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RESUMO

A baixa eficécia dos tratamentos e as altas taxas de recorréncia do cancer de bexiga nao
masculo invasivo (CBNMI) podem estar relacionadas aos baixos efeitos das terapias atuais
sobre os mecanismos de reparo tecidual, espécies reativas de oxigénio (EROS) e angiogénese
e, dentre essas terapias, a mais eficaz é a imunoterapia com BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
que, entretanto, ocasiona efeitos colaterais de intensidades variadas. Desta forma, o
desenvolvimento de novas moléculas ou o melhoramento de farmacos ja existentes que
reduzam o numero de instilagdes intravesicais, as taxas de recorréncia e progressdo tumoral e
os efeitos colaterais € muito relevante. Diante deste cenario destaca-se o imunomodulador P-
MAPA abrindo uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos de canceres, incluindo o
CBNMI. Assim, os objetivos principais deste estudo foram caracterizar e comparar os efeitos
histopatoldgicos e moleculares do imunomodulador P-MAPA, estabilizado com quitosana e
pluronic com a imunoterapia com BCG no tratamento da progressdo do CBNMI induzido em
ratos. Para tal, o P-MAPA foi nanonizado utilizando a quitosana e o pluronic como estabilizante
nas formulacGes. A caracterizacao das formulagdes se deu por técnicas microscopicas, diametro
e carga superficial, analises térmicas e de raio X. Para a avaliacdo da atividade antitumoral do
P-MAPA estabilizado comparada com BCG utilizou-se 35 ratas da linhagem Fischer 344.
Desses animais, 30 foram submetidos a indu¢do quimica do CBNMI através da instilacdo
intravesical de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) e os outros 5 animais foram
considerados como Grupo (controle) e receberam solucédo fisiolégica. Duas semanas apds a
ultima dose de MNU, dividiu-se os animais em 6 grupos a saber, grupo cancer (MNU) animais
que foram submetidos a instilagdo intravesical de MNU e receberam solucdo fisioldgica, grupo
MNU+BCG, animais que foram tratados com BCG 10° UFC (40 mg), Grupo MNU+P-MAPA.-
Micro Pluronic, animais que foram tratados com uma dose de 1mg/mL de P-MAPA disperso
em solucdo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v), grupo MNU+P-MAPA-Micro Quitosana,
animais que foram tratados com uma dose de 1 mg/mL de P-MAPA disperso em solucdo aquosa
de Quitosana (1,33%); grupo MNU+P-MAPA-Nano Pluronic, animais que foram tratados com
uma dose de 1mg/mL de P-MAPA nanonizado disperso em solucéo aquosa de Pluronic F68 e
grupo MNU+P-MAPA-Nano Quitosana, animais que foram tratados com uma dose de Img/mL
de P-MAPA nanonizado disperso em solucéo aquosa de Quitosana. Todos os tratamentos foram
administrados por via intravesical por 6 semanas consecutivas. Apos o tratamento, todas as
bexigas foram coletadas e submetidas as analises histopatolégicas e Western Blotting. O
presente estudo comprovou que a utilizacdo do Pluronic como estabilizante para o
desenvolvimento de formulaces de compostos terapéuticos para o tratamento intravesical de
cancer de bexiga mostrou-se eficiente protegendo o produto de alteracdo ou perdas pela
varia¢do do pH urinario. Ainda, nossos resultados demonstraram que as formulag¢des com P-
MAPA nano Pluronic e P-MAPA micro Pluronic promoveram ativacao equivalente do sistema
imune inato e adaptativo mediada pelos receptores Toll-like 2 e 4 em relagdo ao BCG,
resultando no aumento da via de sinalizagdo para interferons, desacelerando o processo de
angiogénese, culminando com significativa regresséo do CBNMI. Assim, o P-MAPA
nanonizado na presenca de Pluronic € um potencial candidato para o tratamento do CBNMI.

Palavras-chave: cancer de bexiga, P-MAPA, imunoterapia, nanotecnologia, urologia.



ABSTRACT

The low effectiveness of treatments and high recurrence rates of bladder cancer
noninvasive muscle (CBNMI) may be related to low effects of current therapies on the
mechanisms of tissue repair, oxigen reactive species (EROS) and angiogenesis, and among
these therapies, the most effective is immunotherapy with BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
which, however, causes sides effects of varying intensities. Thus, the development of new
molecules or improving existing drugs that reduce the number of intravesical instillations,
recurrence rates and tumor progression and side effects is very important. This scenario
highlights the P-MAPA immunomodulator opening a new perspective to fight some types of
cancers, including CBNMI. Thus, the aims of this study were to characterize and compare the
histopathologic and molecular effects of immunomodulator P-MAPA, stabilized with chitosan
and pluronic with immunotherapy with BCG in the treatment of progression of CBNMI induced
in rats. To this end, the P-MAPA was nanosized using chitosan and pluronic as a stabilizer in
the formulations. Characterisation of the formulations are given by microscopic techniques,
diameter, surface charge, thermal analysis and X-ray. To evaluate the antitumor activity of P-
MAPA stabilized compared with BCG was used 35 female Fisher-344 rats. Of these animals,
30 underwent chemical induction CBNMI by intravesical instillation of 1.5 mg / kg of N-
methyl-N-Nitrosourea (MNU), and the other 5 animals were considered Group (control) and
received physiological solution. Two weeks after the last dose of MNU, divided animals into 6
groups namely cancer group (MNU) animals underwent intravesical instillation of MNU and
received physiological solution, MNU + BCG group animals were treated with BCG 10° CFU
(40 mg) group MNU + P-MAPA Micro Pluronic, animals were treated with a dose of 1mg /
mL P-MAPA dispersed in aqueous solution of Pluronic F68 (5% w / v), group MNU + P-MAPA
Micro Chitosan, animals were treated with a dose of 1mg / mL P-MAPA dispersed in aqueous
solution of chitosan (1.33%); Group MNU + P-MAPA-Nano Pluronic, animals were treated
with a dose of 1mg/ mL P-MAPA nanosized dispersed in aqueous solution of Pluronic F68 and
Group MNU + P-MAPA-Nano Chitosan, animals were treated with a dose of 1mg / mL P-
MAPA nanosized dispersed in aqueous solution of chitosan. All treatments were administered
via intravesical for 6 consecutive weeks. After treatment, all bladders were collected and
subjected to histological analysis and Western Blotting. This study showed that the use of
Pluronic as a stabilizer for the development of therapeutic compounds formulations for
intravesical treatment of bladder cancer was efficient protecting the product change or loss by
varying the urine pH. Furthermore, our results demonstrated that formulations P-MAPA nano
Pluronic and P-MAPA micro Pluronic promoted equivalent activation of the innate and
adaptive immune system mediated by Toll-like receptors 2 and 4 compared to BCG, resulting
in increased signaling pathway to interferons, slowing the process of angiogenesis, culminating
in significant regression of CBNMI. Thus, nanosized P-MAPA in the presence of Pluronic is a
potential candidate for treatment of CBNMI.

Keywords: bladder cancer, P-MAPA, immunotherapy, nanotechnology, urology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema Urinario

O sistema urinario humano é constituido por um par de rins e ureteres pareados, pela
bexiga e a uretra na linha média. (Hallgrimsson et al., 2003) (Figura 1). As por¢des pélvicas
do sistema urinério séo constituidas pelas partes terminais dos ureteres, pela bexiga urinéria e

pela parte proximal da uretra (Drake et al., 2005).

Figura 1. Orgdos do sistema urinario nos géneros masculino e feminino: (1) rim, (2) ureter e
(3) bexiga (Sobotta, 2012).

Os rins apresentam o formato de um gréo de feijao, pesam cerca de 115-170 g cada
podendo variar de um individuo a outro e estdo localizados em posi¢ao retroperitoneal na regido
da parede posterior do abdome (Tisher e Madsen, 2000; Drake et al., 2010).

Os ureteres sdo tubos musculares que se estendem desde o hilo do rim para a superficie
posterior da bexiga urinaria e tem a fungdo de transferir a urina dos rins para a bexiga
(Hallgrimsson et al., 2003). Cada ureter mede aproximadamente 25 cm de comprimento em
adultos (Moinuddin e Dhanda, 2015).

Os ureteres entram na cavidade pélvica, provenientes do abdome, passando atraves da
abertura superior da pelve. De cada lado, o ureter atravessa a abertura superior da pelve e entra

na cavidade pélvica, anteriormente a bifurcacdo da artéria iliaca comum. A partir deste ponto,
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segue pela parede dos assoalha pélvicos para se unir a base da bexiga urinaria (Drake et al.,
2005).

No homem, sdo cruzados pelos ductos deferentes anterossuperiores; na mulher, essa
porcdo dos ureteres penetra no ligamento cervical lateral e situa-se numa pingca vascular
constituida, acima, pela artéria uterina e abaixo, pela artéria vaginal (Junior, et al., 2010)

A bexiga urindria encontra-se em posi¢do subperitoneal e esta constituida pelo corpo
(corpo da bexiga), que termina no apice da bexiga, voltado para cima, e que inferiormente
possui um fundo (fundo da bexiga) e neste o Ostio interno da uretra forma, com as
desembocaduras os dos dois ureteres (6stios dos ureteres) de ambos os lados, o trigono da
bexiga (Sobotta, 2012).

A bexiga urinaria tem a funcéo de armazenar a urina e € a estrutura mais anterior das
visceras pélvicas tendo a capacidade média de armazenar 700 a 800 mL de urina; porém com
250 a 500 mL j& ocorre urgéncia urinaria (Drake et al., 2005; Goldman e Ausiello, 2005).
Quando vazia apresenta formato tetraédrica situando-se inteiramente na cavidade pélvica
apresentando um apice, uma base, uma superficie superior e duas superficies inferolaterais,
porém quando cheia ela se expande superiormente na cavidade abdominal (Drake et al., 2005).

A parede da bexiga urinéria é composta internamente por uma tinica mucosa (epitélio
transicional) denominada urotélio. Externamente ao urotélio encontra-se a lamina propria
formada basicamente de tecido conectivo e uma camada muscular lisa que divide-se em
longitudinal interna, circular média e longitudinal externa e, sendo ativadas pela parte
parassimpatica da divisdo autdbnoma do sistema nervoso, e na regido mais superior essas
camadas misturam-se o que possibilita uma boa complacéncia e esvaziamento (Sobotta, 2012;
Junior, et al., 2010). Externamente é composta por uma tdnica adventicia, ou — em posicao
cranial — por uma tunica serosa, formada pelo peritonio (Sobotta, 2012).

O épice da bexiga urinaria é dirigido para a parte superior da sinfise pubica, uma
estrutura conhecida como ligamento umbilical mediano (contém o uraco, um vestigio do
alantoide do futuro seio urogenital no corddo umbilical), continua a partir deste apice,
superiormente, acima da parede anterior do abdome, até o umbigo (Sobotta, 2012; Drake et
al., 2005).
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1.2 Carcinoma de Bexiga Urinaria

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization, WHO) o
cancer € um nome genérico dado a um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento
descontrolado de células, que podem invadir e se espalhar para diversos locais do corpo
podendo ter consequéncias graves para a satde. O cancer € uma das principais causas de morte

no mundo sendo responsavel por 8,2 milhdes de mortes em 2012 (World Cancer Report, 2014).

O céncer de bexiga (CB) € uma doenca que envolve o urotélio. O urotélio consiste de
células epiteliais que revestem estruturas como a peélvis renal, os ureteres, a bexiga e a uretra
(Pang e Catto, 2013). Segundo a Sociedade Americana do Cancer o CB € a segunda doenca
maligna mais comum do trato urinario nos Estados Unidos. O CB é uma doenca heterogénea
caracterizada por instabilidade genética em que muitas variaveis influenciam a probabilidade
de reincidéncia e progressao. Em 2006 a Organizacao Europeia para Pesquisa e Tratamento do
Cancer (EORTC) descreveu um sistema de pontuacdo com seis variaveis para o Cancer de
Bexiga ndo Musculo Invasivo (CBNMI): grau, estagio, CIS, multiplicidade de lesdo, tamanho
e taxa de recorréncia. Entretanto, novos marcadores tumorais estdo sendo investigados para

aumentar a precisao deste sistema de pontuacgéo (Sylvester et al., 2006).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Brasil serdo, em 2016,
9.670 novos casos, sendo 7.200 em homens e 2.470 em mulheres. Sendo que em 2013 foram
3.642 mortes, sendo 2.542 homens e 1.099 mulheres.

A Sociedade Americana do Cancer estima que havera 76.960 novos casos de CB nos
Estados Unidos em 2016, sendo 58.950 em homens e 18.010 em mulheres. A estimativa
também prevé que haverd 16.390 mortes por CB onde 11.820 serdo homens e 4.570 serdo
mulheres.

Mais de 70% da incidéncia de CB é superficial (pTa e pT1), tumor ndo-invasivo, e a
ocorréncia de uma doenca invasiva é ocasional (Kroft e Oyasu, 1995; Reis et al., 2009).
Contudo, 50% dos tumores ndo-musculo invasivos recorrem em 4 anos apos o tratamento e
11% evoluem para o fenotipo invasivo (Shimada et al., 2011).

Atualmente o tratamento recomendado para o CBNMI compreende a ressec¢do
transuretral, geralmente seguida por quimioterapia intravesical com Mitomicina C ou
imunoterapia intravesical com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para evitar recorréncia e/ou
progressao e nos casos de carcinoma de bexiga musculo invasivo o tratamento é a cistectomia

radical e/ou a quimioterapia e/ou a radioterapia. (Azevedo, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Cancer de bexiga: Estadios e terapia recomendada. (Adaptado de Azevedo, 2015).

1.2.1 Fatores de Risco

Segundo dados do registro da base populacional do INCA o maior fator de risco para
o desenvolvimento do CB é o tabagismo, sendo responsavel por cerca de 66% de novos casos
em homens e 30% em mulheres. Na meta-analise de estudos epidemioldgicos de Zeegers e
colaboradores (2000) sobre o impacto das caracteristicas do tabagismo ao risco de cancer do
trato urinario, o cigarro foi apontado como um fator que aumenta substancialmente o risco para
o desenvolvimento do cancer de bexiga. O cigarro possui dezenas de substancias toxicas, dentre
elas aminas aromaticas e compostos N-nitrosos analogos do MNU (N-metil-N-nitrosouréia) um
potente carcin6geno (Antonova et al., 2015)

Outro fator de risco potencial para o desenvolvimento do céncer da bexiga é a
exposicao ocupacional as aminas aromaticas por trabalhadores de industrias de borracha, téxtil
e de tinta e a infeccdo por Schistosoma haematobium, sendo este endémico em paises
mediterraneos como o Egito (Vineis, 1994, INCA, 2015).

A exposicdo a certas substancias tais como o arsénio, que pode estar presente em aguas
de abastecimento, o &cido aristoloquico presente em muitas plantas de uso medicinal e a
pioglitazona presente em farmacos para tratamento de diabetes estdo associados como um fator
de risco (Poon et al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016).

De acordo com a Sociedade Americana do Cancer a ingestéo reduzida de liquidos pode
ser um fator de risco, pois um individuo que ingere quantidades elevadas de liquidos,

principalmente agua, tende a eliminar substancias quimicas mais rapidamente levando em
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consideracao que este tendera a esvaziar sua bexiga com mais frequéncia e também diluira mais
rapido essas substancias toxicas.

Existem fatores de risco que ndo dependem do estilo de vida do individuo tais como o
historico familiar e a predisposicdo genética (Sadetzki et al., 2000; Antonova et al., 2001).

Em geral, o cancer da bexiga é cerca de 3 a 4 vezes mais comum em homens do que
em mulheres (Nezos et al., 2009). Por outro lado, a sobrevida das mulheres € pior com esse tipo
de tumor. Especula-se que a alta agressividade do cancer de bexiga nas mulheres € decorrente
do desbalango hormonal, o qual surge a partir da quinta década de vida. Embora a bexiga
urinéria seja secundariamente regulada por horménios sexuais esteroides, o urotélio normal e
0s tumores uroteliais s&o responsivos aos androgenos e estrogenos (Garcia et al., 2015).

Garcia et al. (2015) demonstraram pela primeira vez em ratas induzidas quimicamente
ao CBNMI que os niveis proteicos aumentados da ubiquitina ligase SIAH-2 supra regularam os
receptores androgénicos e diminuiram os niveis dos receptores estrogénicos, culminando com
0 escape das células uroteliais neoplésicas do sistema imune. Esses mesmos autores verificaram
gue os niveis dos receptores do sistema imune, toll-like receptors, foram diminuidos no CBNMI

e associaram esse efeito ao aumento dos niveis de SIAH-2 e dos receptores androgénicos.

1.2.2 Tipos de Carcinoma de Bexiga Urinaria

A bexiga urinaria é formada por varias camadas onde sdo encontrados diferentes tipos
de células e os diferentes tipos de carcinoma estdo divididos de acordo com o tipo de células
onde se iniciam. Segundo o INCA e a WHO essas alteragdes celulares levam ao
desenvolvimento de trés tipos de cancer:

Carcinoma urotelial: representa a maioria dos casos e comeca nas células do tecido
mais interno da bexiga que se diferem das células uroteliais normais por apresentarem mais
camadas epiteliais, maturacdo celular, nucléolos proeminentes e mais mitoses. Células
uroteliais também estdo presentes em outras partes do trato urinario, como na pelve renal, nos
ureteres e na uretra. Sendo assim, pacientes com esse tipo de carcinoma de bexiga, em muitos
casos podem ter tumores nestes lugares e dessa forma, todo o trato urinario deve ser verificado.
(INCA, 2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016)

Carcinoma de células escamosas: afetam as células delgadas e planas que podem
surgir na bexiga depois de infeccdo ou irritacdo prolongadas. Prevalecendo em paises do
mediterraneo 0 que pode estar associado a infeccdo crbnica da bexiga por Schistosoma

haematobium, endémico nessas regides. Nesses casos, 0s 0vos do Schistosoma podem atingir a
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parede vesical e causar processo inflamatdrio cronico e consequentemente causar uma
metaplasia escamosa. Quase todos 0s carcinomas de células escamosas sao invasivos (INCA,
2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016).

Adenocarcinoma: se inicia nas células glandulares (de secrecdo) que podem se
formar na bexiga depois de um longo tempo de irritacdo ou inflamacdo. Em geral,
adenocarcinomas ocorrem na cupula vesical e sdo tumores pouco diferenciados podendo ser
classificados em primario, de uraco ou ndo uraco, e secundario ou metastatico com etiologia
de: reto, estbmago, endométrio, mama, prostata e ovario. Adenocarcinomas de uraco tem pior
prognostico que ndo-uraco e podem apresentar metastases precocemente para linfonodos iliacos
inguinais, omento, figado, pulmdes e 0ssos. Quase todos os adenocarcinomas sao invasivos
(INCA, 2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016)

Quando o cancer se limita ao urotélio, é chamado de superficial. O cancer que comeca
nas células de transicdo pode se disseminar através do revestimento da bexiga, invadir a parede
muscular e disseminar-se até os 6rgdos préximos ou ganglios linfaticos, transformando-se num

cancer invasivo.

1.2.3 Classificagao histologica

Até 1998 os carcinomas uroteliais eram representados pela classificacdo de Koss em
graus 1, 2 e 3 e de acordo com essa classificacdo, quanto maior o grau, maior o padrao de
indiferenciacdo celular (Matheus, 2010). Dessa maneira, quanto mais uma célula tumoral
apresentasse caracteristicas de uma célula primordial ou normal ela seria considerada mais
diferenciada e, consequentemente, menos agressiva do contrario ela seria considerada menos

diferenciada e mais agressiva.

Porém, em 1998, o consenso entre a Organiza¢do Mundial de Saude (World Health
Organization, WHO) e a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (International Society
of Urological Pathology, ISUP) propds uma nova classificagao que permanece até os dias atuais
(Mostoffi et al., 1973; Epstein, et al., 1998, Epstein, 2003).



20

Tabela 1. Classificacdo histolégica da Organiza¢do Mundial de Satde (WHQ) de 1973 e 2004

WHO classificacao 1973 WHO/ISUP classificacido 2004
Carcinoma urotelial papilifero de baixo

Grau 1: bem diferenciado grau

Grau 2: moderadamente diferenciado Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

Grau 3: pouco diferenciado Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

Entre outras mudancas, a principal diferenca foi o agrupamento dos tumores: grau | —
carcinoma urotelial papilifero de baixo grau e graus 2 e 3 — carcinoma papilifero de alto grau
(Tabela 1). Com relagdo ao prognostico, tumores de alto grau apresentam maior possibilidade
de recidiva e progressdo e, portanto, de piores prognésticos quando comparados aos de baixo
grau histoldgico (Matheus, 2010).

1.2.4 Estadiamento

O estadiamento histopatoldgico do CB serve para avaliar seu grau de disseminacdo e
é determinado pela profundidade de invasdo tumoral da parede vesical (comprometimento da
camada muscular) (Matheus, 2010; Pompeo et al., 2008; INCA, 2016). Esse diagnostico
dependeréa da resseccao transuretral (RTU) do tumor, por via endoscépica, para seu diagnostico
correto. Fragmentos de resseccao superficiais e profundos devem ser analisados separadamente
(Figura 3, Tabela 2) (Matheus, 2010). O sistema TNM, da Organizacdo Mundial da Saude, é
a referéncia para essa classificacdo, pois este é aceito mundialmente (Epstein et al., 1998;
INCA, 2016).



Tabela 2. Classificacdo do Cancer de Bexiga

Classificacdo TMN 2002 do Cancer de Bexiga

Tumor primario T
TX: Tumor primario ndo pode ser avaliado
0: Nenhuma evidéncia de tumor primario
Ta: Carcinoma papilar ndo invasivo (restrito a mucosa)
Tis: Carcinoma in situ
T1: Tumor com invasao subepitelial (invasdo da lamina propria)
T2: Tumor com invasdo da musculatura propria
pT2a: Superficial (metade interna)
pT2b: Profunda (metade externa)
T3: Tumor invade tecido perivesical
pT3a: Microscopicamente
pT3b: Macroscopicamente (massa extravesical)
T4: Tumor invade qualquer dos 6rgaos adjacentes
pT4a: Tumor invade a préstata, Utero ou vagina
pT4b: Tumor invade a parede pélvica-abdominal

Linfonodos regionais (N)

NX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: Nenhuma metéstase para linfonodo regional
N1: Metastase linfonodos <2 cm

N2: Metastase linfonodos <5 cm

N3: Metéstase linfonodos>5 cm

Metastases a distancia (M)

MX: Metéastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO: Nenhuma metéstase a distancia

M1: Metastases a distancia




Camada serosa

Camada muscular

Ladmina prépria

Figura 3: Classificacdo do cancer de bexiga. (Adaptado de Pang e Catto, 2013)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o conjunto dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

» O P-MAPA em baixa dosagem na forma nanomeétrica apresenta um grande potencial
frente ao CBNMI.

» O P-MAPA foi efetivo frente ao CBNMI induzido quimicamente em ratas visto que se
observou lesfes benignas em quase todos os animais tratados com a formulagéo de P-
MAPA com pluronic F68.

» Houve ativacdo de fatores reparadores de lesdo e inibicdo de processos angiogénicos;

» Houve inibicdo de enzimas que contribuem para o estresse oxidativo através da ativacao
de contra-reguladores.
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