexiga humano T24,
induzindo morte celular por ativacdo da via apoptética dependente de caspase-3 e por
modula¢do do NF-kB (Dietrich et al., 2014).

Além destes, outros estudos também foram realizados a fim de se investigar a
atividade anti-inflamatdria relatada para o uso desta espécie na medicina popular. A
acdo anti-inflamatdria in vitro foi relacionada a capacidade da espécie U. tomentosa em
modular o fator transcricional NF-kB, mediando a secrecdo diferencial de TNF-a e IL-
1B e, desta forma, promovendo morte celular por apoptose. Conforme dados da
literatura, U. tomentosa é o primeiro vegetal que de maneira distinta regula a secrecio
destas duas citocinas pré-inflamatdrias, promovendo, via NF-kB, o aumento de IL-1P e
suprimindo a sintese de TNF-a (Sandoval-Chacén 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-inflamatérios foram observados pela
reduc¢do do dano celular em bronquios de camundongos, apds administracido de decoctos
(Cisneros et al., 2005); inibi¢do da inflamacao intestinal cronica, apés administracdo do
extrato aquoso das cascas (Sandoval-Chacén et al., 1998); reducdo do edema de pata de
camundongos e ratos, apos administragdo de extratos hidroalcodlicos e de glicosideos
do 4cido quindvico, respectivamente (Aquino et al., 1991; Aguilar et al., 2002); redugdo
da artrite em ratos, apds administracdo de extrato aquoso (Castilhos et al., 2015);
inibicdo de cerca de 50% das interleucinas liberadas (la, 1B, 17 e TNF-a), apds
administracao de mirtafilina (Rojas-Duran et al., 2012); e o mesmo alcaloide oxinddlico
foi capaz de modular a ativacio de neutréfilos de forma a atenuar a resposta
inflamatodria, além de reduzir a expressdo e secrecdo de citocinas inflamatérias (TNF-a,
IL-6, 1L-8) (Montserrat-de la Paz et al., 2016). Ainda, no estudo conduzido por Aguilar

et al. (2002) foi demonstrado que os extratos aquoso e hidroalcodlico de U. tomentosa
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promoveram um moderado e fraco efeito inibitorio sobre as ciclooxigenases, COX-1 e
COX-2, respectivamente, sendo a atividade observada atribuida a presenca de alcaloides
oxinddlicos pentaciclicos. Efeitos antioxidantes também foram evidenciados contra o
acido hipocloroso, um forte oxidante produzido por neutréfilos, podendo justificar a
efetividade de U. tomentosa no tratamento de doencas inflamatdrias e em certos tipos de
cancer (Amaral et al., 2009).

C-Med 100° (CampaMed, New York, USA) é um extrato padronizado obtido
por decocgdo das cascas de U. fomentosa, onde alcaloides, taninos e flavonoides sdao
removidos. Apds a suplementacdo deste extrato aquoso foi demonstrado um aumento no
reparo do DNA e na resposta imunoldgica 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 reducdo dos efeitos adversos quimioterdpicos, na atenuacdo da neutropenia e na
recuperacdo acelerada na contagem de leucdcitos (Steinberg, 1995; Farias et al., 2012).
Em pacientes diagnosticadas com cancer de mama e tratadas com quimioterapia, foi
observada recuperacio da neutropenia e restauragdao do dano ao DNA quando cotratadas

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

1.3.2 Radioterapia

A radioterapia é uma das principais modalidades efetivas para o tratamento de
tumores sodlidos, sendo utilizada isoladamente ou em combinacdo 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 exposi¢do das células a radiagdo induz dano ao DNA direta ou indiretamente

por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Estas
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espécies reativas promovem a ativacdo de multiplas vias de transducdo de sinal
intracelulares, conduzindo a desregulacdo da fun¢do celular (Valerie et al., 2007; Leroi
et al., 2016).

Dano a base, quebra da cadeia simples ou quebra da dupla fita sdo consideradas
formas letais de dano ao DNA. Tais danos, se ndo reparados, resultam em morte celular
ou instabilidade gendmica (Begg et al., 2011). Muitos sdo os fatores que influenciam na
morte celular que pode ocorrer apds a radiacdo. Entre estes fatores, estdo incluidos o
tipo e a dose da radiagdo, o tipo e o microambiente tumoral e as caracteristicas
imunolégicas do hospedeiro (Formenti, Demaria, 2009; Sologuren et al., 2014). No
entanto, danos ao DNA podem ser reparados por recombinacdo homoéloga ou unido da
extremidade ndo homdloga (Wang, Lees-Miller, 2013).

A inespecificidade da radioterapia constitui um dos maiores problemas desta
terapia, pois atinge tanto c€lulas tumorais quanto normais do hospedeiro (Valerie et al.,
2007; Leroi et al., 2016). Moléculas de sinalizacdo liberadas pela radiacdo tais como
ROS, RNS e citocinas, induzem vdrios efeitos biologicos ndo somente nas células
irradiadas, mas também nas células e tecido ndo irradiados por meio da comunicac¢ao

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

1.3.2.1 Radioterapia no cancer de bexiga

Apesar da crescente pesquisa, 0s principais tratamentos para tumor de bexiga
miusculo invasivo, ainda continuam sendo a cistectomia radical e a radioterapia. A
cistectomia € considerada o tratamento padrdo para tumor de bexiga musculo invasivo,
mas este tratamento estd associado com significativa morbidade e uma taxa de
complicacdo que varia de 25 a 57% nos primeiros 30 dias apds a cirurgia. Mesmo apds

a realizacdo da cistectomia radical, a taxa de mortalidade em 5 anos € 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 tém aumentado o interesse por abordagens terapéuticas que visam
a preservacao da bexiga, sem comprometimento na sobrevivéncia (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 reseccdo transuretral, a
quimioterapia e a radioterapia tém sido reconhecidos como terapias para preservacao do
orgdo, com resultados promissores em pacientes cuidadosamente selecionados, cuja
sobrevivéncia foi compardvel 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 urindria, a radioterapia € uma
modalidade de tratamento adequado. No entanto, apesar de a radioterapia ser utilizada
para tratamento de pacientes com cancer de bexiga, muitos tumores apresentam
resisténcia sob a forma de recorréncia e metdstases a distancia, dificultando a
implementacdo desta terapia (Kotwal et al., 2008, James et al., 2012). Portanto, a
elucidacdo dos mecanismos, bem como a identificagdo de biomarcadores que conduzem
a radiossensibilizacdo das células do cancer de bexiga torna-se imprescindivel para
obtencdo de resultados promissores frente a pacientes selecionados que respondam a
terapia da radiacdo.

A radiorresisténcia observada em pacientes, também tem sido evidenciada em
linhagens de cancer de bexiga. A linhagem de cancer de bexiga humano T24 tem sido
descrita como radiorresistente a baixas doses (<2 Gy) e radiossensivel 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 ndo induz morte apoptdtica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica frente a estratégias
terapéuticas em dois modelos experimentais de patologia da bexiga urindria: cistite

hemorragica e cancer de bexiga.

2.2 Objetivos especificos
Capitulo 1: Avaliar in vivo, o efeito da fragdo purificada de glicosideos do 4cido
quinévico da espécie Uncaria tomentosa nos eventos nociceptivos e inflamatérios em

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

Capitulo 2: Caracterizar a expressdo dos receptores purinérgicos e determinar a
participacao dos mesmos no efeito desencadeado pela radiacdo em cultura de linhagem

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

Capitulo 3: Investigar o envolvimento das ectonucleotidases sobre o efeito
desencadeado pela radiagdo em cultura de linhagem de células de cancer de bexiga

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

Capitulo 4: Avaliar o potencial efeito inibitério de 14 moléculas frente a enzima ecto-

5’-nucleotidase/CD73 purificada e investigar o efeito do dcido ursélico frente a cultura

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

3.1 Capitulo 1

THE QUINOVIC ACID GLYCOSIDES PURIFIED FRACTION FROM Uncaria
tomentosa PROTECTS AGAINST HEMORRHAGIC CYSTITIS INDUCED BY

CYCLOPHOSPHAMIDE IN MICE

Fabricia Dietrich, Jeronimo Pietrobon Martins, Samuel Kaiser, Rodrigo Braccini
Madeira Silva, Liliana Rockenbach, Maria Isabel Albano Edelweiss, George Gonzélez
Ortega, Fernanda Bueno Morrone, Maria Martha Campos, Ana Maria Oliveira
Battastini.
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Abstract

Uncaria tomentosa is widely used in folk medicine for the treatment of numerous diseases,
such as urinary tract disease. Hemorrhagic cystitis (HE) is an inflammatory condition of the
bladder associated with the use of anticancer drugs such as cyclophosphamide (CYP).
Sodium 2-mercaptoethanesulfonate (Mesna) has been used to prevent the occurrence of
HE, although this compound is not effective in established lesions. It has been demon-
strated that the purinergic system is involved in several pathophysiological events. Among
purinergic receptors, P2X7 deserves attention because it is involved in HE induced by CYP
and, therefore, can be considered a therapeutic target. The objective of this study was to
investigate the potential therapeutic effect of the quinovic acid glycosides purified fraction
(QAPF) from U. tomentosa in the mouse model of CYP-induced HE. Pretreatment with
QAPF not only had a protective effect on HE-induced urothelial damage (edema, hemor-
rhage and bladder wet weight) but was also able to control visceral pain, decrease IL-13 lev-
els and down-regulates P2X7 receptors, most likely by inhibit the neutrophils migration to
the bladder. This research clearly demonstrates the promising anti-inflammatory properties
of QAPF, supporting its use as complementary therapy. QAPF represents a promising ther-
apeutic option for this pathological condition.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0131882 July 8,2015

1/15

52



@PLOS | ONE

Protective Effect of Uncaria tomentosa on Hemorrhagic Cystitis

00. The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or
preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared
that no competing interests exist

Introduction

Uncaria tomentosa (Willd.) DC. belongs to the Rubiaceae family, commonly known as “ufia de
gato” or “cat’s claw” due to its curved hooks [1]. For centuries, decoctions of its bark and roots
have been used by the Ashdninkas people [1, 2, 3]. Particularly in traditional Peruvian medi-
cine, preparations of U. tomentosa have been used for the treatment of gastric ulcers, arthritis,
viral infections, general inflammatory conditions, urinary tract disease, and cancer [1, 3]. In
addition, dietary supplements obtained from U. fomentosa bark have been widely used as
adjunctive therapies for the treatment of inflammatory diseases [4, 5]. The wide range of activi-
ties conferred to U. tomentosa is mostly attributed to the presence of three main fractions of
secondary metabolites: polyphenols, alkaloids and quinovic acid glycosides [3]. U. tomentosa
decoctions have demonstrated an anti-inflammatory potential by preventing or modulating
lung injury induced by ozone in vivo [6]. For example, hydroalcoholic extracts of U. tomentosa
and quinovic acid glycoside were able to decrease carrageenan-induced paw edema in mice
and rats, respectively [7, 8]. Although the mechanisms by which U. tomentosa exerts anti-
inflammatory activity remain unclear, its biological actions are likely related to the modulation
of TNF synthesis, via NF-xB inhibition [2, 9, 10, 11]. However, no study has evaluated the anti-
inflammatory effect of U. fomentosa against hemorrhagic cystitis (HE).

HE is a general inflammatory condition of the urinary bladder [12] characterized by intense
pain, edema, bleeding, ulceration, necrosis, and leukocyte infiltration [13]. HE is usually associ-
ated with the use of the anticancer drug cyclophosphamide (CYP) [12]. The incidence of HE is
correlated with the CYP dosage and can be higher than 75% [14]. The urological side effects of
CYP are mediated by the metabolite acrolein, which is able to induce severe toxicity by direct
contact with the urothelium and by evoking a marked inflammatory reaction [12, 15]. Sodium
2-mercaptoethanesulfonate (Mesna) is prophylactically administered to patients treated with
CYP because this compound binds to acrolein, reducing harm to the bladder [15]. However,
Mesna has no effectiveness in established lesions, as morbidity due to HE continues to increase
[13, 16, 17]. The involvement of purinergic signaling in the physiology of the urinary bladder
has been extensively studied [18], with special focus on malignancies of the genitourinary tract
[19]. Extracellular purines and pyrimidines exert different effects by interacting with purinore-
ceptors P1 and P2. The P2 receptors are divided into two families, P2Y and P2X [20]. Among
the P2X receptors, P2X7 has demonstrated an important role in the cystitis hemorrhagic
model induced by CYP. It was shown that the pharmacological blockade or genetic deletion of
this receptor reduced the nociceptive and inflammatory events associated with HE [21]. Thus,
the association of the P2X7 receptor (P2X7R) with inflammation observed in HE becomes a
possible target for the treatment of this disease.

Therefore, considering the numerous pharmacological properties attributed to U. tormentosa
and the results already obtained on the anti-inflammatory activity of this species, the present
study aimed to investigate the potential therapeutic effect of the quinovic acid glycosides puri-
fied fraction (QAPF) obtained from U. tomentosa stem bark in a mouse model of CYP-induced
HE. The involvement of the P2X7R in the anti-inflammatory effect of QAPF on HE induced by
CYP was also investigated. In this study, QAPF from U. formentosa reduces nociceptive and
inflammatory events mediating your effects by a mechanism that involves the reduced migra-
tion of neutrophils, and as consequence of this, down-regulation of its P2X7R and the decrease
of IL-1P levels in the urinary bladder. Thus, QAPF may be deemed promising for the preven-
tion or treatment of this disease.
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Materials and Methods
Chemicals

Cyclophosphamide (Genuxal@200) and Mesna (Mitexan) were obtained from Baxter Oncol-
ogy GmbH (Frankfurt, Germany). Dimethyl sulfoxide (DMSQ), tetramethylbenzidine (TMB)
and hexadecyltrimethylammonium bromide (HT AB) were obtained from Sigma Chemical Co.
(St Louis, MO, USA). NaCl, NaPO,, hydrogen peroxide and Tween 20 were obtained from
Merck (Haar, Germany). BSA Fraction V (7.5%) was obtained from Gibco (Grand Island, NY,
USA). ELISA Kkits for quantifying cytokine levels were obtained from R&D Systems (Minneap-
olis, MN, USA). All other chemicals and solvents used were of analytical or pharmaceutical
grade.

Ethics statement

All experimental procedures used in the present study were performed in accordance with the
Guidelines for the Use and Care of Laboratorial Animals from National Institute of Health
publication No. 85-23 and ethical guidelines for investigations of experimental pain in con-
scious animal. The protocols were approved by the Ethics Committee of Pontificia Universi-
dade Catdlica do Rio Grande do Sul (CEUA 11/00243). The number of animals and the
intensity of noxious stimuli were the minimum required to demonstrate consistent effects of
the drug treatment.

Animals

Male Swiss mice (25 to 30 g) were housed in groups of five per cage and kept under conditions
of optimum light (12 h light/dark cycle), controlled temperature (22 + 2°C) and humidity (60—
70%), with food and water ad libitum. Except in behavioral studies, the experiments were per-
formed between 8:00 AM and 6:00 PM. At least 1 h before the start of the experiments, the ani-
mals were acclimatized in the laboratory. The number of animals used in each experiment is
provided in the legend of the figures.

Obtaining the purified fraction

Stem bark of U. tomentosa, supplied by Laboratorios Induquimica S.A., (Lima, Peru) collected
in Ucayali (Peru) and botanically certified by Peruvian biologist José Ricardo Campos de La
Cruz (Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru), were used in the present
study. The quinovic acid glycosides purified fraction (QAPF) was obtained and suitably charac-
terized by HPLC-PDA and UPLC/Q-TOF-MS analysis, as previously described [22, 23]. All
samples were properly concentrated and freeze-dried.

Hemorrhagic cystitis induction and dose treatment schedule

Hemorrhagic cystitis was induced by a single intraperitoneal (i.p.) injection of CYP (300 mg/kg)
[21]. The animals received two administrations of the following substances: the reference com-
pound Mesna (60 mg/kg, i.p.) or QAPF (20, 50 and 100 mg/kg, i.p.); the first dose was given
30 min prior to CYP, and the subsequent dose was administered 4 h after the injection of CYP,
except in the experiments for assessing cytokines, in which the drugs were administered as a
single i.p. dose 30 min prior to CYP. CYP and Mesna were diluted in 0.9% NaCl. The purified
fraction from U. tomentosa was prepared in 3% DMSO diluted with sterile water. The control
groups received vehicle solutions: 3% DMSO plus saline (control group) or purified fraction
plus saline (drug control) at the same schedules of administration (Table 1). The doses of the
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Table 1. Detailed scheme of the treatment groups.

Group Dose (mg/kg) Dose schedule Administration route
DMSO 3% + Saline 30 min prior; 4 h after Saline/ at 30 min ip.2

DMSO 3% + CYP® 30 min prior; 4 h after CYP/ at 30 min ip.

QAPF® + Saline 20 or 100 + — 30 min prior; 4 h after Saline/ at 30 min ip.

Mesna® + CYP 30 min prior; 4 h after CYP/ at 30 min ip.

QAPF + CYP 20, 50 or 100 + 300 30 min prior; 4 h after CYP/ at 30 min ip.

Detailed scheme of hemorrhagic cystitis induction and treatment schedule of the groups.

i.p. = intraperitoneal
PCYP = cyclophosphamide

“QAPF = quinovic acid glycosides purified fraction

“Mesna = Sodium 2-mercaptoethanesulfonate

doi:10.1371/journal pone.0131882.t1001

fraction were chosen on the basis of literature data [1, 8, 24]. Each group consisted of at least
three animals.

The animals were killed by cervical dislocation 6 h following CYP administration, and the
bladders were collected for macroscopic and histological analyses, as described below.

Behavioral studies—nociceptive response

To minimize the potential circadian variations in behavioral responses, the experiments were
performed between 8:00 and 12:00 AM. Immediately after i.p. CYP administration, mice were
housed in individual plastic cages without sawdust, and the spontaneous behavior was mea-
sured for 2 min, every 30 min, during a total period of 4 h. The following behavioral changes
were evaluated: (i) activity (walking, rearing, climbing, grooming); (ii) immobility; and (iii)
behaviors indicative of visceral pain (‘crises’). In addition, the behavioral alterations were
scored according to the following scale: 0 = normal; 1 = piloerection; 2 = strong piloerection;
3 =labored breathing; 4 = licking of the abdomen; or 5 = stretching and contractions of the
abdomen [21]. The nociceptive responses were provided as the sum of the total score.

Assessment of visceral sensitivity using von Frey filaments

Hyperalgesia is characterized by an enhanced abdominal sensitivity due to irritation and/or
inflammation in the pelvic viscera and is evaluated by mechanical stimulation with von Frey
filaments on the lower abdominal/pelvic area [25]. The animals were placed individually in
chambers with a wire mesh floor (mouse acclimation period was 30 min before behavioral test-
ing). Mice were tested one day before (baseline) and 1.5 h after the HE induction. Frequency of
withdrawal responses was tested using a 0.4 g von Frey monofilament (Stoelting, USA). The fil-
ament was applied vertically on the lower abdominal/pelvic area on mice with a pressure high
enough to bend the filament. Some criteria were described as follows: i) lower abdominal/pelvic
area withdrawal was considered when the animal completely removed the area; ii) each animal
was stimulated for 1-2 s for a total of 10 applications; iii) each withdrawal was recorded as 10%
of response; and iv) stimulation was confined to the lower abdominal area in the general vicin-
ity of the bladder. Different areas within this region were stimulated to avoid desensitization.

Bladder gross evaluation and wet weight determination

The animals were killed 6 h following CYP administration, and the gross evaluation of the
bladder was based on criteria previously established [26]. All bladders were dissected free of
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connective tissues and transected at the bladder neck. An examiner blind to the experimental
groups macroscopically evaluated each bladder. The bladders were evaluated for bleeding in
the walls and were categorized into four designations considering (3) the presence of intravesi-
cal clots; (2) mucosal hematomas; (1) telangiectasia or dilatation of the bladder vessels; and (0)
normal aspect. The edema formation was classified as (3) severe, when fluid was observed
externally and internally in the walls of the bladder; (2) moderate, when the edema was con-
fined to the internal mucosa; (1) mild, when slight edematogenic signals were observed; and
(0) absent, when the bladder was normal. As an additional measure of bladder edema, the wet
weight of each bladder was recorded and expressed as grams per 100 g of animal.

Histological analysis

After 6 h of treatment, the animals were killed, and the bladders were removed and fixed in
buffered formalin solution (10%) for 24 h. Subsequently, the fixed tissue samples embedded in
paraffin were stained with hematoxylin and eosin, and a pathologist performed the pathologi-
cal analysis of the slides in a blinded manner. As proposed by Gray et al. [26], the following
parameters were considered: normal (normal urothelium, no inflammatory cell infiltrate or
ulcers); mild (diminished urothelial cells, flattening with submucosal edema, mild hemorrhage,
few ulcerations); moderate (mucosal erosion, inflammatory cell infiltrate, fibrin deposition,
hemorrhage, and multiple ulcerations); and severe (mucosal erosion, inflammatory cell infil-
trate, fibrin deposition, multiple ulcerations, and transmural hemorrhage with severe edema).
In addition, the histological alterations were scored according to the following scale: 1 = normal
urothelium; 2 = diminished urothelial cells; 1 = no inflammatory cell infiltrate; 2 = presence of
inflammatory cell infiltrate; 1 = no ulcers; 2 = few ulcerations; 3 = multiple ulcerations; 1 = no
edema; 2 = mild edema; 3 = severe edema; 1 = no hemorrhage; 2 = mild hemorrhage; 3 = severe
hemorrhage; 1 = no fibrin deposition; 2 = fibrin deposition. The maximum score to be obtained
was 15.

Myeloperoxidase (MPO) activity

Neutrophil recruitment to mouse bladder was measured by means of tissue MPO activity
according to a reported method [27]. After 6 h of CYP administration, the bladders of Swiss
mice were removed, homogenized (5% EDTA/NaCl buffer, pH 4.7) and centrifuged at 2700xg
for 15 min at 4 °C. The pellet was resuspended in 0.5% HTAB buffer (pH 5.4), and the samples
were centrifuged again; the supernatant (25 pL) was used in the MPO assay. The enzymatic
reaction was assessed with 1.6 mM TMB, 80 mM NaPQ, and 0.3 mM H,O,. The absorbance
was measured at 595 nm, and the results are expressed in optical density per grams of tissue.

Determination of cytokine levels

Saline, Mesna and QAPF were administered to the animals as a single i.p. dose, 30 min prior to
CYP. As the increase in IL-1p levels peaked 4 h following CYP administration, this time inter-
val was adopted in this experiment. Therefore, after 4 h, the animals were killed, and their blad-
ders were collected. Tissues were homogenized (PBS containing 0.05% Tween-20, 0.1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA and 20 KIU
aprotinin A), centrifuged at 3000xg for 10 min and stored at -70 °C for later measurement of
IL-1B levels, according to the protocol described previously [21].
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Immunohistochemistry for P2X7 receptor

Expression of the P2X7 purinergic receptor in bladder tissue was evaluated by immunohisto-
chemical analysis. For this experiment, the bladders were collected 6 h after hemorrhagic cysti-
tis induction. The expression of P2X7 receptors was determined using the rabbit anti-P2X7
receptor (extracellular) polyclonal antibody (1:200; catalogue number APR-008, Alomone,
Jerusalem, Israel). The secondary antibody used was rabbit anti-mouse secondary antibody
(REVEAL Biotin-Free Polyvalent HRP; catalogue number SPB-999, Spring Bioscience Corpo-
ration, CA, USA). The bladder submucosal layer was selected with a region of interest and the
mean of P2X7R-immunoreactive cells was acquired in number by Image | Software. Images
were quantified by counting 10 pictures obtained of each slide per mouse, which was defined to
be enough to capture almost all tissue. With the mean of P2X7R-immunoreactive cells, the sta-
tistical analysis comparing control, CYP and QAPF treatment was performed. These images
were captured by optical microscope (Nikon Eclipse TE 300) and quantified by two people
blinded to the study. Also, these images were analyzed by a pathologist blinded to the experi-
mental data.

Statistical analysis

The results were expressed as the mean + SEM and were analyzed by one-way ANOVA fol-
lowed by Tukey’s post-hoc test. Differences between groups were considered significant when
p<0.05.

Results
QAPF decreases CYP-induced nociceptive behavior

Mice treated with CYP (300 mg/kg) displayed significant behavioral changes compared to con-
trol mice, which can be associated with development of pelvic pain related with CYP-induced
HE (Fig 1). A reduction in CYP-induced nociceptive changes occurred with QAPF treatment
throughout the evaluation, with an efficacy comparable to the reference compound Mesna (Fig
1A). It is important to note that QAPF-treatment caused a significant inhibition of the nocicep-
tive responses near the end of the 4-h period (Fig 1B). QAPF alone (20 mg/kg) did not cause
significant changes in the nociceptive behavioral score of the animals (Fig 1A).

To confirm the effects of QAPF on nociception, we evaluated visceral sensitivity using von
Frey filaments. Fig 2 summarizes the frequency of responses to von Frey filament stimulation
of the lower abdominal area one day before and 1.5 h after HE induction. We observed that
after the injection of CYP, mice became more sensitive to the filament and the response fre-
quency reached almost 50% using a 0.4 g von Frey filament. Moreover, mice treated with
QAPF presented a similar profile regarding behavior nociceptive score (Fig 1B) and visceral
sensitivity (Fig 2) when compared to CYP-mice, suggesting that QAPF was able to inhibit
hypersensitivity in the pelvic area, which may lead to reduced abdominal discomfort and/or
pelvic pain. Furthermore, none of the treatments produced significant changes in locomotor
parameters in the open-field arena (S1 Fig).

QAPF decreases hemorrhage and edema caused by CYP

Asshown in Fig 3, the i.p. administration of CYP (300 mg/kg) resulted in serious bladder dam-
age, including severe hemorrhage and edema when compared to the saline group, as previously
shown [21, 26]. According to the macroscopic evaluation of the bladder, the reference com-

pound Mesna (60 mg/kg) caused a significant inhibition of the hemorrhage (Fig 3A) and of the
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edema (Fig 3B) induced by CYP. Treatment with QAPF was also able to markedly inhibit the
formation of hemorrhage and edema after CYP application (Fig 3A and 3B, respectively).

CYP-induced edema was also evaluated by determining the weight of the empty bladder per
100 g of body weight. Consistently with our findings from the macroscopic evaluation
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Fig 2. Effect of treatment with Mesna or QAPF from Uncaria tomentosa on the development of
visceral sensitivity. The visceral sensitivity was measured by the frequency of responses to von Frey
filament testing in the lower abdominal area one day before (baseline) and 1.5 h after the HE induction. Each
column represents the mean of atleast 8 animals, and the vertical lines show the SEM. *#p<0.01 denotes the
significance levels compared to saline values. +Mesna represents CYP+Mesna; +QAPF represents CYP
+QAPF.

doi:10.1371/journal pone.0131882.9002
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indicating bladder edema, the wet bladder weight was increased after CYP administration (Fig
3C and Table in S1 Table). Regarding the effects of QAPF, the results of the bladder weight
assay were in agreement with the data obtained for the reduction of edema (Fig 3B), demon-
strating that with 100 mg/kg QAPF, the bladder weights from treated animals were similar to
those of animals treated with Mesna (Fig 3C and 51 Table). Furthermore, no change was
observed in the bladder of the animals when they were treated with QAPF alone at 20 mg/kg
(S1 Table) orat 100 mg/kg (Fig 3A, 3B and 3C). Based on these results, we chose to examine a
QAPF dose of 100 mg/kg in the following experiments.

QAPF partially reduces the histological changes induced by CYP

CYP administration resulted in severe bladder damage, including the loss of urothelium, the
presence of inflammatory cell infiltration, the presence of much ulceration, fibrosis, a severe
degree of edema and hemorrhage (Fig 4C). Treatment with QAPF produced a partial, but not
significant, reduction in the histological characteristics of hemorrhagic cystitis. We observed a
partial recovery of urothelium, lesser inflammatory cell infiltrate, fewer mucosal ulceration and
fibrosis, and mild to moderate edema and hemorrhage (Fig 4E). Animals that were treated with
Mesna (60 mg/kg) exhibited characteristics close to those of normal animals, with mild edema
and few ulcerations (Fig 4D), resulting in representative histopathological scores (Fig 4F). No sig-
nificant changes were observed in mice treated with saline (Fig 4A) or QAPF alone (Fig 4B).

QAPF reduces MPO activity

The massive migration of neutrophils is also a feature of cystitis induced by CYP administra-
tion, as indicated by the increase of MPO activity in the bladder tissue when compared to that
of the saline group. This increase of MPO activity levels detected in the bladder tissues of mice
treated with CYP was significantly reduced by the treatment with Mesna and QAPF (Fig 5).

QAPF decreases the cytokine levels of IL-18 in the bladder

The hemorrhagic cystitis induced by CYP administration was also associated with a marked
increase of cytokine IL-1p. Levels of IL-1p in the bladder tissue of animals treated with QAPF
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Fig 4. Representative images of histological evaluations using hematoxylin and eosin. (A) Saline groups; (B) animals treated with QAPF only; (C) CYP
groups; (D) animals treated with Mesna before and after CYP administration; (E) animals treated with QAPF before and after CYP administration. Original
magnification x 40 in all panels. (F) Histopathologic alterations were scored as described in the Materials and Methods. Each column represents the mean of
at least 4 animals, and the vertical lines show the SEM. *¥p<0.01 denotes the significance levels compared to saline values; "*p<0.01 denotes the
significance levels compared to CYP values. +Mesna represents CYP+Mesna; +QAPF represents CYP+QAPF.

doi:10.1371/journal pone.0131882.g004
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Fig 5. Effect of treatment with Mesna or QAPF from Uncaria tomentosa on MPO activity. Each column
represents the mean of atleast 3 animals, and the vertical lines show the SEM. **/p<0.001 denotes the
significance levels compared to saline values; "p<0.05; **"p<0.001 denotes the significance levels compared
to CYP values. +Mesna represents CYP+Mesna; +QAPF represents CYP+QAPF.
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Fig 6. Effect of treatment with Mesna or QAPF from Uncaria tomentosa on the generation of IL-1f.
Each column represents the mean of at least 8 animals, and the vertical lines show the SEM. ##H<0.001
denotes the significance levels compared to saline values; **"p<0.001 denotes the significance levels
compared to CYP values. +Mesna represents CYP+Mesna; +QAPF represents CYP+QAPF.

doi:10.1371/journal pone.0131882.g006

were significantly lower than those observed in non-treated CYP mice bladders, reaching val-
ues that were similar to those measured in the saline group. In this assay, Mesna did not cause
any significant effect on IL-1f levels (Fig 6).

QAPF prevents the increased expression of P2X7 receptors induced by
CYP

Asshown in Fig 7A, bladder P2X7R expression of CYP-treated animals was increased when
compared with that of saline-treated mice. Interestingly, QAPF treatment prevented the
increased expression of P2X7R induced by CYP. Fig 7B shows a representative image of P2X7R
immunoreactivity in urothelial and submucosal layers of saline-treated mice. The immunore-
activity for P2X7R was markedly increased in the bladder submucosal layer of CYP-treated
mice (Fig 7C), whereas the treatment with QAPF promoted a decreasing in the immunoreac-
tion in this layer (Fig 7D). The decreased immunoreaction for P2X7R promoted by QAPF
treatment might be due to the diminished neutrophils migration as is indicated by MPO assay
(Fig 5). In addition, it is possible to observe that the bladder of mice treated with QAPF pre-
sented preserved urothelial cells with immunoreactivity to P2X7R (Fig 7D).

Discussion

In cases of chronic inflammation and urinary tract diseases, decoctions containing the bark of
Uncaria tomentosa have been widely used in traditional medicine [1, 2, 3]. These properties
attributed to U. tomentosa encouraged us to investigate the potential effects of its quinovic acid
glycosides purified fraction (QAPF), in nociceptive and inflammatory events in a model of
hemorrhagic cystitis (HE) induced by cyclophosphamide (CYP) in mice. In this experimental
model, widely used to evaluate visceral pain [21, 28], the systemic treatment of mice with
QAPF clearly prevented the development of nociceptive behavior induced by CYP (Fig 1) and
decreased the visceral sensitivity in the pelvic area (Fig 2) with an efficacy comparable to the
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A

Fig 7. Effect of treatment with QAPF from Uncaria tomentosa on P2X7 receptor expression in mouse bladder layers. (A) Each column represents the
mean of atleast 3 animals, and the vertical lines show the SEM. "p<0.05 denotes the significance levels compared to CYP values. Representative images
demonstrate low immunostaining for the P2X7 receptor in animals treated with (B) saline, whereas the immunoreaction for this receptor was markedly
enhanced in the bladder submucosal layer of mice treated with (C) CYP; P2X7 was markedly decreased in mice treated with (D) QAPF from Uncaria
tomentosa. Original magnification x40 in all panels. +QAPF represents CYP+QAPF.

doi:10.1371/journal.pone.0131882.g007

reference compound Mesna. Noteworthy, the antinociceptive actions reported to QAPF do not
change the general locomotor activity, suggesting that the antinociceptive actions do not
appear to involve central effects (51 Fig). These data suggest the application of QAPF as a
potential therapeutic approach to control visceral pain induced by CYP and may justify the tra-
ditional medicinal use of U. fomentosa in relieving inflammation.

CYP-induced toxicity is mainly attributed to the metabolite acrolein that can cause sube-
pithelial edema, ulceration, neovascularization, hemorrhage and necrosis when in direct con-
tact with the urothelium, as previously demonstrated in rodent models [15]. A single
administration of CYP causes extensive damage to the urothelium and promotes increases of
both edema and hemorrhage [13, 21]. Notably, the pretreatment with the highest dose of
QAPF consistently showed a significant reduction of hemorrhage, edema and gross bladder
weight in mice, similar to the effects of the reference compound Mesna (Fig 3A, 3B and 3C).
These results are consistent with the histological analysis, although in the histological score, the
QAPF-treatment partially reduced inflammatory events induced by CYP (Fig 4). The quinovic
acid glycosides from U. tomentosa are considered its most potent anti-inflammatory
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constituents [8]. Based on this literature data and our experimental results, we conclude that
QAPF from U. tomentosa is a good candidate for further in vivo studies.

It seems that the analgesic effects observed during QAPF treatment may be mediated by the
modulation of inflammatory responses. Therefore, the recruitment of neutrophils into the
bladder of the mice was measured by myeloperoxidase activity (MPQ). In this work, we dem-
onstrated that the increase in MPO activity following CYP administration was markedly atten-
uated by both Mesna and QAPF (Fig 5). Furthermore, treatment with QAPF significantly
decreased the secretion of the cytokine IL-1p to basal levels (Fig 6). However, previous in vitro
data revealed that the hydroethanolic extract of U. tomentosa has the ability to promote IL-1p
secretion, via NF-kB inhibition [10, 11]. Based on the results obtained in this work, it is feasible
to suggest that part of the antinociceptive and anti-inflammatory action induced by QAPF is
likely mediated by a decrease in neutrophils recruitment and a decreased release of IL-1p.

P2X7 receptors are constitutively expressed in the urothelium and submucosal of rat [29,
30] and mouse urinary bladder under normal conditions [21, 31] and are up-regulated in the
urinary bladder of patients with symptomatic outlet obstruction [32] and bladders of CYP-
induced HE-model mice [21]. Furthermore, P2X7 receptors are involved in neutrophil infiltra-
tion and in the maturation and release of the pro-inflammatory cytokine IL-1P [33]. Although
the individual inhibition of molecules such as IL-1p has already been demonstrated to decrease
bladder damage induced by CYP [34, 35], we decided to investigate the role of QAPF on
P2X7R levels due the significant reduction of MPO activity observed in this work. First, we
confirmed by immunohistochemical analysis that P2X7R expression is up-regulated approxi-
mately three-fold in the bladder submucosal layer in the same model of HE induced by CYP
(Fig 7A and 7C), as already demonstrated by our group [21]. Notably, QAPF partially pre-
vented the loss of the urothelium with consequent returning of immunoreactivity to P2X7R in
this layer (Fig 7D) as in saline group (Fig 7B). Importantly, we observed a marked down-regu-
lation of P2X7R in the submucosal layer of the bladder (Fig 7A and 7D) after treatment with
QAPF. We suggest that this down-regulation is most likely occurring due to the reduced migra-
tion of neutrophils, as observed by decreased MPO levels in the inflamed bladders (Fig 5).

Given this set of results we hypothesized that the QAPF, as well as Mesna, could bind to
acrolein (CYP toxic metabolite) producing an inactive compound, thereby minimizing toxic
effects on the bladder. This hypothesis is plausible because QAPF, by preventing cellular dam-
age (edema and hemorrhage) induced by CYP (Figs 3 and 4), probably decreased the release of
several inflaimmatory mediators, among them nucleotides as ATP, which is a specific P2X7R
agonist. As previously demonstrated in the same experimental model, neutrophils and macro-
phage migration depends of P2X7R activation [21]. As our results clearly indicate, the neutro-
phils migration to bladder tissue (as seen in diminished MPO activity in Fig 5) as well the
release of the cytokine IL-1p (Fig 6) were reduced. The P2X7R immunoreactivity was also
reduced in the bladder submucosal layer (Fig 7), suggesting that QAPF prevents the neutro-
phils migration to this tissue and consequently prevents the up-regulation of P2X7R in this
immunological cells. We could therefore hypothesize that QAPF mediated its effects by modu-
lated the inflammatory responses. Therefore, the involvement of P2X7R in the bladder tissue
inflammation induced by CYP cannot be excluded since the pharmacological blockade or the
genetic deletion of P2X7R prevented the nociceptive and inflammatory events, as we have pre-
viously shown [21].

Although more studies are necessary to prove this hypothesis, the results of the present
study demonstrated that QAPF from U. tomentosa exhibits a protective effect on HE-induced
urothelial damage and reduces visceral pain, with decreased IL-1p levels and down-regulate
P2X7R expression, most likely by inhibit neutrophils migration. Taken together, these results
reveal that systemic treatment with QAPF is able to prevent significant nociceptive and
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inflammatory events associated with HE and may offer a promising therapeutic approach for
the prevention and/or adjuvant therapy for treating this disease.

Supporting Information

S1 Fig. Locomotor parameters, assigned at 30-min intervals during 4 h, after the injection
period of different treatments in CYP-induced hemorrhagic cystitis in mice. The locomotor
parameters were evaluated in the open-field arena.

(TIF)

$1 Table. Wet bladder weight analysis in the groups: saline, QAPF, CYP, CYP + Mesna and
CYP + QAPE.
(XLS)
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8. ANEXOS

8.1 Cépia do certificado de aprovacio do comité de ética para o desenvolvimento

dos experimentos in vivo.

Tt

CEUA“ Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 127/11 - CEUA Porto Alegre, 03 de outubro de 2011.

Senhora Pesquisadora:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 11/00243 intitulado:
“Efeito do tratamento in vivo com fracdes purificadas bioativas de
Uncaria Tomentosa (WILLD) DC. sobre a cistite hemorragica
induzida por ciclofosfamida”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Pro %maria Go calves Feijo
Copordenadora da CEUA/PUCRS

Ilma. Sra.

Profa. Fernanda Bueno Morrone
FFARM

Nesta Universidade

Campus Central

PUC Av, Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314

CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br
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8.2 Laudo de certificacdo botanica e autorizacdo de importacao da espécie vegetal

Uncaria tomentosa.

CERTIFICACION BOTANICA

José Ricardo Campos de la Cruz. Biélogo Colegiado. C. B. P. # 2796

Certifica:

Que, la muestra vegetal conocida como “ufia de gato”, proporcionada por
LABORATORIOS INDUQUIMICA S. A. con RUC # 20101364152., ha sido
estudiada y determinada cientificamente como: Uncaria tomentosa (Willdenow ex.
Roemer & Schultes.) DC. Y en base al Sistema de Clasificacion de Arthur

Cronquist et. al. 1981 se ubica en las siguientes categorias taxonémicas.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : RUBIALES

FAMILIA : RUBIACEAE

GENERO : Uncaria Schreb.

ESPECIE : Uncaria tomentosa (Willd. ex. Roem. & Schult.) DC.

Nombre vulgar: “Ufia de gato”

Se expide la presente certificacion a sohc1tud de la empma para los fines. que
estime conveniente.

Lima, 08]\!!110 del 2006 , Sk “
Jiron Sanchez Silva # 156 Urbamzacxon Santa Luzmxla i i
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L bl N2 007892 -AG-INRENA

INRENA

PERMISO PARA FAUNA Y FLORA SILVESTRE

Este permiso debe adjuntarse con los especimenes y/o productos a
exportar, importar o re-exportar.

[X] exportacion  [] MPORTAGION [ ] RE-EXPORTACION

Vaélido por 60 dias calendarios

Nomibire : LABORATORIOS INDUQUIMICA S.A.
P . Calle Santa Lucila N°® 152-154 Urb. Villa Marina, Cherrillos.
Domicilio : Lima ~ Perg
Documento de Identidad 1 RUCN°20101364152
Producto (s)
URA DE GATO (Uncaria fomentosa)

Cantidad: § kg de corteza mofida de ufia de gato,
PRODUCTO CON FINES COMERCIALES!

Los derechos otorgados sobre los recursos bioldgicos no otorgan derechas sobre los recursas genéticos
contenidos en ellos (Art. 1, inciso f del Decreto Supremo 01 4-2001-AG).

s U li.
Lugar de Procedencia .
G .
Destinatario St Sanchles Cris
Avenida Ipiranga 2752, 90610.000 Porta A =
Bireicsidt 2 RI{‘SIL piranga / 80610.000 Porto Alegre Rs‘

INRENA

Aol wi ado-8€
S A nt gssqqHliSY

Eltitular del presente permiso conoce las disposiciones legales vi?entes en ‘Q materia y es responsable de su
cumplimiento y sujeto a las sanciones correspondientes en caso del incumplimienta total o parcial.
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8.3 Outros artigos cientificos publicados como autora e em coautoria durante o

periodo do doutorado:
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