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Resumo

O carcinoma de bexiga urinéria € o tipo de cancer mais prevalente no sistema urinario em
seres humanos e apresenta altos indices de morbidade e mortalidade. Seu desenvolvimento esta
relacionado a diversos fatores de risco, como o habito de fumar, a exposicao a agentes quimicos
industriais e metais pesados e 0 estresse cronico. As experiéncias adversas no inicio da vida
estdo relacionadas a modulacdo de eixos hormonais importantes, como o hipotalamico-
hipofiséario-adrenal (HHA) e hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG). Alteracdes na resposta do
eixo HHA, componente central da resposta fisiolégica ao estresse, levam a desordens
fisioldgicas, como aumento da proliferacdo celular, angiogénese e prejuizo da resposta imune,
que podem ser responsaveis pelo aumento da susceptibilidade do individuo a uma série de
doencgas na vida adulta, incluindo o cancer. Paralelamente, alteracdes na fisiologia de horménios
esteroides como andrdégenos, estrogenos e glicocorticoides, bem como seus receptores, também
tém sido relacionadas ao desenvolvimento de enfermidades como o cancer de bexiga urinaria.
Em ratos, o comportamento materno funciona como um fator importante na modulacdo desses
eixos hormonais, modificando suas respostas na vida adulta, e estudos recentes tém relacionado
os cuidados recebidos por filhotes a incidéncia de tumores. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia do comportamento materno e sua consequente modulagdo nos eixos HHA e HHG, no
desenvolvimento do cancer de bexiga urinaria. Os resultados mostraram que ratas criadas por
maes negligentes apresentaram maior susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer de bexiga
urinéria induzido quimicamente, pois desenvolveram lesdes uroteliais mais graves quando
comparadas a fémeas que receberam cuidados maternos intensos. Também foi observado que 0s
niveis de receptores de horménios esteroides na bexiga urinaria foram sensiveis ao tipo de
cuidados recebidos. Desta forma concluimos que o comportamento materno, recebido durante o
desenvolvimento pds-natal, influencia o desenvolvimento e a gravidade de tumores uroteliais
induzidos quimicamente em roedores, possivelmente através da regulacdo de niveis hormonais e
de receptores de esteroides. Novos estudos sdo necessarios para entender essa relacdo complexa,
principalmente para compreender se os cuidados maternos neonatais Sdo protetores ou Se a
negligéncia materna favorece o desenvolvimento de enfermidades graves no adulto, como o

carcinoma urotelial.



Introducéo

Bexiga Urinaria

A bexiga urinaria € um érgdo muscular oco responsavel pelo armazenamento do produto
de excrecdo dos rins, a urina. Em seres humanos, o 6rgéo esta localizado na cavidade pélvica e,
no homem, faz relacdo direta com as alcas do intestino delgado e o colo sigmoide superiormente,
com a sinfise pubica anteriormente, com as glandulas seminais e a prostata inferiormente e com
o0 reto, posteriormente. Na mulher, a bexiga urinaria tem relacdo anatdémica com o Utero e as
alcas intestinais superiormente, com a vagina posteriormente, assoalho pélvico inferiormente e
sinfise pabica anteriormente (DRAKE et al., 2013). Em roedores, utilizados no desenvolvimento
deste trabalho, localiza-se na cavidade abdominopélvica, fazendo relacdo com as alcas intestinais
em sua parte cranio-ventral e com o reto em sua parte dorso-caudal (POPESKO et al., 1992).

A bexiga urinaria possui trés camadas de tecidos: mucosa, muscular e adventicia ou
serosa, esta Ultima conforme a regido da bexiga urindria. A camada mucosa é formada por
epitélio estratificado de transicdo, composto por 3 a 5 camadas de células uroteliais, sendo a
camada superficial a mais diferenciada, formada por grandes células superficiais (células em
guarda-chuva). A camada muscular é constituida por musculo liso interposto com tecido
conjuntivo e é composta por duas camadas longitudinais, interna e externa, e uma camada
circular entre elas. A tanica adventicia é constituida por tecido conjuntivo frouxo e contém vasos

sanguineos, linfaticos e nervos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Cancer de bexiga urinaria
O céncer de bexiga urinaria figura como o tipo de cancer mais prevalente no sistema
urinario e apresenta altos indices de morbidade e mortalidade (SIEGEL et al., 2013). Trata-se da

quarta maior causa de morte em decorréncia de canceres em homens no Reino Unido, onde a



chance de um homem desenvolver essa neoplasia, em algum momento da vida, é de uma em 26
(CANCER RESEARCH UK, 2015). Nos Estados Unidos, havia para 0 ano de 2015, a estimativa
de 74.000 novos casos e mais de 16.000 mortes em decorréncia da doenca (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2015). No ultimo levantamento realizado pelo Instituto Nacional do
Cancer, estimou-se que, em 2014, ocorreriam 8.940 novos casos de cancer de bexiga urinaria
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2015).

Os tumores de bexiga urinaria sdo divididos em duas categorias: ndo muasculo-invasivos,
mais comuns, e musculo-invasivos, menos frequentes e com baixa expectativa de vida pos-
diagnostico (KNOWLES & HURST, 2015). Segundo postulado pela Organizacdo Mundial da
Salde, as alteracBes superficiais (ndo invasivas) da bexiga urinaria sdo classificadas em:
hiperplasia plana, hiperplasia papilifera, neoplasia intraurotelial de baixo grau, neoplasia
intraurotelial de alto grau - carcinoma in situ (pTis), carcinoma urotelial papilifero (pTa) de
baixo grau, carcinoma urotelial papilifero (pTa) de alto grau e carcinoma invasivo da lamina
prépria (pT1) (MIYAMOTO et al., 2010). O estadiamento do cancer de bexiga urinaria refere-se
a quao profunda € a invasdo das células neoplésicas no tecido da bexiga urinaria, enquanto a
graduacdo dos tumores refere-se ao nivel de alteracBes celulares presentes no exame
microscopico (LOKESHWAR et al., 2011). Mais de 70% dos tumores da bexiga urinéria sao
superficiais e 50% deles recorrem ap0s quatro anos de tratamento, sendo que 11% progridem
para tumores musculo-invasivos (SHIMADA et al., 2011). Os indices de recorréncia dos
tumores uroteliais sdo altos, entre 50% e 90% dos casos dependendo do estadio, grau e nimero
de tumores primarios, exigindo acompanhamento de sua evolucdo pelo resto da vida (GEORGE
et al., 2013). Segundo Sievert et al. (2009), tal necessidade torna o custo medio por paciente com
cancer de bexiga urinaria, do diagndéstico ao fim da vida, um dos maiores entre diversos tipos de

cancer.



Um fator intrigante sobre o cancer de bexiga urinaria é que os homens sdo de trés a
quatro vezes mais propensos a desenvolvé-lo do que as mulheres (SIEGEL et al., 2013). No
entanto, as chances de um homem vir a 6bito em decorréncia da doenga sao pouco maiores que
duas vezes a encontrada em mulheres. Desta forma, mulheres diagnosticadas com cancer de
bexiga urinaria perdem mais anos de vida p6s-diagnostico (6,5 anos em mulheres versus 3,9 em
homens) e maior parcela da expectativa de vida (47% em mulheres versus 33% em homens)
(SCOSYREV et al., 2012). Estudo recente da base de dados do Surveillance, Epidemiology and
End Results Program, mostrou que essa é uma das poucas malignidades em que as mulheres
apresentam pior prognostico do que os homens (NAJARI et al., 2012).

Henning et al. (2013) observaram que nao existem diferencgas entre 0s géneros ao que se
refere aos sintomas clinicos ou apresentacdo (hematuria, irritacdo do trato urinario inferior) do
cancer de bexiga urinaria de pacientes recém-diagnosticados com a doenca. No entanto, 78% dos
homens, contra 55% das mulheres, visitaram um urologista apds apresentarem esses sintomas.
Além disso, apenas 19% dos homens contra 47% de mulheres receberam tratamento sintomatico,
sem analise profunda do motivo dos sintomas, um ano antes do diagnostico do cancer de bexiga
urinéria. Tais dados sugerem que a diferenca de abordagens utilizadas para homens e mulheres
pode influenciar o momento do diagnostico dessa doenca, geralmente tardio nas mulheres,
favorecendo a ocorréncia de tumores mais agressivos e com pior prognostico. Outra possivel
explicacdo para a diferenca género-especifica no cancer de bexiga urinaria é a exposicao
excessiva a produtos quimicos industriais, metais pesados, tinturas e, principalmente, ao cigarro.
Porém, mesmo tendo esses fatores de risco sob controle, a diferenca persiste (HARTGE et al.,
1990; FREEDMAN et al., 2011). Consequentemente, a hipotese que tem sido mais discutida é a
de que hormonios esteroides como andrdgenos, estrégenos e glicocorticoides, e seus respectivos

receptores, podem exercer um papel importante na promocdo e progressao dos tumores de



bexiga urindria (MIYAMOTO et al., 2012a; GAKIS & STENZL, 2013; DOBRUCH et al.,

2015).

Receptores de esteroides e cancer de bexiga urinaria

Com a disparidade da incidéncia do cancer de bexiga urinaria entre homens e mulheres, é
natural que pesquisadores tenham comecado a investigar o impacto de eixos hormonais como
uma possivel explicacdo bioldgica para o desenvolvimento da doenca. A fim de avaliar a
relevancia desses eixos a niveis teciduais, muitos pesquisadores tém investigado a expressao de
receptores de hormonios esteroides em amostras de bexiga urinaria (MIYAMOTO et al., 2012a).
Muitos autores ja relataram e presenca de niveis significativos desses receptores, como o0s de
estrdgenos, androgenos e glicocorticoides, em tumores de bexiga urinaria (HSU et al., 2013;
HSU et al., 2014; ISHIGURO et al., 2014; LOMBARD & MUDRY/J, 2015).

O receptor de andrégenos (AR) é um conhecido fator de transcri¢do ligante-dependente,
membro da superfamilia de receptores nucleares, responsavel pela regulacdo de determinados
genes alvo. Este receptor atua em resposta a ligacdo especifica de andrdgenos, como a
testosterona ou a Sa-diidrotestosterona (DHT). A ligagdo andrégeno-AR induz uma mudanca
conformacional no receptor, resultando na translocagdo do complexo para o ndcleo, aonde ira se
ligar a elementos responsivos a androgenos e, em conjunto com outros reguladores, controlar a
transcricdo de determinados genes (LI et al., 2012; MUDRYJ & TEPPER, 2013). O AR esta
presente em diversos 6rgdos de camundongos, ratos, macacos e humanos. Na bexiga urinaria
saudavel ndo ha diferenca na expressdo entre homens e mulheres (TUYGUN et al. 2011,
MASHHADI et al. 2014), bem como ndo ha diferenca significativa nos niveis desses receptores
em tumores uroteliais masculinos e femininos (BOORJIAN et al., 2004; TUYGUN et al., 2011;
KAUFFMAN et al., 2011). A maioria dos estudos tem demonstrado a diminuicdo significativa

da expressdo do AR em tumores uroteliais de alto grau ou estadio (BOORJIAN et al., 2004;



TUYGUN et al., 2011; LI et al., 2012; RAHMANI et al., 2013), com a excecdo de poucos
trabalhos que ndo encontraram tal associacdo (WU et al., 2010; MIYAMOTO et al., 2012b).

Os estrogenos exercem suas funcgdes fisioldgicas e tecido-especificas através da ativacdo
de seus receptores, que se ligam a essa classe de horménios com alta afinidade e especificidade.
Suas duas subunidades, ERa ¢ ERP, também pertencem a superfamilia de receptores nucleares
que atuam como fatores de transcricdo e regulam diversos aspectos da fisiologia normal de um
organismo (GEORGE et al.,, 2013). Em humanos ¢ roedores, o ERB ¢ a subunidade
predominante na bexiga urinaria saudavel, uma vez que alguns estudos relatam expressdo fraca
da subunidade ERa ou até sua auséncia (CROFT et al., 2005; SHEN et al., 2006; BOLENZ et
al., 2009). Diversos estudos envolvendo o cancer de bexiga urindria e esses receptores tém
trazido resultados inconsistentes sobre o quanto sua expressdo esta envolvida com os diferentes
estadios e graus de tumores uroteliais. A pequena maioria dos estudos parece concordar que 0s
niveis de ERP estdo aumentados no cancer de bexiga urindria e sua expressao esta relacionada a
progndsticos ruins (KONTOS et al., 2011; HAN et al., 2012; MIYAMOTO et al., 2012b). Por
sua vez, o papel do ERo permanece contraditorio, pois parece estar diminuido na maioria dos
tumores uroteliais estudados (CROFT et al., 2005; SHEN et al., 2006; BOLENZ et al., 2009).
No entanto, George et al. (2013) relataram que camundongos induzidos com BBN (N-butyl-N-
(4-hydroxybutyl) nitrosamine) para o cancer de bexiga urinaria passaram a expressar ERa,
ausente no urotélio normal, e que esse fato pode ter favorecido a tumorigénese.

Os glicocorticoides exercem seu mecanismo de acdo ligando-se a dois tipos de receptores
intracelulares: o receptor de mineralocorticoides (MR) e o receptor de glicocorticoides (GR).
Tem-se evidenciado que os MRs sdo responsaveis pela ligacao aos glicocorticoides nas situacoes
em que esses se apresentam a niveis basais, enquanto os GRs sdo ativados em situacOes de
aumento dos niveis circulantes de glicocorticoides, como condigcdes de estresse ou infec¢oes

(LIBERMAN et al., 2007). O seu mecanismo de acdo € semelhante ao de outros receptores



nucleares, atuando como fator de transcricdo para genes relacionados a producéo e a liberacdo de
mediadores inflamatorios (CHROUSOS & KINO, 2005; McBETH et al., 2015). O GR pode ser
expresso na forma de duas subunidades, GRa e GRp. Os glicocorticoides circulantes controlam
0s processos celulares anti-inflamatdrios via ligacédo e ativacdo da subunidade GRa. Desta forma,
as propriedades antiproliferativas dos glicocorticoides ocorrem via ativagdo de GRa, que atua
como fator de transcricdo e aumenta a producao de proteinas indutoras da parada do ciclo celular
(p27 e p21) (KUMAR et al., 2004), bem como PTEN, envolvida em processos pro-apoptoticos
(YEMELYANOV et al., 2007). Em contraste ao GRa, a subunidade GRP ndo apresenta o
dominio de ligacdo para os glicocorticoides, ndo podendo se ligar aos mesmos (HINDS JR. et
al., 2010). Desta forma, essa subunidade é induzida por outras vias inflamatdrias, como as
ativadas por TNFa e NF-kB, sugerindo um papel importante no aumento da inflamagé&o, que esta
diretamente relacionada com o cancer de bexiga urinaria (TRIKHA et al., 2003).

Estudos recentes tém demonstrado que o GR desempenha um papel importante nos
tumores uroteliais, no entanto o mecanismo preciso permanece desconhecido. Os niveis de GR
apresentam-se reduzidos em tumores, comparados ao urotélio normal, e em tumores com
fendtipo invasivo, quando comparados a tumores de baixo grau (ISHIGURO et al., 2014).
Baixos niveis de GR parecem estar relacionados com um prognoéstico pior do cancer de bexiga
urinaria e podem predizer altas chances de recorréncia de tumores ndo musculo-invasivos

(ZHENG et al., 2012).

Comportamento materno

Eventos adversos no inicio da vida tém sido relacionados a alteragdes no
desenvolvimento do cerebro e, na vida adulta, com mudancas nas respostas comportamentais e
fisioldgicas a situacOes de estresse, nas respostas imunes a patdgenos e na susceptibilidade a

doencas infecciosas e inflamatorias (MCEWEN et al., 2012; BREIVIK et al., 2015). Experiéncias



nos primeiros dias de vida, em particular, podem alterar permanentemente a reatividade de
circuitos controlados pelo cérebro, como o eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) e
hipotaldamico-hipofisario-gonadal (HHG) (PRYCE et al., 2002; GOMES et al., 2005;
CHAMPAGNE, 2008; CHAMPAGNE & CURLEY, 2009; BREIVIK et al., 2015). A
desregulacdo imune e metabolica, causada pelas alteragdes do eixo HHA, € uma importante via
de ligacdo entre os eventos no inicio da vida e a posterior susceptibilidade aumentada a uma
série de doencas (THAKER et al., 2006; THAKER et al., 2007; McCEWEN et al., 2012). Estudos
epidemioldgicos revisados por Langley-Evans (2015) levaram a assercao de que fatores ligados
ao comportamento materno, influenciando o crescimento e desenvolvimento de filhotes, podem
também alterar a funcdo tecidual, refletindo na fisiologia do organismo adulto. Evidéncias
também sugerem que o baixo peso ao nascimento e inicio da vida pode modular a resposta do
eixo HHA, aumentando a reatividade do individuo a situac@es de estresse na vida adulta (XIONG
& ZHANG, 2010; KAJANTIE & RAIKKONEN, 2010; DUNKEL SCHETTER & TANNER,
2012).

A separacao materna por periodos breves ou prolongados é um método experimental bem
definido, que visa induzir comportamentos maternos distintos para observacdo dos seus efeitos
sobre a prole na vida adulta (BOYD et al., 2010; SCHULER & AUGER, 2010; NISHI et al.,
2013). A mudanga das interagdes comuns entre mée e filhote tem-se mostrado capaz de induzir
alteracdes permanentes na neurobiologia, fisiologia e comportamento de animais na vida adulta,
todas causadas pela programacéo da responsividade do eixo HHA ao estresse (LYONS et al.,
1998; PRYCE et al., 2005; ENTHOVEN et al., 2008). Periodos longos de separagdo materna
(ex: 4 horas) durante o periodo pos-natal causam hiper-reatividade do eixo HHA na vida adulta.
Por outro lado, periodos curtos de privagdo do contato materno (ex: 15 minutos) sao
considerados manipulagdes estimulantes, capazes de reduzir a ansiedade e a responsividade ao

eixo HHA, gerando respostas mais brandas ao estresse (NISHI et al., 2013).



Estudos utilizando a separacdo materna durante o periodo neonatal mostraram a relagédo
entre a potencializacdo da resposta do eixo HHA ao estresse, causada pelas diferencas no
comportamento materno, com o aumento e progressdo de tumores e a incidéncia de carcinomas
invasivos (BOYD et al., 2010; SCHULER & AUGER, 2010). Boyd et al. (2010) observaram
que a incidéncia de lesdes neoplasicas induzidas na mama foi maior em fémeas expostas a
periodos longos de separacdo materna, concluindo que o estresse crénico da separacdo materna
prolongada no inicio da vida aumenta o risco de desenvolvimento de tumores em camundongos.

Em nossos estudos prévios com ratas UChA e UChB, linhagens classicamente utilizadas
para estudos sobre alcoolismo crénico (MARDONES & SEGOVIA-RIQUELME, 1983),
provenientes do Chile (UCh - Universidade do Chile) e trazidas ao Instituto de Biociéncias em
1999, observamos que as linhagens possuem comportamento materno diferenciado: UChA - alto
cuidado materno e UChB - baixo cuidado materno (MARTINS, 2007; AMORIM et al., 2011,
LUPI JUNIOR (dados ndo publicados)). Em estudo subsequente, observamos que animais
criados por fémeas UChB desenvolveram lesdes com estadiamento mais grave, quando
comparados aqueles criados por mae UChA. A adoc¢do cruzada de filhotes de uma linhagem para
outra influenciou no estadio das lesGes, sugerindo a correlagdo entre 0 comportamento materno e
0 desenvolvimento de lesBes uroteliais, & medida que animais UChB criados por mde UChA
apresentaram menor porcentagem de lesGes graves, quando comparados aos filhotes UChB
criados por mde UChB. Apoiando esses resultados, Stohr et al. (2000) observaram que a
linhagem Fischer 344, modelo tambem utilizado para estudo do cancer vesical, possui hiper-
reatividade ao estresse comparado a linhagem Lewis, mais resistente ao desenvolvimento do
cancer de bexiga urinaria (REIS et al., 2014).

Assim, formulamos a hipoOtese de que o0 comportamento materno e suas consequentes
modulagdes fisiologicas influenciam o desenvolvimento de tumores vesicais induzidos.

Procurando entender a etiologia e o desenvolvimento desses tumores e sua relacdo com o



comportamento materno, propusemos comparar comportamentos maternos extremos (intenso e
negligente), para estudar a influéncia dos cuidados maternos recebidos pela prole e a
consequente modulacdo de eixos hormonais (HHA e HHG), no desenvolvimento de lesdes

neoplasicas ndo musculo-invasivas da bexiga urinaria.
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