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RESUMO

As novas modalidades de tratamento para pacientes com cancer de bexiga ndo-musculo
invasivo (CBNMI) de alto grau, para os quais a terapia com Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
falhou ou esta contraindicada, estdo aumentando devido ao desenvolvimento de novos
medicamentos. A imunoterapia se tornou uma terapia promissora contra o cancer,
melhorando o prognéstico de pacientes com diferentes tipos de canceres e oferecendo a
possibilidade de remissdo da doenga a longo prazo. Uma vez que o CBNMI é sensivel a
imunoterapia, os imunomoduladores que atuam como agonistas do sistema imunolégico sdo
considerados candidatos promissores para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes
para o CBNMI, sem os efeitos colaterais que os acompanham. Nesse cenario, uma nova
perspectiva é representada pela nanoimunoterapia OncoTherad®. OncoTherad® é um
complexo de fosfato inorgénico nanoestruturado associado a proteina glicosidica,
desenvolvido pela Universidade Estadual de Campinas/ Brasil, que apresenta propriedades
imunomoduladoras e antitumorais. Assim, os objetivos desse estudo foram avaliar a
seguranga e a eficacia da nanoimunoterapia OncoTherad® para pacientes com CBNMI
recidivado apés BCG e/ ou quimioterapia intravesical. Nés conduzimos um estudo
prospectivo, unicéntrico (Hospital Municipal de Paulinia, S&do Paulo, Brasil), de brago unico,
fase I/ 1l (Ensaio clinico: RBR-6swqd2) em 29 (18 homens, 11 mulheres) pacientes
consecutivos com CBNMI recidivado (=1 ciclo prévio de BCG e/ ou quimioterapia intravesical).
O esquema terapéutico com OncoTherad® baseou-se em uma aplicacao semanal pelas vias
intravesical (120 mg/mL) e intramuscular (25 mg/mL) por 6 semanas consecutivas, seguido
por uma aplicagédo a cada 15 dias por 3 meses e, uma aplicagdo mensal até o final do
tratamento (24 meses). O seguimento foi realizado com bidpsias sistematicas da bexiga,
cistoscopias e ultrassonografias. Os desfechos primarios foram a resposta patologica
completa (RPC) e sobrevida livre de recidiva (SLR). A recorréncia foi definida como recidiva
tumoral comprovada histologicamente (qualquer grau) e monitorada em intervalos trimestrais.
Os desfechos secundarios foram o tempo de recidiva da doenga, duracdo da resposta e
seguranga da imunoterapia. A idade média dos 29 pacientes e o tempo de seguimento foram
de 65 anos (34 - 96) e 24 meses, respectivamente. O tratamento com OncoTherad® mostrou
RPC de 79,3% e SLR de 22,2 meses no seguimento de 24 meses. A duragéo da resposta e
o tempo médio de recidiva da doenga foram de 15,3 meses e 20,6 meses (ou 618 dias),
respectivamente. Em relagdo a toxicidade, 62,1% dos eventos adversos foram de Graus 1 ou
2, sendo os mais comumente relatados: disuria (51,7%), cistite (34,5%), prurido (44,8%), rash
cutdneo (27,6%), artralgia (27,6%) e fadiga (27,6%). Ainda, a nanoimunoterapia
OncoTherad® levou a formagao de foliculos linfoides primarios (PLFs) na maioria dos
pacientes (51,7%) durante os 24 meses de seguimento. As imunorreatividades para TLR4,
TRIF, IRF-3, IFN-y e INOS foram significativamente intensas nas regiées dos PLFs presentes
nas amostras vesicais de pacientes tratados com OncoTherad® apds 24 meses de
seguimento em relacdo as amostras de tecido vesical que precederam o tratamento. Assim,
pode-se concluir que a nanoimunoterapia OncoTherad® parece ser uma opgao de tratamento
segura e eficaz para pacientes com CBNMI recidivado apés BCG e/ ou quimioterapia
intravesical e, pode fornecer beneficios para prevenir a recidiva tumoral. Além disso, este
estudo demonstrou um importante efeito de ativagdo da via de sinalizagdo do TLR4
desencadeada pelo OncoTherad® na formagéo e organizagdo dos PLFs, os quais podem
estar relacionados aos efeitos antitumorais e imunoprotetores dessa imunoterapia no tecido
vesical.

Palavras-chave: Cancer de Bexiga; Nanotecnologia; OncoTherad®; Imunoterapia.



ABSTRACT

The new modalities for treating patients with high-grade non-muscle invasive bladder cancer
(HGNMIBC) for whom Bacillus Calmette-Guerin (BCG) has failed or is contraindicated are
recently increasing due to the development of new drugs. Immunotherapy has become a
promising cancer therapy, improving the prognosis of patients with many different types of
cancer and offering the possibility for long-term cancer remission. Since HGNMIBC is sensitive
to immunotherapy, immunomodulators that act as agonists of the immune system are
considered promising candidates for the development of more effective treatments for
HGNMBIC without the accompanying side-effects. In this scenario, a new perspective is
represented by OncoTherad® nano-immunotherapy. OncoTherad® is a nanostructured
inorganic phosphate complex associated with glycosidic protein, developed by the University
of Campinas/ Brazil, which exhibits immunomodulatory and antitumor properties. Thus, the
aims of the study were to evaluate the safety and efficacy of OncoTherad® nano-
immunotherapy for BCG-relapsed and/ or intravesical chemotherapy-relapsed HGNMIBC. We
carried out a prospective, single-center (Municipal Hospital of Paulinia, Sdo Paulo, Brazil),
single-arm phase I/ 1l study (Clinical Trial: RBR-6swqd2) in 29 (18 male, 11 female)
consecutive patients with HGNMIBC-relapsed (=1 previous course of BCG and/ or intravesical
chemotherapy). The schedule was initiated with weekly intravesical (120 mg/mL) and
intramuscular (25 mg/mL) OncoTherad® treatment for 6 weeks, followed by one every other
week application for 3 months and, one monthly application until the end of the treatment (24
months). Follow-up was performed with systematic mapping biopsies of the bladder,
cystoscopy, and ultrasound. The primary endpoints were pathological complete response
(pCR) and recurrence-free survival (RFS). The recurrence was defined as histology proven
tumor recurrence (any grade) and monitored at 3-month intervals. Secondary endpoints were
time to disease recurrence, duration of response, and safety response. The median age of the
29 patients and follow-up were 65 years (range 34-96) and 24 months, respectively.
OncoTherad® treatment showed pCR of 79.3% and RFS of 22.2 months at 24-month follow-
up. The duration of response and meantime for disease recurrence were 15.3 months and
20.6 months (or 618 days), respectively. Regarding toxicity, 62.1% of adverse events were
Grade 1 or 2. The most commonly reported treatment-related adverse events were dysuria
(51.7%), cystitis (34.5%), pruritus (44.8%), rash (27.6%), arthralgia (27.6%) and fatigue
(27.6%). Also, OncoTherad® nano-immunotherapy led to the formation of primary lymphoid
follicles (PLFs) in most patients (51.7%) at 24-months follow-up. TLR4, TRIF, IRF-3, IFN-y and
INOS immunoreactivities were significantly intense in the regions of PLFs present in the
bladder samples from patients treated with OncoTherad® after 24-months follow-up in relation
to bladder tissue samples that preceded OncoTherad® treatment. In conclusion,
OncoTherad® nano-immunotherapy seems a safe and effective treatment option for BCG-
relapsed and/ or intravesical chemotherapy-relapsed HGNMIBC patients and may provide
benefit for preventing tumor recurrence. Also, this study demonstrated an important effect of
activation of the TLR4 signaling pathway triggered by OncoTherad® in the formation and
organization of PLFs, which may be related to antitumor and immunoprotective effects from
this immunotherapy in bladder tissue.

Keywords: Bladder Cancer; Nanotechnology; OncoTherad®; Immunotherapy.
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1. INTRODUGAO

1.1- Cancer de Bexiga Urinaria (CB)

O céncer de bexiga (CB) é um dos tumores mais comuns do sistema urinario,
além do nono cancer mais comum em todo o mundo, com uma incidéncia de
aproximadamente 430.000 casos por ano (Antoni et al., 2017; Jahrreiss et al., 2020).
A taxa de mortalidade do CB ocupa a 132 posicdo, sendo maior nos paises
desenvolvidos (Antoni et al., 2017; Siegel et al., 2019).

Estima-se que 81.400 novos casos de CB (62.100 homens e 19.300 mulheres)
serdo diagnosticados nos Estados Unidos em 2020, com aproximadamente 17.980
mortes (13.050 homens e 4.930 mulheres) ocorrendo durante esse mesmo periodo
(Siegel et al., 2019; American Cancer Society, 2020). De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para o Brasil em 2020 sera de 10.640 casos
novos de CB, sendo 7.590 em homens e 3.050 em mulheres (INCA, 2020). Em 2017,
o0 numero de mortes notificadas por CB no Brasil foi de 4.335, sendo 3.021 homens e
1.334 mulheres, demonstrando um aumento significativo da prevaléncia deste tumor
nos ultimos anos (INCA, 2020).

Aproximadamente 70% - 75% dos pacientes com CB apresentam inicialmente
o fenotipo ndo-musculo invasivo (CBNMI), o qual esta confinado ao urotélio como
tumor papilifero (pTa) ou carcinoma in situ (pTis) sem invasao estromal ou, invaséo
limitada a lamina prépria (pT1) (Askeland et al., 2012; Lamm et al., 2014). O CBNMI
constitui um grupo heterogéneo de tumores com diferentes taxas de progressao para
o fendtipo musculo invasivo, variando de 0,8% a 50% em 5 anos (Sylvester et al.,
2006; van Rhijn et al., 2009). Estudos anteriores sugerem que importantes fatores de
risco para a progressdo do CBNMI sdo a presenga concomitante de CIS (in situ), alto
grau e estadio T1 (Sylvester et al., 2006; van Rhijn et al., 2009). Além disso,
multiplicidade, tamanho tumoral 23 cm e histérico de recorréncia sao considerados

fatores de risco (Sylvester et al., 2006; van Rhijn et al., 2009).

O CB acomete preferencialmente individuos adultos idosos, na proporcao de
10:3 para homens e mulheres, respectivamente (Nezos et al., 2009). Ainda, o aumento
da doenca esta diretamente relacionado com a idade, com mais de 90% apods os 55
anos, sendo que apds os 80 anos representa a quarta causa de morte (Lynch &
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Cohen, 1995). Estima-se que em 2020, 1 em cada 5 pessoas tenham mais de 65 anos
de idade. Apds os 65 anos, a incidéncia do CB aumenta em 11 vezes e sua
mortalidade, em 15 vezes (Siegel et al., 2012).

O estadiamento histolégico do CB é determinado pela profundidade de invasao
tumoral na parede vesical e dependera da ressecgéo transuretral (RTU) do tumor para
seu correto diagnostico. Fragmentos de RTU superficiais e profundos devem ser
analisados separadamente (Epstein et al., 1998; Epstein, 2003). A classificagdo TNM

2009 (UICC - Union for Cancer Control) é utilizada para o estadiamento (Tabela 1).

A exposicdo a carcindbgenos exdgenos e as interagbes gene-carcindgeno
aumentam o risco de CB (DeGeorge et al., 2017). A ocorréncia da doenga parece ser
mais alta nos paises desenvolvidos, devido a diferentes exposigdes a agentes
cancerigenos e expectativa de vida aumentada para desenvolver a malignidade. De
fato, as diferengas regionais na ocorréncia do CB demonstraram estar ligadas a
exposicao diferencial a carcindgenos do tabagismo, bem como a riscos ocupacionais
e ambientais (Poon et al., 2015; Rosenquist & Grollman, 2016; Xu et al., 2017). Os
principais fatores de risco para o desenvolvimento do CB incluem género masculino,
raga branca, tabagismo, histérico pessoal ou familiar de CB, radiacdo pélvica,
exposi¢gdes ambientais/ ocupacionais, exposi¢cao a certos medicamentos, infecgao
cronica ou irritacdo do trato urinario e certas condigdes meédicas, incluindo obesidade
e diabetes (Stopiglia et al., 2015; Antoni et al., 2017; DeGeorge et al., 2017; Xu et al.,
2017). Embora o diabetes mellitus parega estar associado a um risco elevado de
desenvolver CB (Xu et al., 2017), o tratamento com metformina pode estar associado
a um melhor prognostico em pacientes diabéticos com CB (Hu et al., 2018). Certas
sindromes genéticas, principalmente a sindrome de Lynch, também pode predispor
um individuo ao carcinoma urotelial (Carlo et al., 2019).

O tabagismo € o principal fator de risco para o CB (Zeegers et al., 2000;
Cumberbatch et al., 2016; Jahrreiss et al., 2020). O risco relativo total (RR) de
incidéncia do CB mostrou ser de 2,58 para todos os fumantes, de 3,47 a 2,04 para
fumantes atuais e ex-fumantes, respectivamente (Cumberbatch et al., 2016). Quase
metade de todos os pacientes com CB tem historico de tabagismo (Kispert et al., 2019;
Pezzuto et al., 2019). O cigarro de tabaco possui altas concentragdes de carcinégenos
conhecidos, como aminas aromaticas e compostos N-nitrosos analogos do MNU (N-
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metil-N-nitrosouréia). Além disso, mais de 5.000 substancias toxicas estao presentes

na fumacga do cigarro, algumas sao potentes carcindgenos que alteram genes como
K-ras e p53 (Stern et al., 2009).

Tabela 1: Classificacao TMN do Cancer de Bexiga

CLASSIFICAGAO DO CANCER DE BEXIGA

Tumor primario: T

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 Nenhuma evidéncia de Tumor primaria

Ta Carcinoma papilar ndo invasivo (restrito a mucosa)

Tis Carcinoma in situ

T Tumor com invasao subepitelial (invasdo da Iamina propria)

T2: Tumor com invasao da musculatura prépria

pT2a

Superficial (metade interna)

pT2b

Profunda (metade externa)

T3: Tumor invade tecido perivesical

pT3a

Microscopicamente

pT3b

Macroscopicamente (massa extravesical)

T4: Tumor invade qualquer érgao adjacente

pT4a Tumor invade préstata, utero ou vagina
pT4B Tumor invade a parede pélvica-abdominal
Linfonodos Regionais (N)
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Nenhuma metastase para linfonodo regional
N1 Metastase linfonodos < 2cm
N2 Metastase linfonodos < 5cm
N3 Metastase linfonodos = 5cm
Metastases a Distancia (M)
MX Metastases a distdncia ndo podem ser avaliadas
MO Nenhuma metastase a distancia
M1 Metastases a distancia

Fonte: UICC - Union for Cancer Control, 2009
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O tabagismo nao esta associado apenas ao risco de desenvolvimento do CB,
mas também a uma taxa mais alta de recorréncia e progressao da doenca, falha na
resposta terapéutica e mortalidade (Rink et al., 2015; Jahrreiss et al., 2020). Dados
recentes demonstraram que tabagistas inveterados tém menor probabilidade de
responder a quimioterapia sistémica a base de platina (Boeri et al., 2019). Boeri et al.
(2019) constataram que o tabagismo teve uma associagao significativa com a menor
taxa de resposta terapéutica a quimioterapia; uma vez que 73,2% dos fumantes atuais
nao responderam a quimioterapia neoadjuvante para o fen6tipo musculo invasivo em
comparagao com apenas 39,7% dos individuos que nunca fumaram (Boeri et al.,
2019).

No mundo industrializado, a segunda causa mais importante de CB é a
exposi¢cao a carcindbgenos ocupacionais, sendo responsavel por 5 a 10% dos casos
de CB (Rink et al., 2015; Jahrreiss et al., 2020). Pintores, trabalhadores da industria
da borracha, produgao de aluminio, produ¢do de corantes industriais, negécios de
lavagem a seco, processos de impressdo e fabricagdo téxtil, assim como
trabalhadores expostos a aminas aromaticas e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, apresentaram maior risco de desenvolverem CB (Cumberbatch et al.,
2018; Rouprét et al., 2018).

Na Africa e no Oriente Médio, as infeccdes pelo parasita endémico
Schistosoma haematobium s&o um fator de risco conhecido para CB, principalmente
o carcinoma espinocelular (CEC) da bexiga (Ishida et al., 2018; Nesi et al., 2019;
Jahrreiss et al., 2020). Acredita-se que uma ativacdo de células inflamatdrias
desencadeie sinteses endogenas de N-nitrosamina. Além disso, a esquistossomose
pode elevar o risco de CB através da indugédo de mutagdes no gene K-ras (Nesi et al.,
2015).

Embora varios fatores do estilo de vida estejam associados a génese do
cancer, existem apenas alguns estudos investigando fatores do estilo de vida
relacionados especificamente ao risco de CB (Jahrreiss et al., 2020). O estado civil é
um fator de risco conhecido para sobrevivéncia e controle de diversas neoplasias, com
piores resultados para pacientes que ndo sao casados (Jahrreiss et al., 2020; Rosiello
et al., 2020). De acordo com um estudo recente de Rosiello et al. (2020), homens

solteiros tiveram uma taxa mais alta de CB ndo-06rg&o confinado na cistectomia radical.
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Além disso, esses mesmos autores demonstraram que o status de solteiro foi um
preditor independente de maior mortalidade especifica por cancer em homens (RR:
1,24, 1C 95%: 1,12-1,37). Nas mulheres, ndo houve associagao significativa entre
estado civil e mortalidade especifica por cancer (RR: 1,13, IC 95%: 0,88-1,31; P =
0,14) ou predigdo de doenga ndo-6rgao confinada na cistectomia radical (Rosiello et
al., 2020).

1.2- Imunoterapia antineoplasica

O tratamento de neoplasias avangadas é desafiador. Apesar de inumeros
avangos recentes, a maioria das neoplasias metastaticas ainda resulta num
prognostico reservado (Hayat et al., 2007; Siegel et al., 2018). O objetivo da terapia
antineoplasica € inibir especificamente a atividade maligna de células neoplasicas,
sem que as ceélulas saudaveis sejam afetadas, sendo importante sempre levar em
consideragao, como em qualquer estratégia de tratamento, o indice terapéutico — dose
toxica sobre dose terapéutica (Neves & Kwok, 2015). As estratégias terapéuticas
classicas para combater o cancer, quimioterapia e radioterapia, ainda sao bastante
utilizadas, por terem uma atividade citotdxica, o que pode permitir em muitos casos a
reducdo da massa tumoral e até mesmo, cura (Liu et al., 2000; Wilson et al., 2014).
Porém, como sao terapias que n&o discriminam células neoplasicas de células
saudaveis, estas trazem consigo uma alta taxa de efeitos colaterais indesejaveis,
como também desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, o que podem levar a

recidivas e falhas terapéuticas (Siegel et al., 2018).

Novas estratégias para controle das neoplasias avangadas precisam ser
desenvolvidas. Dentre as varias modalidades de terapias inovadoras que tém sido
desenvolvidas para o tratamento de cancer nas ultimas décadas, pode-se destacar os
inibidores de enzimas quinase (Ellis & Hicklin, 2008; Flaherty et al., 2010; Robert et
al., 2015; Ferguson & Gray, 2018), os anticorpos monoclonais contra proteinas-alvo
tumorais (Heinemann et al., 2013) e a imunoterapia (Van Cutsem et al., 2009; Weiner
et al., 2010; Neves & Kwok, 2015).

Algumas formas de imunoterapia ja sdo usadas na pratica clinica ha décadas
(Morales & Eidinger, 1976; Rosenberg et al., 1999; Pook et al., 2002). O tratamento

com interferon e interleucinas demonstrou ser ativo contra melanoma e carcinoma de
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células renais metastaticos, ao passo que a terapia intravesical com Mycobacterium
bovis Bacillus Calmette-Guerin (oncoBCG) sabidamente reduz o risco de recidiva do
CBNMI (Ojea et al., 2007; Yu et al., 2007; Babjuk et al., 2008). No entanto, com
excegao dos tratamentos intravesicais, a maioria dessas primeiras formas de
imunoterapia resultava em baixas taxas de resposta e toxicidades significativas,
limitando sua aplicabilidade para a maioria dos pacientes (Schwartz et al., 2002;
Eigentler et al., 2003; Wei et al., 2018).

Na ultima década, novas modalidades de imunoterapia foram desenvolvidas e
vem revolucionando o tratamento de tumores avangados. Os inibidores de
“checkpoints” imunologicos merecem um destaque especial (Wei et al., 2018). O
ipilimumab € um anticorpo monoclonal contra o receptor proteina 4 do linfécito T
citotoxico (CTLA-4), que por sua vez trata-se de um co-receptor inibitorio dos
receptores de células T (TCR). Quando ocorre a co-estimulagdo do TCR e do CTLA-
4, o linfocito T desenvolve tolerancia em relagdo ao antigeno apresentado. Ja quando
o CTLA-4 é inibido pelo ipilimumab, o TCR pode ser estimulado sem a co-estimulagao
inibitoria e a resposta imune ao antigeno em questao é exacerbada (Weber, 2009;
Robert et al., 2011; Tarhini, 2013; Schadendorf et al., 2015). Apés o sucesso do
ipilimumab no tratamento de melanoma metastatico, outros inibidores de checkpoints
foram desenvolvidos, focando na inibi¢do do receptor de morte celular programada 1
(PD-1) ou de seu ligante (PDL-1) (Patnaik et al., 2015; Larkin et al., 2015; Chang et
al., 2016; Rosenberg et al., 2016; Kang et al., 2017). Trata-se também de um receptor
inibitorio, cuja estimulacao resulta em inativagao de linfocitos T ja sensibilizados contra
determinado antigeno. Ja estdo disponiveis para a pratica clinica anticorpos
monoclonais contra o PD-1, tais como nivolumab (Larkin et al., 2015) e pembrolizumab
(Patnaik et al., 2015; Sullivan & Flaherty, 2015; Kang et al., 2017); ou contra o ligante
desse receptor (PDL-1), tais como durvalumab (Antonia et al., 2018), avelumab (Patel
et al., 2018) e atezolizumab (Rosenberg et al., 2016).

Tais drogas tem mostrado excelentes resultados no tratamento de varias
formas de neoplasia, como melanoma, carcinoma de células renais, carcinoma de
bexiga, cancer colorretal com instabilidade de microssatélites, cancer de mama triplo
negativo cancer de cabega e pescogo e cancer de pulm&o. Uma das principais
vantagens da imunoterapia, quando comparada a outras formas de tratamento

sistémico antineoplasico, € a possibilidade de uma resposta clinica duradoura, a qual
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dificilmente é obtida com outras modalidades terapéuticas (Neves & Kwok, 2015;

Seymour et al., 2017).

Além de ser usada como terapia isolada, a imunoterapia pode também ser
combinada com quimioterapia citotoxica. Tal estratégia demonstrou beneficios
consistentes no tratamento do céncer de pulmao ndo-pequenas células (NSCLC)
avancado (Gandhi et al., 2018) e apresenta dados promissores no tratamento de
cancer de mama triplo negativo (Schmid et al., 2018). Ha um provavel efeito sinérgico
entre imunoterapia e quimioterapia, possivelmente relacionado a liberagdo de
antigenos tumorais quando da morte celular desencadeada pelas drogas citotdxicas
(Reynders et al.,, 2015). Um efeito sinérgico semelhante ocorre quando lesdes
neoplasicas (tumor primario ou metastases) sao tratadas com radioterapia durante um
tratamento de imunoterapia, podendo resultar em potencializacdo da resposta
sistémica fora do campo de irradiacdo em um fenbmeno conhecido como efeito

abscopal (Wang et al., 2018).

Apesar dos inumeros resultados positivos, a imunoterapia por inibicado de
receptores “checkpoint” tem algumas limitagdes. As respostas clinicas a imunoterapia
tendem a demorar mais tempo para acontecer quando comparadas aquelas
observadas com quimioterapia citotoxica ou terapia alvo. Alguns efeitos adversos
imunomediados, como a colite autoimune e a hepatite autoimune, ainda que
relativamente incomuns, podem ser muito graves e mesmo fatais (Brahmer et al.,
2018; Wang et al., 2018). Talvez a maior limitagdo dos inibidores de “checkpoints” seja
a dificuldade para prever quais pacientes irdo apresentar resposta clinica. Enquanto
alguns tumores apresentam respostas completas e duradouras, em muitos outros
casos nao ha resposta alguma. A expressédo de PDL-1 no tumor ou no infiltrado peri-
tumoral, a carga mutacional (TMB) e a instabilidade de microssatélites sao
marcadores preditivos de resposta, mas sua sensibilidade e especificidade sao
limitadas, o que exige ainda hoje que muitos pacientes sejam tratados sem resposta
para que alguns possam obter um desfecho clinico favoravel (Yarchoan et al., 2017,
Shen & Zhao, 2018; Taube et al., 2018). Por fim, os elevados custos dessas drogas
limitam sua acessibilidade (Dranitsaris et al., 2018), principalmente (mas nao apenas)
em paises em desenvolvimento como o Brasil (Aguiar et al., 2018).
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Diante dos sucessos (e das limitagdes) da terapia de inibigdo de “checkpoints”,
outras formas de imunoterapia estdo atualmente em diversos estagios de
desenvolvimento clinico-farmacolégico. Virus oncoliticos (Reale et al., 2019), vacinas
de RNA mensageiro (McNamara et al., 2015), e terapia com células T com receptores
antigénicos quimeéricos (CAR-T) (Miliotou & Papadopoulou, 2018), dentre outras, s&o
modalidades promissoras. A ativagao da via dos receptores ‘“toll-like” (TLR) também é
apontada como uma potencial estratégia para estimular respostas imunes
antitumorais (Rakoff-Nahoum & Medzhitov, 2008; Moradi-Marjaneh et al., 2018).

1.3- Importancia dos receptores Toll-like e das vias de sinalizagao relacionadas

Estratégias terapéuticas que modulam o microambiente tumoral e reforcam a
migragéo de células T para o tumor sdo fundamentais no controle de diversos tipos
de canceres (Yang et al., 2020). Uma dessas estratégias é o uso de moduladores da
imunidade inata, como os agonistas dos receptores toll-like (TLRs) (Bourquin et al.,
2019; Yang et al., 2020). O tratamento baseado no uso desses agonistas aumenta a
atividade de células efetoras antitumorais, como células T citotoxicas e células natural
killer (NK) e, ao mesmo tempo bloqueia a atividade de alguns tipos de células
imunossupressoras, como as células T regulatorias (Treg) e células supressoras
mieldides. Esses compostos também afetam o recrutamento de células imunes no

microambiente tumoral (Bourquin et al., 2019; Yang et al., 2020).

Os TLRs pertencem a familia de receptores de reconhecimento de patdégenos
(PRRs) do sistema imune inato e reconhecem padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) e padrées moleculares associados a danos (DAMPSs)
relacionados a patdgenos invasores e células hospedeiras, respectivamente (Kumar
et al., 2011; Junt & Barchet, 2015; Satoh & Akira, 2016; Bourquin et al., 2019; Yang et
al., 2020; Javaid & Choi, 2020). At¢é o momento, 13 TLRs foram relatados em
camundongos e 10 em seres humanos, que sao expressos em diversas células
imunes [células dendriticas (DCs), macrofagos, subconjuntos de células T e B)] e
células nao-imunes (células epiteliais e fibroblastos) (Javaid & Choi, 2020). Com base
em sua localizagao subcelular em humanos, os TLRs podem ser subdivididos em dois
grupos principais: TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na membrana plasmatica das
células; por outro lado, os TLRs 3, 7, 8 e 9 estdo localizados na membrana
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endossOmica (Akira & Takeda, 2004; Galli et al., 2010; Satoh & Akira, 2016; Takeda
& Akira, 2004; Zhao et al., 2014; Bourquin et al., 2019; Yang et al., 2020; Javaid &
Choi, 2020).

A ativacao dos TLRs € o passo inicial de uma cascata de eventos que levam a
estimulacdo da imunidade inata, caracterizada pela secregdo de citocinas pro-
inflamatorias e por respostas imunes adaptativas (Bourquin et al., 2019; Yang et al.,
2020). Uma vez ativados, os TLRs recrutam adaptadores contendo o receptor de
interleucina 1 de dominio toll (TIR) citosdlico. Os principais adaptadores envolvidos na
sinalizacdo dos TLRs sdo: fator 88 de diferenciagdo mieldide (MyD88), proteina
adaptadora contendo dominio receptor de toll-interleucina 1 (TIR) (TIRAP), adaptador
indutor de interferon-f contendo dominio TIR (TRIF) e proteina de membrana
associada a cadeia de translocag¢ao (TRAM) (Bourquin et al., 2019; Yang et al., 2020).
O adaptador MyD88 ¢ utilizado por todos os TLRs, exceto TLR3, e ativa o fator de
transcrigdo nuclear kP (NF-k[3) e as vias das proteinas-quinases ativadas por mitégeno
(MAPKSs) para induzir a produgao de citocinas inflamatorias (Akira & Takeda, 2004,
Takeda & Akira, 2004; Satoh & Akira, 2016). TRAM e TIRAP s&o moléculas
adaptadoras utilizadas pelo TLR4 para recrutar TRIF e, pelos TLRs 2 e 4, para recrutar
MyD88, respectivamente (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004; Satoh & Akira,
2016; Bourquin et al., 2019; Yang et al., 2020).

Assim, a sinalizagdo dos TLRs pode ser classificada de duas formas (Figura
1): via dependente de MyD88 (via canbnica) para a produgcdo de citocinas
inflamatadrias: TNF-q, interleucinas (ILs-6, 1B e IL-10) e; via dependente de TRIF (via
nao-candnica) que ativa os fatores regulatorios de interferon (IRF-3, IRF-5 e IRF-7)
para a produgao de interferons (IFNs) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004;
Satoh & Akira, 2016). TLR4 & o unico receptor que utiliza as quatro moléculas
adaptadoras (MyD88, TRIF, TIRAP e TRAM) para desencadear sua sinalizagao
(Figura 1) (Akira & Takeda, 2004; Takeda & Akira, 2004)

Também, a ativagdo dos TLRs ajuda a ativar outras vias de sinalizagdo, como
vias envolvendo p38, proteinas quinases c-jun-N-terminal (JNKs) e proteinas quinases
reguladoras de sinalizagdo extracelular (ERKs), as quais s&o essenciais para
orquestrar respostas imunes inatas e adaptativas e reparo de lesdes (Satoh & Akira,
2016; Bourquin et al., 2019; Yang et al., 2020).



v -

w )

qp

‘VIACANONICA N

NUCLEO

\Tﬁ*@ "
_MyD88 >

v

IRAK4
| IRAK1

MEMBRANA PLASMATICA

/\

TRAM >
VIA NAO-
| CANONICA
CTRIF)
P =

€ 1BK1
.
MAPKs l
T IRF3

CITOCINAS INFLAMATORIAS

! N

IFN TIPO 1

Figura 1: Esquema da via de sinalizagao do sistema imune mediada por TLR2 e TLR4. Modificado de Liu et al. (2014).

27



28

A via de sinalizacdo RANK/RANKL/OPG é assim denominada em referéncia
aos seus componentes chave: o Receptor Ativador de NF-kB (RANK), uma proteina
transmembranar, e seu ligante (RANKL). Além disso, RANKL é regulada pelo seu
receptor, a Osteoprotegerina (OPG), cuja agao é também regulada por diversos outros
fatores. Esta via de sinalizagdo € essencial na homeostase 6ssea permitindo o
crescimento e diferenciacdo de osteoclastos (Leibbrandt & Penninger, 2008).
Curiosamente, esta via de sinalizagdo é também atuante no desenvolvimento do
sistema imunolégico. Em experimentos com ratos RANK/RANKL knockout, houve
auséncia de linfonodos. Células T CD4* e CD8* expressam RANKL apéds ativacao e
esta expressdo esta conectada a sobrevivéncia de células dendriticas através de
mecanismos antiapoptoticos (Leibbrandt & Penninger, 2008).

A relagdo da via RANK/RANKL/OPG com a carcinogénese se da de varias
maneiras. Uma delas é o estabelecimento de um ambiente favoravel para o
desenvolvimento das células tumorais através da acumulagdo de macrofagos
associados a tumores, que expressam RANK e através da sinalizagdo por RANKL
alteram a resposta imune, induzindo a angiogénese. Além disso, a via esta ligada aos

estagios iniciais de formagao do cancer e metastase (Renema et al., 2016).

O inicio da resposta imune adaptativa requer dois sinais, 0 primeiro via
apresentacao de antigenos envolvendo o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) e o receptor de células T (Sinal 1), e o segundo via co-estimulagdo de CD28
com B7 (CD80 ou CD86) (Sinal 2) (Taube et al., 2018). Uma vez que uma resposta
imune € iniciada, a duracédo e a amplitude da resposta sdo moduladas por diferentes
pontos de checagem (checkpoints). Um deles € o CTLA-4, que possui maior afinidade
pelas moléculas B7 em relacdo ao CD28. O CTLA-4 é suprarregulado 48h apos a
ativacdo das células T e leva a atenuagdo da resposta imune na fase inicial,
verificando a ativagao precoce de células T naive e de memoria via sinalizagéo
dominante negativa (Taube et al., 2018). Outro importante ponto de checagem é a via
de morte programada 1 (PD-1)/ ligante de morte programada-1 (PD-L1), que atua nos
tecidos periféricos na fase efetora da resposta imune (Taube et al., 2018). Acredita-se
que seu papel seja suprimir a resposta imune e evitar possiveis danos autoimunes
apos exposicao de antigenos a longo prazo, como durante infecgdes virais cronicas
(Taube et al., 2018).
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O ponto de checagem PD-1/ PD-L1 é de particular interesse, pois os tumores
podem cooptar este caminho para atenuar a resposta imune do hospedeiro no
microambiente tumoral (Taube et al., 2018). A resisténcia imune adaptativa mediada
por PD-L1 foi descrita pela primeira vez no melanoma (Taube et al., 2012). Neste
mecanismo, a vigilancia das células T reconhece os neoantigenos tumorais como
estranhos e se torna ativada, regulando o PD-1 e secretando o IFN-y (Taube et al.,
2018). Em resposta ao IFN-y, as células tumorais e as células imunes no
microambiente tumoral expressam PD-L1. O PD-L1 entdo liga-se ao PD-1, e inativa
as células T de vigilancia (Taube et al., 2018). Quando a expressao de PD-L1 tanto
na ceélula tumoral quanto na célula imune foi avaliada como potenciais biomarcadores
de resposta a terapia no carcinoma urotelial, os pesquisadores descobriram que a
expressao de PD-L1 na célula imune é mais preditiva da resposta a inibicado da
sinalizagcdo PD1/ PD-L1 do que a expressao de PD-L1 na célula tumoral (Rosenberg
et al., 2016). Tal fato pode ser explicado pela existéncia de um componente da
expressao constitutiva de PD-L1 nas células tumorais, como tem sido relatado em
tumores que surgem do epitélio do tipo escamoso (Drake, 2012; Malm et al., 2014).
Mais recentemente, o sucesso da terapia de bloqueio PD-1/ PD-L1 no carcinoma
urotelial levou a aprovagao do FDA (Food and Drug Administration) para certas

condigdes clinicas desse tipo de tumor (Taube et al., 2018).

1.4- Tratamento primario do CBNMI: Ressecg¢ado Transuretral (RTU) e
imunoterapia com Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

O CBNMI representa a maioria (75%) dos casos recém-diagnosticados de CB
(Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). Entre os estadios de CBNMI, os tumores pTis,
pTa alto grau e pT1 s&o considerados de alto risco para recorréncia e progresséo da
doenca (Ro et al., 1992; Epstein et. al., 1998; Chang, 2016; Babjuk et al., 2017). O
tratamento padrao para CBNMI de alto risco € a ressecgéo transuretral (RTU) do tumor
vesical, seguida por terapia intravesical adjuvante com Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) (Kemp et al., 2005; Chang et al., 2016; Babjuk et al., 2017; Kamat et al., 2020).

Morales et al. (1976) foram pioneiros em comprovar 0 sucesso no tratamento
do CBNMI com BCG (ou oncoBCG). Desde entdo, oncoBCG é o tratamento de
escolha para o CBNMI de alto risco, sendo considerada atualmente a imunoterapia

que apresenta melhores resultados, superior inclusive a quimioterapia intravesical
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com relagéo as taxas de recorréncia e progressao do tumor (Bohle & Brandau, 2003;
Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020).

Em relagdo ao seu mecanismo imune, BCG serve como um PAMP para ativar
o receptor de reconhecimento de padrbes (PRR) na superficie de varias células
(Moriwaki et al., 2001; Wells et al., 2003; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020), incluindo
células tumorais uroteliais e células apresentadoras de antigeno (APC) como
macroéfagos, células dendriticas, e outras (Moriwaki et al., 2001; Wells et al., 2003;
Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). A terapia com oncoBCG ativa a via de sinalizagao
candnica dos TLRs 2 e 4, via dependente de MyD88, com consequente indugéo da
expressao de citocinas e influxo de células inflamatorias na parede vesical (Schamhart
et al., 2000; Bohle & Brandau, 2003; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). Citocinas
como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), fator estimulante de colénias de
macréfagos (GMCSF), IFNs e ILs induzem resposta de células T citotoxicas e células
NK na bexiga (Bohle & Brandau, 2003; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). De acordo
com Schamhart et al. (2000), apos a instilagdo de oncoBCG, a parede vesical
apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por linfécitos e granuldcitos com
indugao de resposta imune de longa duragéo, a qual pode persistir por mais de 1 ano.
Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a possivel correlacdo entre
expressdo de citocinas e resultado da terapia é alvo de intensa investigacédo
(Schamhart et al., 2000; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020).

Embora o tratamento intravesical com oncoBCG seja a terapia adjuvante
padrao ouro para o CBNMI alto grau, seu uso é limitado devido a falha do tratamento,
efeitos adversos e intolerdncia que ocorrem em mais de dois tergos dos pacientes
(Perabo et al., 2005; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). Ainda, complicagdes
severas e Obitos relacionados ao tratamento foram descritos (Berry et al., 1996; Kamat
et al., 2017). Efeitos secundarios graves ocorrem em <5% de todos os pacientes
submetidos a imunoterapia intravesical com oncoBCG (Babjuk et al., 2008). Estima-
se que aproximadamente 5-10% dos pacientes ndo conseguem completar o
tratamento de indugdo com oncoBCG, acarretando a interrupcdo do esquema
terapéutico (Bohle & Branday, 2003; Ojea et al., 2007). A toxicidade da imunoterapia
intravesical com oncoBCG pode ser dividida em efeitos colaterais locais e sistémicos.
Os efeitos colaterais locais mais comuns incluem disuria (71%), hematuria (29%) e
contratura vesical (3%) (Hall et al., 2007; Han et al., 2020; Kamat et al., 2020). Ja os
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efeitos colaterais sistémicos podem ser divididos em infecciosos (cistite bacteriana,
epididimite, prostatite, infecgdes uretrais, sepse) e ndo-infecciosos (artralgias, reagdes
cutaneas, anafilaxia), sendo que os sintomas de febres e calafrios ocorrem em 30%
dos pacientes; epididimite, prostatite e infeccdes uretrais em 4%; sepse em 1%; e
artralgias e reagdes cutaneas em 6% (O’Donnell & Boehle, 2006; Hall et al., 2007).

Enquanto 84% dos pacientes com CBNMI estadio pTis atingem inicialmente
uma resposta completa com oncoBCG (Lamm et al., 2000), até 50% falham em manter
uma resposta duravel (Packiam et al., 2017). Assim, ha uma necessidade clara nao
atendida de opgdes terapéuticas seguras e eficazes em pacientes com CBNMI, nos
quais a terapia com oncoBCG falhou. Pacientes com CBNMI de alto grau possuem
risco aumentado de progressao da doencga. A falha em responder a re-indugdo com
BCG esta associada a um risco de recorréncia e progressao de 30% a 50% para a
doenca musculo invasiva (Klaassen et al., 2018; Juvet et al., 2020). A cistectomia
radical precoce tem sido o tratamento padrao para melhorar a sobrevida, pois as
opcoes terapéuticas sdo limitadas. No entanto, a cistectomia acarreta mudancas
significativas de morbidade, mortalidade e qualidade de vida (Klaassen et al., 2018).
Atualmente, ndo ha terapia intravesical de resgate padrdo ouro para pacientes que

nao respondem a terapia com oncoBCG.

Quando oncoBCG foi estabelecida para a terapia do CBNMI, os fabricantes
modificaram a concentragcédo do frasco (uma dose de BCG para cancer de bexiga é
semelhante a mais de 4000 doses de BCG destinada para vacinagao) e a formulagéo
a ser administrada na bexiga (Guallar-Garrido & Julian, 2020). No geral, poucas
empresas produzem BCG para oncologia e exportam para o mundo todo. No final de
2012, um evento inesperado levou ao colapso da fabrica da Sanofi que produzia BCG
Connaught no Canada (Guallar-Garrido & Julian, 2020). Em uma inspecéo de rotina
do FDA (Food and Drug Administration), foi encontrado contaminagdo na area de
producao de BCG devido a enchentes naturais anteriores. O fechamento forcado da
fabrica para descontaminar a area interrompeu a producédo de BCG. Naquela época,
oncoBCG Connaught produzido e distribuido pela Sanofi era uma das principais fontes
de tratamento do CB na América do Norte e na Europa, regides com maior incidéncia
de CB em todo o mundo (Bray et al., 2018; Guallar-Garrido & Julian, 2020)
Posteriormente, a Sanofi decidiu interromper a producdo de oncoBCG e em meados

de 2017 confirmaram que estavam a sair do mercado. Além disso, durante os ultimos
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cinco anos, problemas na producao de oncoBCG em outras empresas resultaram em
restricdes de fornecimento dos principais fornecedores (Cernuschi et al., 2018;
Guallar-Garrido & Julian, 2020). Portanto, a gravidade do problema aumentou
drasticamente devido a crescente demanda global por tratamento de CB e a
anunciada escassez antecipada porque os fornecedores esgotaram seus estoques.
Similarmente, no Brasil a fabricacdo e distribuigdo de OncoBCG sofre com
constantes interrupgcdes. Recentemente, a fabricacdo foi suspensa pela Anvisa
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), apds inspe¢do constatar o
descumprimento dos requisitos de boas praticas na fabricagdo de produtos injetaveis
e verificar a ineficiéncia dos processos para identificacdo de desvios de qualidade e
suas causas pela Fundacédo Ataulpho de Paiva (Laboratério responsavel pela
producdo da OncoBCG). "Considerando o elevado risco sanitario identificado na
inspecéo conduzida ao Laboratério, a Anvisa determinou a suspensao da fabricagao
do medicamento OncoBCG", disse a agéncia em nota. "Concluiu-se que os riscos
suplantavam os beneficios". A Sociedade Brasileira de Urologia questionou a Anvisa
sobre “outros fabricantes que tenham aprovacdo das vacinas BCG e OncoBCG,
indispensaveis no tratamento complementar do céncer de bexiga”. A entidade nao
confirmou resposta sobre possiveis substitutos a medicagao, langada em 2006, para
o tratamento de cancer de bexiga. Dessa forma, a falta de OncoBCG pode causar
impacto negativo no tratamento dos pacientes com cancer de bexiga. Sem essa

imunoterapia tais pacientes possuem alto risco de recidiva e progressao tumoral.
1.5- Nanoparticulas aplicadas ao tratamento do cancer

Nanoparticulas sao particulas que possuem pelo menos uma de suas
dimensbdes com escala menor ou igual a 100 nm, desenhadas para melhorar a
penetracdo e retencdo de uma droga em um tecido alvo e ao mesmo tempo reduzir
sua concentracdo em tecidos sadios (Brannon-Peppas & Blanchette, 2004;
Chowdhury & Akaike, 2005; Cho et al., 2008; Nie, 2010). Elas podem ser compostas
por polimeros (micelas ou dendrimeros) (Brigger et al., 2002), lipideos (particulas
lipossomais) (Moghimi & Szebeni, 2003), virus (particulas virais) (Xu et al., 2006),
compostos organometalicos (nanotubos) (Cho et al., 2008), ou hibridos organico-
inorganico (Xu et al., 2006).

Idealmente, as nanoparticulas formam um veiculo coldide para a droga

administrada, melhorando sua biodisponibilidade e evitando degradagao precoce
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(Brigger et al., 2002). Com sua biodisponibilidade prolongada, as nanoparticulas
tendem a se acumularem em maiores concentragdes na vasculatura permeavel e de
drenagem angiolinfatica ineficiente que existe no microambiente tumoral (Brigger et
al., 2002; Moghimi & Szebeni, 2003; Xu et al., 2006). Algumas nanoparticulas também
podem conter em sua estrutura um ligante especifico para um receptor ou estrutura

presente nas células tumorais (Moghimi & Szebeni, 2003).

A farmacocinética de uma nanoparticula varia com o seu tamanho e as
caracteristicas de sua superficie (Brannon-Peppas & Blanchette, 2004; Chowdhury &
Akaike, 2005; Brigger et al., 2002). Para escapar da retengédo no sistema reticulo-
endotelial, uma nanoparticula deve medir menos que 100nm, pois a espessura dos
sinusodides esplénicos varia de 150-200nm e a das jun¢des endolteliais entre 100-600
nm (Cho et al., 2008). Ao mesmo tempo, uma superficie hidrofilica dificulta a
opsonizagéo e captura por macrofagos (Moghimi & Szebeni, 2003).

Algumas nanoparticulas ja estdo disponiveis comercialmente para uso como
drogas antineoplasicas. O paclitaxel ligado a albumina (Von Hoff et al., 2013) e a
doxorrubicina lipossomal (Keller et al., 2004) sdo exemplos de nanoparticulas
organicas que servem como veiculos para drogas citotdxicas (taxano e antraciclico,
respectivamente). Outras nanoparticulas estdo atualmente em desenvolvimento
clinico, seja como veiculos para drogas citotoxicas ou para terapias-alvo (Cho et al.,
2008; Wang et al., 2012; Zeng et al., 2015).

Nanoparticulas inorganicas sdo menos complexas e de produ¢ado mais barata
que outras formas de nanoparticulas, e também tem a vantagem de normalmente
provocarem menos efeitos adversos (Xu et al., 2006). No entanto, sua capacidade de
transfecgéo (isto é, ser internalizada pela célula-alvo) também é geralmente menor
que a de outras nanoparticulas (Brannon-Peppas & Blanchette, 2004; Xu et al., 2006).
Entre as formas de nanoparticulas inorgéanicas estdo as compostas por fosfato de
calcio (Xu et al., 2006). Sao particulas biodegradaveis e, por ser o fosfato de calcio o
principal componente de tecidos organicos rigidos (i.e., 0ss0), apresentam pouca
toxicidade celular intrinseca (Sokolova & Epple, 2008). A estrutura 6ssea é, na
verdade, composta por colbides de fosfato de calcio e matéria organica, logo pode ser

considerada ela propria composta por nanoparticulas (Weiner & Wagner, 1998).

Particulas de fosfato de calcio sao frequentemente usadas como veiculos para
transfeccdo de acidos nucléicos, dado que o calcio ionizado possui afinidade tanto



34

com os grupos fosfato presentes nos acidos nucléicos como com o fosfato inorgénico
que compdes a superficie da nanoparticula (Sokolova & Epple, 2008). Devido a sua
estabilidade dependente do pH, esses compostos também podem ser usados para
transferéncia de proteinas para o meio intracelular. Nanoparticulas de fosfato de calcio
sdo estaveis na circulagdo sanguinea, mas no ambiente acidico do meio intracelular
ocorre a degradacao do fosfato de potassio e liberagdo das proteinas transportadas
(Zeng et al., 2015).

1.5.1- Nova perspectiva para o tratamento do CBNMI: uso da imunoterapia
com OncoTherad®

Pesquisadores do Laboratorio de Carcinogénese Urogenital e Imunoterapia
(UNICAMP), coordenados pelos Professores Nelson Duran e Wagner José Favaro,
desenvolveram um composto sintético com propriedades antitumorais e imunoldgicas,
denominado Modificador de Resposta Biologica — Complexo Fosfato Inorgénico 1
(MRB-CFI-1), registrado com a logomarca OncoTherad®. O OncoTherad® representa
a primeira imunoterapia 100% brasileira desenvolvida dentro de uma universidade

publica.

O OncoTherad® € um composto nanométrico de fosfato e sais metalicos
associado a uma proteina glicosidica, com tamanho entre 420-530 nm, que possui
patentes depositadas no Brasil (Numero: BR 1020170127680), EUA (Numero:
US20200156951A1) e Bloco Europeu (Numero: WO2018227261) (Favaro & Duran,
2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al., 2019; Favaro et al., 2019a; Favaro et al.,
2019b; Favaro & Duran, 2020). O OncoTherad® atua como um Modificador de
Resposta Bioldgica, desencadeando a estimulagdo do sistema imune mediada por
TLRs 2 e 4, através da fosforilagdo de aminoacidos hidroxilados como serina, treonina
e tirosina por compostos que apresentam sais de fosfato.

Determinados compostos de fosfato quando administrados no interior do tumor
promovem ativagado do sistema imune no microambiente tumoral, levando a uma
importante regressdo da lesado neoplasica maligna (Shirota et al., 2012; Corrales et
al., 2015). A administragao intratumoral de oligonucleotideos CpG promove redugéo
da atividade imunossupressora de células supressoras miel6ide (MDSC) (Shirota et
al., 2012). Shirota et al. (2012) verificaram que as MDSC monociticas do
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microambiente tumoral expressaram TLR e responderam a estimulacido de
oligonucleotideos CpG por intermédio da perda de sua capacidade de suprimir a
funcdo das células T, pela produgao de citocinas Th1 e de sua diferenciagdo em
macrofagos com capacidade tumoricida, contribuindo para a regressao tumoral. Em
camundongos, a administracdo intratumoral de derivados dinucleotideos ciclicos
sintéticos ativaram o fator estimulador do complexo de genes de interferon (STING),
induzindo uma significativa resposta imune sistémica, a qual foi capaz de reduzir os
tumores induzidos nesses animais, bem como eliminar e/ ou reduzir as metastases a

distancia (Corrales et al., 2015).

Similarmente, a estrutura inorganica do OncoTherad® é capaz de ativar o
sistema imune inato através das vias de sinalizagdo mediadas por TLR, deflagrando
uma resposta inflamatoria aguda sistémica, a qual é potencializada pela parte
organica (proteina glicosidica) do composto. Assim, para verificar se 0 nanocomposto
OncoTherad® era capaz de deflagrar in vivo a resposta inflamatoria local (ativagao
local do sistema imune), nosso grupo de pesquisa avaliou a administragao
intraperitoneal do OncoTherad® em ratas Fischer 344. Apos a aplicacédo de 3 doses,
uma a cada 72 horas, as analises macroscopicas e histolégicas dos peritdnios
revelaram que os animais tratados com OncoTherad® apresentaram sinais intensos
de inflamagdo peritoneal, os quais foram caracterizados por rubor, aumento da
vascularizag&do, pontos hemorragicos e extensos infiltrados inflamatorios teciduais,
além de pequenos aglomerados de cristais de fosfatos na cavidade abdominal. Assim,
tais resultados revelaram que o composto OncoTherad® foi capaz de induzir a
resposta inflamatodria local, justificando sua avaliagdo como imunomodulador nos
experimentos em animais com CBNMI induzidos quimicamente (Favaro & Duran,
2017; Favaro & Duran, 2020).

Apos o experimento de indugao da resposta inflamatoria local em ratos sadios,
nosso grupo de pesquisa avaliou o potencial antitumoral e imunomodulatorio do
OncoTherad® em roedores, caes e seres humanos com CBNMI (Favaro & Duran,
2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al., 2019; Favaro et al., 2019a, Favaro et al.,
2019b; Favaro & Duran, 2020). Estudos pré-clinicos, clinico-veterinarios e clinicos em
seres humanos Fase I/ Il para CBNMI, demonstraram que o OncoTherad® promoveu
a ativacao local de células T, DCs, NK e macrofagos M1 mediada por TLR4 no

microambiente tumoral, culminando com a reducdo do tumor primario e das
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metastases (Favaro & Duran, 2017; Duran et al., 2019; Favaro et al., 2019a; Favaro
& Duran, 2020). No tratamento do CBNMI induzido quimicamente em ratas Fisher 344,
o tratamento com OncoTherad® aumentou as imunorreatividades de proteinas
reguladoras, como PTEN (fosfatase e tensina homdloga) e p21, demonstrando a
contribuigdo positiva dessa imunoterapia na regulagdo do ciclo celular (Favaro &
Duran, 2020).

Silva et al. (2020) caracterizaram os efeitos terapéuticos da imunoterapia com
OncoTherad®, administrada pelas vias intraperitoneal e intravesical, no pés-
tratamento imediato (apds 6 semanas consecutivas de tratamento) e nas sobrevidas
(SV) de 30 (SV30) e 90 (SV90) dias de ratas Fisher 344 induzidas quimicamente ao
CBNMI. Os resultados desse estudo demonstraram que a imunoterapia com
OncoTherad® pela via intraperitoneal apresentou indices de inibigdo da progressao
tumoral (IPT) de 33,34% (no pos-tratamento), 42,84% (na SV30) e 71,43% (na SV90),
enquanto que o tratamento administrado pela via intravesical resultou em indices de
IPT de 66,67% (no pés-tratamento), 57,14% (na SV30) e 42,84% (na SV90). Assim, a
imunoterapia com OncoTherad® se mostrou efetiva nas duas vias de administragao,
intraperitoneal e intravesical, promovendo indices de inibicdo da progressao tumoral

superiores ao tratamento padrao com oncoBCG.

Em relagdo a seguranga da imunoterapia com OncoTherad®, os resultados
demonstraram que a toxicidade in vitro desse nanocomposto nas células de
carcinoma de bexiga urinaria grau |l (linhagem celular 5637) foi baixa, viabilidade
celular de 75%, indicando que o provavel mecanismo de morte das células
neoplasicas pelo OncoTherad® € dependente da ativagdo do sistema imune. Além
disso, os estudos demonstraram que a imunoterapia com OncoTherad® n&o causou
efeitos adversos locais e sistémicos na dose terapéutica de 20 mg/Kg em ratos,
camundongos e coelhos (Favaro & Duran, 2017; Duran et al., 2019; Favaro & Duran,
2020). As doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg promoveram reagdes inflamatorias
moderadas e intensas, respectivamente, na bexiga, ureteres e rins das trés espécies
animais testadas (Favaro & Duran, 2017; Duran et al., 2019; Favaro & Duran, 2020).
Ainda, o tratamento com OncoTherad® nao causou hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade nas doses de 20 mg/Kg, 50 mg/Kg e 100 mg/Kg em ratos,
camundongos e coelhos, sendo que a dose maxima tolerada foi de 100 mg/Kg (Favaro
& Duran, 2017; Duran et al., 2019; Favaro & Duran, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1- Justificativa e condigcées de uso da imunoterapia com OncoTherad® no
CBNMI

A imunoterapia com BCG ¢é a forma mais eficaz de terapia intravesical para a
profilaxia da recorréncia e progressao do CBNMI. Contudo, a imunoterapia com BCG
esta frequentemente associada com efeitos adversos locais e/ ou sistémicos, incluindo
sepse, além de recorréncia tumoral em até 30% dos casos. A incidéncia desses efeitos
€ significativamente reduzida com a utilizagdo de agentes quimioterapicos. No
entanto, a resposta a quimioterapia intravesical é incompleta e a recorréncia tumoral
€ elevada (superior a 30%) em pacientes com doencga ndo-musculo invasiva. Apesar

disso, até hoje, ndo ha no mercado nenhuma outra terapia mais eficaz que o BCG.

No Brasil, a fabricagéo e distribuigdo da vacina OncoBCG sofre com constantes
interrupgdes, o que pode causar impacto negativo no tratamento dos pacientes com
cancer de bexiga. Sem essa vacina, tais pacientes possuem alto risco de recidiva e
progressdo tumoral. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento do CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos
adversos que as terapias classicas, sdo muito relevantes. Nesta linha, ha uma intensa
busca pelo desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do cancer,
incluindo o CBNMI.

Em face do papel estratégico dos imunoterapicos e dos avangos da
nanotecnologia para produgcdo de novas moléculas com atividade farmacologica,
destacam-se os compostos que atuam como agonistas e/ ou moduladores dos TLRs,
0s quais representam candidatos promissores contra o cancer. Nesse contexto,
destaca-se o0 uso do OncoTherad®, o qual tem sido proposto com resultados
promissores no tratamento do CBNMI (Favaro & Duran, 2017; Bockelmann et al.,
2019; Duran et al., 2019; Favaro et al., 2019a, Favaro et al., 2019b). Com base nos
estudos pré-clinicos e clinico-veterinarios realizados nos ultimos anos, a imunoterapia
OncoTherad® representa uma nova abordagem para combater lesées malignas de
alto grau ainda na bexiga urinaria, antes de se espalharem para tecidos e 6rgaos
adjacentes. Experimentalmente, o OncoTherad® mostrou significativa atividade
antitumoral e uma clara superioridade sobre o BCG, em estudos comparativos de
eficacia e seguranga (Favaro & Duran, 2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al.,
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2019; Favaro et al., 2019a, Favaro et al.,, 2019b). O OncoTherad® pode ajudar a
superar a falta de efetividade e alta toxicidade do BCG na maioria dos pacientes. A
toxicidade do OncoTherad® na dose terapéutica é proxima de zero.

Considerando uma abordagem poupadora da bexiga, o OncoTherad® pode ser
usado para tratar pacientes com CBNMI refratarios, recidivados e intolerantes ao
BCG, bem como os refratarios a quimioterapia de primeira e segunda linhas
aprovadas, eliminando lesées malignas antes que se espalhem para outros tecidos e
orgaos. Notavelmente, os estudos pré-clinicos evidenciaram que o OncoTherad®
também pode ser usado no tratamento das formas avancadas da doenca, em

associagao com outras drogas, sem toxicidade adicional.

Considerando os dados em conjunto, os resultados pré-clinicos e clinico-
veterinarios indicam que o OncoTherad® pode ser usado para tratar pacientes com
cancer de bexiga que se encaixam em trés condigdes que surgem no decurso da
doenca e dos tratamentos. As trés condicbes e o0s usos correspondentes do
OncoTherad® sdo os seguintes:

a) Condigao 1: Pacientes com CBNMI de alto grau que sao refratarios ou
recidivantes ao BCG, com alto risco de recorréncia e progressao da doencga:
Pacientes com CBNMI de alto grau que s&o refratarios ou recidivantes ao tratamento
com BCG apresentam maior risco de progressao para doenga musculo invasiva e/ ou
metastatica. Até o momento, nenhum tratamento disponivel mostrou melhor eficacia
do que o tratamento intravesical com BCG para evitar ou retardar a progressao da
doenca.

O mecanismo de acgado distinto do OncoTherad® pode ser benéfico aos
pacientes refratarios ou recidivantes ao BCG. Atuando em vias imunes distintas, o
OncoTherad® pode eliminar as células uroteliais tumorais que sobreviveram ou que
sao resistentes a terapia com BCG, possivelmente por causa dos mecanismos de
escape e/ ou resisténcia. Duas caracteristicas dos mecanismos de acdo do
OncoTherad®, em comparacgao ao BCG, devem ser destacadas nesta condi¢ao, como
segue:

1- Experimentalmente, o OncoTherad® ativa vias imunes distintas que séo
mais efetivas do que aquelas induzidas pelo BCG para conter a progressao da
doenca. Em uma série de experimentos comparativos independentes, o tratamento

intravesical com OncoTherad® apresentou uma taxa de sucesso de 70% - 80%. A
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maior taxa de sucesso do tratamento intravesical com BCG, usado como controle
positivo, foi de 40% (Favaro & Duran, 2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al.,
2019; Favaro et al., 2019a, Favaro et al., 2019b);

2- Experimentalmente, o OncoTherad® foi capaz de diminuir a expressao
dos sistemas RANK/ RANK-L e PD-L1/ FOXP3 e, consequentemente impedir a
formagdo de metastases e/ ou impedir a progressdao das mesmas (Favaro et al.,
2019b).

O uso do OncoTherad® fornece outros recursos benéficos para pacientes com
CBNMI que falharam ao tratamento com BCG, incluindo aqueles refratarios as
terapias intravesicais de segunda linha. Os resultados experimentais sugerem que o
OncoTherad® pode ser usado imediatamente apés RTU ou na presencga de hematuria
macroscopica. O OncoTherad® mostrou efeitos terapéuticos importantes em modelos
animais quimicamente induzidos ou em caes que desenvolvem espontaneamente
CBNMI, mesmo quando utilizado na presenca de hematuria macroscoépica decorrente
do processo carcinogénico. E digno de nota que nenhum sinal de hematuria
subsequente foi observado nos animais tratados com OncoTherad® (Favaro & Duran,
2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al., 2019).

b) Condigao 2: Pacientes com CBNMI de alto grau que sao intolerantes ao
BCG, com alto risco de recorréncia e progressao da doenca: Os pacientes nessa
condigdo recebem tratamentos conservadores baseados na imunoterapia com BCG,
mas mesmo assim apresentam alto risco de recorréncia do tumor e progressédo da
doenca. A condicdo esta claramente relacionada as quantidades insuficientes de BCG
recebido, pois o tratamento é interrompido devido a toxicidade dessa imunoterapia
(Brausi et al., 2014).

A maioria dos episodios de toxicidades local e sistémica do BCG emergem
durante a fase de indugcdo ou no primeiro semestre da terapia de manutencéo,
resultando em atrasos e interrupgdes das instilagcbes de BCG. As consequéncias sao
deletérias, ja que o BCG pode prevenir a recorréncia e a progressdo da doenca
apenas quando a terapia de manutencgao é realizada (Brausi et al., 2014).

Além dos importantes efeitos antitumorais, a imunoterapia intraperitoneal e
intravesical com OncoTherad® na dose terapéutica de 20 mg/Kg, n&o causou efeitos

colaterais, como hematuria macroscoépica, hiperplasia urotelial e inflamacgao intensa
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na bexiga, ureteres e rins, bem como n&o mostrou sinais de inflamagédo e/ ou de
toxicidade sistémica no figado, bago, estbmago e pancreas. Ainda, o tratamento com
OncoTherad® ndo mostrou sinais de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (Duran et al.,
2019).

Portanto, a terapia intravesical com OncoTherad® pode beneficiar os pacientes
intolerantes ao BCG que tiveram que interromper o tratamento por causa das
toxicidades local ou sistémica, eliminando lesbes malignas antes de se espalharem

para outros 6rgaos.

c) Condigao 3: Pacientes com CBNMI de alto grau que sao refratarios ou
recidivantes ao BCG e quimioterapia de primeira e segunda linhas, para os quais
a cistectomia estaria associada a alta morbidade ou mortalidade: A cistectomia
radical ou parcial é a opg¢ao para pacientes ndo responsivos as terapias atuais que
poupam a bexiga urinaria. Pacientes que se recusam ou que sdo inelegiveis a
remogao da bexiga enfrentam um progndstico sombrio, devido ao aumento do risco
de progressao para doenga avangada. A cistectomia radical é uma cirurgia complexa
e esta associada a 45% de complicagdes cirurgicas e 8% de mortalidade (Liedberg,
2010).

Apesar dos tratamentos conservadores, uma grande parcela de pacientes com
CBNMI no momento do diagnostico desenvolvera doencga invasiva ou metastatica.
Cerca de metade dos pacientes com cancer de bexiga localmente avangado ou
metastatico ndo respondem satisfatoriamente aos esquemas quimioterapicos de
primeira linha a base de platina: a) metotrexato, vimblastina, doxorrubicina
(adriamicina) e cisplatina (MVAC) e; b) gemcitabina e cisplatina (GC). Devido a alta
toxicidade da cisplatina, muitos pacientes recebem doses menores do que as
normalmente recomendadas ou até mesmo nenhum tratamento. A alternativa seria
um esquema quimioterapico baseado em carboplatina, como tratamento de segunda
linha (gemcitabina + carboplatina ou gemcitabina + paclitaxel), que fornece uma
sobrevida mediana de 9 - 10 meses (Yafi et al., 2011; Massari et al., 2015).

Apesar da terapia de primeira linha baseada em platina, as opgdes séo
esacassas para aqueles pacientes cujas lesbes malignas progridem. Apenas 10% -
15% deles respondem a quimioterapia de agente unico de segunda linha (Yafi et al.,
2011; Massari et al., 2015). Os inibidores de checagem imune recentemente
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aprovados parecem ser uma alternativa promissora para o tratamento de pacientes
com cancer de bexiga avangcado e metastatico que falham ou séo inelegiveis a
quimioterapia de primeira linha a base de platina, mas o tratamento apresentou
limitagbes devido a toxicidade e falta de efetividade para alguns pacientes (Sharma et
al., 2017).

Em sintese, os tratamentos conservadores fornecem uma solucéo distante da
ideal para maioria dos pacientes com CBNMI e, ha uma enorme necessidade de

terapias que realmente funcionem para o cancer de bexiga.

Experimentalmente, o tratamento combinado com imunoterapia intravesical
com OncoTherad® e quimioterapia sistémica com cisplatina evidenciou melhor
recuperacao histopatoldgica do estado de cancer e diminuigdo da progressédo das
lesbes neoplasicas uroteliais em 71,4% dos animais induzidos quimicamente ao
CBNMI, sendo que 42,9% apresentaram urotélio normal e 28,6% apresentaram leséo

benigna caracterizada por hiperplasia plana (Favaro & Duran, 2017).

Assim, os dados experimentais sugerem que a combinagdo de imunoterapia
intravesical com OncoTherad® e cisplatina sistémica pode ser considerada uma
opcgao valiosa para o tratamento de pacientes que ndo respondem ao tratamento

padrao com BCG e/ ou que n&o satisfazem os critérios para cistectomia radical.

A descoberta e desenvolvimento de medicamentos, como o OncoTherad®, é
um empreendimento complexo que exige a participagdo de muitos grupos e
instituicdes de pesquisa para ser bem-sucedido. Este processo pode ser auxiliado ou
facilitado, pela eventual existéncia de um ambiente social e econébmico que seja
estimulador da criacdo de produtos de base tecnoldgica e que acreditamos aparecer

atualmente no Brasil.

Assim, os promissores resultados demonstrados com o OncoTherad® podem
constituir uma importante alternativa terapéutica para o CBNMI, principalmente nos
casos de pacientes refratarios, recidivantes e intolerantes a imunoterapia com BCG

ou inelegiveis a cistectomia radical.

Pela importédncia do desenvolvimento de novas drogas e/ou associagdes
terapéuticas para céncer no Brasil, que sabidamente gasta grande parcela dos
recursos do Sistema Unico de Saude (SUS) na compra de farmacos importados e,
ainda no caso em particular do cancer de bexiga, em que se utiliza o BCG com todas
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as suas conhecidas limitagdes no tratamento de pacientes a falta de substitutos
adequados, o desenvolvimento desse projeto de pesquisa foi essencial levando-se
em conta os objetivos propostos e os resultados projetados.

2.2- Objetivos

2.2.1- Gerais

a) Avaliar a eficacia do uso da imunoterapia com OncoTherad® através dos
critérios de resposta patologica completa (RPC) e sobrevida livre de recidiva (SLR)
em pacientes com CBNMI recidivado ao tratamento com Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) e/ ou quimioterapia intravesical,

b) Avaliar a seguranga da imunoterapia com OncoTherad® através das
analises dos possiveis efeitos toxicos locais e/ ou sistémicos nos pacientes com
CBNMI recidivado ao tratamento com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e/ ou

quimioterapia intravesical.

2.2.2- Especificos

a) Avaliar o tempo de recidiva da doenca e a duragcdo da resposta da
imunoterapia com OncoTherad® em pacientes com CBNMI recidivado ao tratamento
com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e/ ou quimioterapia intravesical;

b) Caracterizar os efeitos da imunoterapia com OncoTherad® nas vias de
sinalizacdo mediada por TLR4 (TLR4, TRIF, IRF3, IFN-y e iNOS), por imuno-
histoquimica nos pacientes com CBNMI recidivado ao tratamento com Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) e/ ou quimioterapia intravesical.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Producao e caracterizagoes fisico-quimicas do OncoTherad®

A produgédo do nanofarmaco OncoTherad® foi realizada no Laboratorio de
Cultura de Células de Pele (LCCP), situado no Centro de Investigagdo em Pediatria
CIPED FCM/ UNICAMP. O LCCP possui laudo técnico de avaliagdo emitido pelo
Sistema de Informagao em Vigilancia Sanitaria (SIVISA) autorizando a realizagédo de
técnicas avangadas de cultivo celular para uso em seres humanos, de acordo com 0s

critérios de Boas Praticas de Manufatura exigidos.

Apos a manufatura, os lotes de produg¢do do nanofarmaco OncoTherad® foram
caracterizados por diferentes técnicas fisico-quimicas no Instituto de Quimica/

UNICAMP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero.

Os frascos estéreis contendo OncoTherad (processo de esterilizagao realizado
no LCCP) foram encaminhados ao Ambulatério de Urologia do Hospital Municipal de
Paulinia-SP.

3.2- Tratamento farmacolégico de pacientes com CBNMI: uso da imunoterapia
com OncoTherad®

Um total de 36 pacientes, provenientes do Ambulatério de Saude do Homem
do Hospital Municipal de Paulinia-SP (HMP), com céancer de bexiga ndo-musculo
invasivo recidivado e nao-responsivo ao tratamento com Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) e/ ou quimioterapia intravesical, foi recrutado para o estudo. Contudo, 29
pacientes preencheram os critérios de incluséo e iniciaram o tratamento intramuscular

e intravesical com o imunoterapico OncoTherad®.

Todos os pacientes inclusos foram submetidos previamente a ressecgao
transuretral (RTU) de bexiga, realizada no proprio Servico do HMP ou no Servigo de
origem do paciente (posteriormente encaminhados para avaliagdo do protocolo) sob
anestesia (geral ou epidural) que dependeu da escolha do anestesista com o paciente.

O diagndstico das biopsias vesicais foi realizado pelo Servigo de Patologia do
HMP ou Servigo de Patologia de origem do paciente.
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Ap06s o diagnostico, os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 1) e, receberam o tratamento com OncoTherad®. O esquema
terapéutico com OncoTherad® consistiu em:

- Fase de Indugao: uma aplicagao semanal por seis semanas consecutivas de
OncoTherad® pelas vias intravesical (120 mg/mL — manter intravesical por 1 hora) e
intramuscular (25 mg/mL);

- Fase de Manutengao: uma aplicagao quinzenal (intravesical e intramuscular)
por 3 meses e uma aplicagdo mensal (intravesical e intramuscular) por mais 9 meses
até completar 1 ano de tratamento. Depois, uma aplicagéo trimestral (intravesical e

intramuscular) por mais 1 ano.

Todo o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/ UNICAMP
(CAAE: 93619718.7.0000.5404 — Anexo 2) e registrado na plataforma do Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-6swqd2 -

http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-6swqd2/) (Anexo 3).

3.3- Avaliacao da eficacia terapéutica a imunoterapia OncoTherad®

Os principais critérios para avaliagdo da eficacia foram: resposta patoldgica
completa (RPC), sobrevida livre de recidiva (SLR), tempo de recidiva da doencga e
duracao da resposta. A RPC foi definida como a propor¢cdo de pacientes que nao
mostraram evidéncia de doenca ou progressdo da doenca. SLR correspondeu ao
tempo desde a data da primeira dose do tratamento com OncoTherad® até a recidiva
da doencga ou a morte como primeiro evento. A recidiva foi definida como qualquer

recorréncia tumoral comprovada histologicamente (qualquer grau).

O tempo de recidiva da doenca correspondeu ao periodo desde a data da
primeira dose do tratamento com OncoTherad® até a falha terapéutica. Ja a duracao
da resposta foi definida como o tempo entre a RPC e a falha terapéutica.

Para avaliacdo da eficacia terapéutica, todos os pacientes foram
acompanhados ambulatorialmente (Ambulatério de Saude do Homem do Hospital
Municipal de Paulinia-SP), sendo submetidos aos exames anatomopatoldgico,
ultrassonografia de vias urinarias, cistoscopia e exames laboratoriais de trés em trés

meses no 1° ano e, semestrais no 2° ano.
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3.4- Critérios de inclusao e exclusao
3.4.1- Critérios de inclusao

Os inclusos foram os pacientes com lesdo vesical que recidivaram apds a
terapia padrao com BCG. Além disso, foram inclusos os pacientes refratarios ou
intolerantes ao BCG, bem como os refratarios a quimioterapia de primeira e segunda
linhas aprovadas, os quais possuem maior risco de progressao para doenga musculo

invasiva e/ ou metastatica.
- Aceite do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

- Tumores multiplos (> duas lesdes) e/ou recorrentes e/ou grandes (>3 cm)
TaG1-2;

- Tumor n&o-musculo invasivo (pT1);
- Presenga de carcinoma in situ (Cis);

- Carcinoma urotelial de bexiga grau 3.

3.4.2- Critérios de exclusao

Pacientes com les&o vesical suspeita de neoplasia maligna da bexiga e que
nao foram até entdo submetidos a Ressecgao Transuretral (RTU), ou seja, pacientes

virgens de tratamento para tumor vesical.

- Histologia: adenocarcinoma, carcinoma epidermoide.

3.5- Analises histopatolégicas e imuno-histoquimicas

Amostras da bexiga urinaria de todos os pacientes, provenientes de biopsias
por cistoscopias ou RTU, processadas pelo Servi¢o de Patologia do Hospital Municipal
de Paulinia-SP ou Servigo de Patologia de origem do paciente, foram fixadas em
formaldeido 10% por 24 horas e inclusas em parafina. Posteriormente, as amostras
vesicais foram seccionadas com 5 um de espessura em microtomo semiautomatico
CUTS5062 (SLEE MAINZ, Munique, Alemanha), coradas com Hematoxilina-Eosina e
fotografadas no fotomicroscépio Leica DM2500, camera DFC295 (Leica, Munique,

Alemanha).
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O diagndstico das bidpsias vesicais, ao longo de todo estudo, foi realizado pelo
Servigo de Patologia do Hospital Municipal de Paulinia-SP ou Servigo de Patologia de
origem do paciente. Somente nos casos de recidiva tumoral pods-tratamento com
OncoTherad®, a releitura das Iaminas foi realizada por um patologista sénior, Prof.
Dr. Athanase Billis, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). As lesdes uroteliais foram classificadas conforme o
estadiamento proposto pelo consenso da Organizagdo Mundial da Saude/Sociedade
Internacional de Patologia Uroldgica (Epstein et al., 1998).

ApOs o diagnostico histopatoldgico, foi evidenciado a presenga de numerosos
foliculos linfoides primarios (PLFs) nas amostras da bexiga urinaria de 15 pacientes
submetidos ao tratamento com OncoTherad®. Assim, para verificar a influéncia do
OncoTherad® na formacdo dos PLFs, bem como, o papel dessas estruturas na
modulagao imune do microambiente tecidual da bexiga, as bidpsias vesicais prévias
e posteriores ao tratamento com OncoTherad® foram submetidas as analises imuno-
histoquimicas para os mediadores do sistema imune: TLR4, TRIF, IRF3, IFN-y e INOS.
Para tais, as amostras vesicais foram seccionadas em micrétomo semiautomatico
CUTS5062 (SLEE MAINZ, Munique, Alemanha), obtidos cortes com 5 um de espessura
e, posteriormente coletados em |aminas silanizadas. Os cortes foram
desparafinizados com xilol, depois reidratados através de alcoois graduados e lavados
em agua deionizada. A recuperacgdo antigénica foi realizada com tampao citrato (pH
6,0) a 100°C em microondas (800W de poténcia) por 20 minutos e, seguida por
bloqueio enddgeno da peroxidase com H202 a 0,3% por 15 minutos. O bloqueio das
proteinas inespecificas foi realizado com solug¢ao bloqueadora contendo soro de cabra

5%, em tampéao TBS-T por 30 minutos em temperatura ambiente.

Posteriormente, a imunolocalizagdo dos antigenos TLR4, TRIF, IRF3, IFN-y e
INOS foi realizada por anticorpos primarios especificos (Tabela 2), diluidos em soro
de cabra 1% e incubados overnight a 4°C. O kit Polymer HRP IHC kit EasyLink One
(EP-12-20504, EasyPath) foi usado para detec¢cédo dos antigenos de acordo com as
instru¢gdes do fabricante. Apds lavagem com tampdo TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario conjugado com horseradish peroxidase (HRP)
proveniente do kit Polymer HRP IHC kit EasylLink One por 40 minutos e,

posteriormente revelados com o cromogeno 3-3’ — diaminobenzidina tetrahidrocloreto
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(DAB), contra-corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscopio
Leica DM2500, camera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha).

Tabela 2: Caracteristicas dos anticorpos primarios para imunomarcagao.

Anglcgr.pos ESPGC'? Cadigo Fonte
Primarios Hospedeira
TLR2 Camundongo sc-10739 | Santa Cruz Biotechnology, EUA
(monoclonal)
TLR4 Coelho ABBI-251111 Abbiotec, EUA
(policlonal)
TRIF Coelho ab13810 | Abcam, Cambridge, MA, EUA
(policlonal)
IRF-3 Coelho ab25950 | Abcam, Cambridge, MA, EUA
(policlonal)
INF-y Camundongo 507802 Biolegend, EUA
(monoclonal)
, Coelho .
INOS (policlonal) ab15323 Abcam, Cambridge, MA, EUA

Para avaliar a intensidade das imunorreagbes dos diferentes antigenos no
tecido vesical, foram selecionados cinco campos com aumento de 400x para cada
anticorpo. Os resultados das imunomarcacgdes foram analisados utilizando o software
Image J (https://imagej.nih.gov/ij/) em Analise de Perfil Macro a partir da selegéo do
urotélio e quantificagdo das células uroteliais positivas (adaptado de Garcia et al.,
2016). Os dados quantitativos foram avaliados de duas maneiras: Imunorreatividade
Total e Intensidade da Imunorreatividade. A imunorreatividade total foi obtida como o
resultado da porcentagem de células uroteliais e/ ou estromais negativas para
determinado anticorpo subtraidas de 100%, ou seja, os valores representam o total
de células uroteliais e/ ou estromais no campo que apresentaram imunorreagao para
o anticorpo avaliado. A analise da Intensidade da Imunorreatividade foi realizada a
partir da categorizagdo da imunorreagdo ocorrente nas células uroteliais e/ ou
estromais por critério de intensidade. As categorias definidas no software Image J em
uma escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células
positivas; 1 (fraca imunorreatividade), 1-35% de células positivas; 2 (moderada
imunorreatividade), 36-70% de células positivas; 3 (intensa imunorreatividade), >70%
de células positivas.
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3.6- Analises Toxicolégicas da Imunoterapia com OncoTherad®

Para avaliar os possiveis toxicos locais e/ ou sistémicos da imunoterapia com
OncoTherad®, todos os pacientes foram avaliados clinicamente de acordo com a
Escala de Toxicidade proposta pelo 4th Common Terminology Criteria for Adverse
Events (Nacional Cancer Institute, 2010) (Anexo 4). Para tal, amostras de sangue e
urina foram coletadas de trés em trés meses no 1° ano e semestral no 2° ano, para as
seguintes avaliagdes: hemograma (hemoglobina e leucécitos); trombograma; niveis
séricos de: glicose, transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), transaminase
glutdmico-piravica (TGP), gama glutamil transpeptidase (Gama GT), uréia, creatinina.
Tais avaliagdes foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Municipal de Paulinia-SP.

Os efeitos téxicos locais foram avaliados através de achados inflamatdrios
durante a cistoscopia, presenca de hematuria e a avaliagcdo de Sintomas do Trato

Urinario Inferior.

3.7- Analises Estatisticas

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo foram feitas
tabelas de frequéncia das variaveis categéricas com valores de frequéncia absoluta
(n) e percentual (%) e medidas descritivas (média, desvio padrao, minimo, mediana e
maximo) das variaveis numéricas. Para verificar a resposta ao tratamento com
OncoTherad® segundo gradacgdo histologica, tamanho e focalidade dos tumores
foram obtidas frequéncias (absolutas e percentuais) e utilizado teste exato de Fisher.

Para as analises de recidiva e parametros sorologicos bioquimicos antes e
apods o tratamento com OncoTherad®, as variaveis quantitativas foram apresentadas
em valores de tendéncia central e de dispersdo. A homogeneidade da variancia e
aderéncia para curva normal foram avaliadas pelo teste de Kolmogorov-smirnov,
tendo em vista que as variaveis nao apresentaram distribuigdo normal foi utilizado

teste ndo paramétrico [Kruskal-Wallis Test (Nonparametric ANOVA)].

Para o tempo de sobrevida livre de recidiva foram obtidas medidas descritivas
(média, desvio padréo, minimo, mediana e maximo) segundo o tempo de resposta ao

tratamento (resposta patoldgica completa). A curva de sobrevida livre de recidiva foi
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elaborada com o método de Kaplan-Meier e apresentado, juntamente, resumo

estatistico.

As analises imuno-histoquimicas para os diferentes antigenos foram avaliadas
através do teste de proporgéo. Para essas analises, erro tipo-l de 5% foi considerado
estatisticamente significativo.

A ocorréncia de reagdes adversas (N&o ou Sim) segundo o grau de intensidade
(1-2 ou 3-4) foi avaliada pelo teste de McNemar e, também, obtidas medidas
descritivas para testar a diferenga entre medianas do numero total de reacdes graus
1-2 versus 3-4 com teste de Wilcoxon. Também foi avaliado cada tipo de reagao

individualmente e obtidas frequéncias (absoluta e percentual).

As analises estatisticas foram realizadas pelo Servico de Bioestatistica da
Faculdade de Ciéncias Médicas/ UNICAMP, utilizando os seguintes programas

computacionais:

. The SAS System for Windows (Statistical Analysis System), versao 9.4.
SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA.

. R verséo 3.4.2. Copyright (C) 2017 The R Foundation for Statistical
Computing.

O nivel de significancia adotado para o estudo foi de 5% e, as referéncias
bibliograficas utilizadas foram: Fleiss, 1981; Collet, 1994; Conover, 1994.

3.8- Financiamento

Os recursos financeiros para execucao desse trabalho foram provenientes de
Auxilios Regulares apoiados pela Fundagcéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo
Paulo (FAPESP), em especial o Auxilio Pesquisa Regular:

e Processo 2020/03419-6: ‘EFEITOS TERAPEUTICOS E
TOXICOLOGICOS DA IMUNOTERAPIA COM ONCOTHERAD (MRB-
CFI-1) EM PACIENTES COM CANCER DE BEXIGA NAO-MUSCULO
INVASIVO RECIDIVADO NAO RESPONSIVO A TERAPIA COM
BACILLUS CALMETTE-GUERIN (BCG)” (Anexo 5)
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4. RESULTADOS

4.1- Caracteristicas dos pacientes

Um total de 29 pacientes preencheram os critérios de inclus&o e iniciaram o
tratamento com OncoTherad®, no periodo de agosto de 2018 a julho de 2020,
totalizando 24 meses de seguimento. No periodo de seguimento de 24 meses,
nenhum paciente foi excluido do protocolo.

Do total de 29 pacientes inclusos no protocolo, 18 (62,1%) foram homens e 11

(37,9%) mulheres, com média de idade de 65 anos (Tabela 3).

Considerando os fatores de risco para céncer de bexiga, tabagistas atuais
representaram 24,1% do total pacientes; ex-tabagistas 65,5% e; ndo tabagistas 10,4%
(Tabela 3). Ainda, um dos pacientes mantinha constante contato com anilina na
industria de tintas (Tabela 3).

A maioria dos pacientes inclusos (86,2%) fizeram 2 cursos prévios de terapia
intravesical com oncoBCG (Tabela 3). Sete pacientes inclusos (24,1%) fizeram uso
prévio de quimioterapia intravesical com Gemcitabina, apos falha ou falta de oncoBCG
(Tabela 3).

Em relacdo ao estadiamento e gradagao histologica inicial, apds tratamento
com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical, a maioria dos tumores foram pTa alto
grau (55,2%) seguidos de pT1 alto grau (34,5%) e pTis (10,3%) (Tabela 4). A maioria
dos tumores apresentaram-se como lesdes solitarias em 58,6% dos pacientes e,
multifocais em 41,4% (Tabela 4). Tumores >3 cm ocorreram em 89,7% dos pacientes,
enquanto tumores <3 cm ocorreram em 10,3% (Tabela 4).

A média de recidivas apds curso prévio de oncoBCG e/ ou quimioterapia
intravesical com Gemcitabina foi de 2,2 recidivas por paciente. A média e a mediana
de tempo da ultima recidiva, considerando apenas os ultimos 24 meses de tratamento
com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical, foram de 10,3 e 8,0 meses,
respectivamente (Tabela 4).



Tabela 3: Caracteristicas basicas do estudo (N= 29).
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Caracteristicas

No. (%)

Tempo de Seguimento

Média de Idade (anos)

Género
Homem
Mulher

Tabagismo
Nao-Tabagistas
Ex-Tabagistas

Tabagistas Atuais
Contato com Anilina
Numero de Ciclos de oncoBCG
Administrados

1

2

Uso de Quimioterapia Intravesical

24 meses
(Agosto de 2018 a Julho de 2020)

65 (34-96)

18 (62,1%)
11 (37,9%)

03 (10,4%)
19 (65,5%)
07 (24,1%)

01 (3,4%)

04 (13,8%)
25 (86,2%)

07 (24,1%)
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Tabela 4: Frequéncias gerais das variaveis categéricas (estadiamento/ graduacao histoldgica,
focalidade e tamanho dos tumores) e medidas descritivas das variaveis quantitativas (numero de
recidivas e tempo da ultima recidiva) apos tratamento com oncoBCG e/ ou quimioterapia

Variavel N % Média Desvio Minimo Mediana Maximo
Padrao

Estadiamento/

Gradacao
Histologica
pT1 Alto Grau 10 34,5 - - = - -
pTa Alto Grau 16 55,2 - - = - -
pTis 03 10,3 - - - - -

Focalidade dos

Tumores
Multifocal 12 41,4 - - - - -
Solitaria 17 58,6 - - - - -

Tamanho dos

Tumores
<3 cm 03 10,3 - - - - -
>3 cm 26 89,7 - - - - -
Numero de
Recidivas
1 04 13,8 - - - - -
2 17 58,6 - - - - -
3 07 241 - - - - -
4 01 3,4 - - - - -
Total 29 100 2,2 0,7 1,0 2,0 4,0
Tempo da
Ultima Recidiva 29 100 10,3 55 3,0 8,0 24,0

(em 24 Meses)

intravesical.
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4.2- Imunoterapia com OncoTherad® foi eficaz no tratamento do CBNMI,
promovendo elevadas taxas de Resposta Patolégica Completa (RPC) e aumento
na Sobrevida Livre de Recidiva (SLR) e Tempo de Recidiva da Doenga no
seguimento de 24 Meses

No seguimento de 3 a 9 meses do tratamento com OncoTherad®, nenhum
paciente apresentou recidiva (Tabela 5). Contudo, um total de 06 pacientes
apresentou recidiva ao longo dos 24 meses de seguimento, sendo 03 pacientes no
seguimento de 10 a 12 meses, 02 no seguimento de 13 a 18 meses e 01 no
seguimento de 19 a 24 meses (Tabela 5).

Ainda, a imunoterapia com OncoTherad® foi estatisticamente significante
(p<0,0001)* quando comparada com o tratamento prévio com OncoBCG e/ ou
quimioterapia intravesical para o numero de recidivas (Tabela 5; Figura 2). N4o houve
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao numero de recidivas nos

periodos de seguimento com OncoTherad® (p>0,05)* (Figura 2).

Em relagdo ao estadiamento/ graduagado histoldgica, os tumores pTa baixo
grau, pT1 alto grau e pTa alto grau ocorreram em 50,0%, 33,3% e 16,7% dos
pacientes que recidivaram ao tratamento com OncoTherad® (Tabela 5). A
imunoterapia OncoTherad® reduziu significativamente a gradagao histologica em
relacdo ao tratamento prévio com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical (Tabela
6). Tumores de alto grau ocorreram em 100% dos pacientes submetidos ao tratamento
prévio com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical, enquanto no tratamento com
OncoTherad®, 50,0% foram de alto grau e 50% de baixo grau (Tabela 6).

A maioria dos pacientes, 83,3% (05/06 pacientes), que recidivaram ao
tratamento com OncoTherad® apresentaram lesdes <3 cm, sendo que essas
ocorreram de forma solitaria (Tabelas 5 e 6). Similarmente a gradagao histologica, a
imunoterapia OncoTherad® reduziu significativamente o tamanho e a focalidade das
lesbes em relagao ao tratamento prévio com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical
(Tabela 6).

Um total de 23 pacientes (79,3%) apresentou resposta patoldgica completa
(RPC) apds 24 meses de seguimento com OncoTherad® (Tabela 5; Quadro 1). No
seguimento de 24 meses, a SLR foi de 22,2 meses e a duragao da resposta de 15,3
meses (Tabela 5).
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A Curva de Kaplan-Meier para SLR no seguimento de 24 meses do tratamento
com OncoTherad®, mostrou que o tempo médio para recidiva da doenca foi de 20,6

meses (ou 618 dias) (Quadro 1).
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Tabela 5: Frequéncias gerais das variaveis categéricas (estadiamento/ gradagao histoldgica,
focalidade e tamanho dos tumores, resposta patolégica completa) e medidas descritivas das
variaveis quantitativas (numero de recidivas, sobrevida livre de recidiva e duragao da resposta)
durante os 24 meses de tratamento com OncoTherad®.

Variavel N % Média Desvio Minimo Mediana Maximo
Padrao

Numero de Recidivas

3 a 9 Meses de 0 0 0 0 0 0 0
Seguimento
10 a 12 Meses de 03 50,0 0,10 0,30 0 0 1
Seguimento
13 a 18 Meses de 01 16,7 0,03 0,18 0 0 1
Seguimento
19 a 24 Meses de 02 33,3 0,07 0,26 0 0 1
Seguimento
Frequéncia
Ausente= 23
Total 06 20,7 0,20 0,40 0 0 1,0
Estadiamento/
Gradagao
Histologica
pT1 Alto Grau 02 33,3% - - - - -
pTa Alto Grau 01 16,7% - - - - -
pTa Baixo Grau 03 50,0% - - - - -
Frequéncia
Ausente= 23
Focalidade dos
Tumores
Multifocal 01 16,7 - - - - -
Solitaria 05 83,3 - - - - -
Frequéncia
Ausente= 23
Tamanho dos
Tumores
<3 cm 05 83,3 - - - - -
>3 cm 01 16,7 - - - - -
Frequéncia
Ausente= 23
Resposta Patologica
Completa (RPC) 23 79,3 - - - - -
Sobrevida Livre de
Recidiva (em 24 29 100 22,2 4.1 10,0 24,0 24,0
Meses)
Duragao da Resposta 6 20,7 15,3 5,0 10,0 15,0 22,0

(em 24 meses)
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OncoTherad® 19 a24
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Figura 2: Avaliacdo do numero de recidivas antes (oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical) e

apos o tratamento com OncoTherad® durante os 24 meses de seguimento.
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Tabela 6: Avaliacdo da gradagao histolégica, tamanho e focalidade dos tumores antes (oncoBCG
e/ ou quimioterapia intravesical) e apos o tratamento com OncoTherad®.

oncoBCG e/ ou OncoTherad® Valor-P
Quimioterapia
Intravesical
Variavel N % N %
Gradacgao
Histololdgica
Alto Grau 29 100 03 50,0 *
0,0055
Baixo Grau 0 0 03 50,0 * (Fisher)

Frequéncia Ausente= 23

Tamanho dos

Tumores
<3cm 03 10,3 05 83,3*
>3 cm 26 89,7 01 16,7 * 0,0055
Frequéncia Ausente= 23 (Fisher)
Focalidade dos
Tumores
Multifocal 12 414 01 16,7 * 0,0055
Solitaria 17 58,6 05 83,3 * (Fisher)

Frequéncia Ausente= 23

"Significancia estatistica
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Quadro 1: Curva de Kaplan-Meier para a sobrevida livre de recidiva no seguimento de 24
meses do tratamento com OncoTherad®.

1.0

e

06

Sobrevida livre de recidiva
04

0.2
|

T T T T
0 5 10 15 20

Tempo de seguimento (meses)

Resumo estatistico para a sobrevida livre de recidiva

Estimativa dos Percentis

Estimativa Intervalo de confianca 95%
Percentil Pontual [Inferior Superior)

75

50 . .

25 . 12.0000
Média Erro padréao
20.6 0.69

Percent

Total Failed Censored Censored

29 6 23 79.3
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4.3- Imunoterapia com OncoTherad® promoveu alteragdoes cistoscopicas e
teciduais nao-neoplasicas na bexiga urinaria ao final dos 24 meses de

seguimento

Os exames ultrassonograficos e/ ou cistoscopicos iniciais revelaram lesdes
neoplasicas >3 cm na bexiga urinaria da maioria dos pacientes (89,7% - Tabela 6)
submetidos ao tratamento prévio com oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical
(Figuras 3A, 3B, 4A, 5A, 5B).

Ao final dos 24 meses de seguimento com OncoTherad®, 13,8% (Tabela 7)
dos pacientes apresentaram ultrassonografia (Figura 3C, 4B, 5C), cistoscopia (Figura
3D) e histologia (Figura 3E) normais.

Alteragbes teciduais nao-neoplasicas como cistite crénica folicular, cistite
crénica discreta e hiperplasia urotelial plana com atipias reativas, ocorreram em
51,7%, 20,7% e 6,9% dos pacientes, respectivamente (Tabela 7). A cistite cronica
folicular foi caracterizada pela presengca de numerosas lesdes planas dispersas na
mucosa vesical durante as cistoscopias (Figura 4C). Histologicamente, as bexigas
apresentraram numerosos foliculos linfoides primarios e secundarios, sendo os
foliculos primarios caracterizados pela presengca de centro germinativo contendo
linfécitos, além de centrécitos (pequenos e clivados), centroblastos (grandes e
nucléolos evidentes) e macrofagos (Figuras 4D, 4E). Assim, um dos principais efeitos
da imunoterapia com OncoTherad® foi a indugao na formagao de foliculos linféides,

0s quais podem estar relacionados com os efeitos imunoprotetores.

Cistite cronica erosiva com tecido de granulagdo ocorreu em 6,9% dos
pacientes (Tabela 7), sendo caracterizada nas cistoscopias pela presenca de
projecbes curtas e esparsas (Figura 5D) e, histologicamente pela presenca de
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario com fragmentos de tecido de granulagao
(Figuras SE, 5F).
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Tabela 7: Respostas terapéuticas teciduais (ndo-neoplasicas) do OncoTherad® ao final dos 24

meses de seguimento (N= 29).

Respostas Terapéuticas N %
Histologia Normal 04 13,8
Alteracoes Histoldgicas Nao-Neoplasicas
Cistite Cronica Folicular 15 51,7
Cistite Cronica Discreta 06 20,7
Cistite Erosiva + Tecido Granulagao 02 6,9
Hiperplasia Urotelial Plana + Atipia Reativa 02 6,9
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Figura 3: Ultrassonografias, Cistoscopias e Fotomicrografia representativas da bexiga urinaria. Antes
do tratamento com OncoTherad®: (A) imagem ultrassonografica revelando lesdo hiperecoica ovalada
de contornos levemente ovaldos, medindo 3,0 x 1,0 x 0,9 cm na parede lateral esquerda; (B) imagem
cistoscopica confirmando lesédo vegetante > 3 cm na parede lateral esquerda. Apds seguimento de 24
meses com OncoTherad®: (C), (D) bexiga com paredes regulares e mucosa vesical livre de lesdes
vegetantes, apresentando apenas cicatrizes prévias de Ressecg¢ao Transuretral (RTU). (E) Histologia
normal: Urotélio composto por 2-4 camadas: uma camada apical composta por células em guarda-
chuva, uma camada intermédia de células e uma camada de células basais; Lamina propria composta

por fibras colagenas, fibras musculares lisas e vasos sanguineos.
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Figura 4: Ultrassonografias, Cistoscopia e Fotomicrografias representativas da bexiga urinaria.

Antes do tratamento com OncoTherad®: (A) imagem ultrassonografica revelando lesao

hiperecoica, medindo 3,1 x 1,44 cm no assoalho vesical. Apds seguimento de 24 meses com

OncoTherad®: (B) imagem ultrassonografica revelando bexiga de paredes finas e delgadas, com

conteudo anecoéico e homogéneo; (C) imagem cistoscopica revelando lesao plana (circulo) < 3cm

em assoalho vesical, caracterizada por cistite crénica folicular; (D), (E) Fotomicrografias da mesma

lesdo plana encontrada na cistoscopia: foliculo linféide primario (circulo) caracterizado pela

presenga de centro germinativo contendo linfocitos, além de centrdcitos (pequenos e clivados),

centroblastos (grandes e nucléolos) e macrofagos.
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Figura 5: Ultrassonografias, Cistoscopias e Fotomicrografias representativas da bexiga urinaria.
Antes do tratamento com OncoTherad®: (A) imagem ultrassonografica revelando lesao
hiperecéica ovalada de contornos levemente ovaldos, medindo 4,2 x 1,6 x 2,2 cm na parede
anterossuperior; (B) imagem cistoscopica confirmando lesdo vegetante volumosa > 3 cm na
parede anterossuperior. Apds seguimento de 24 meses com OncoTherad®: (C) imagem
ultrassonografica revelando bexiga de paredes finas e delgadas, com conteudo anecéico e
homogéneo; (D) mucosa vesical apresentando lesdo com projegdes curtas e esparsas (circulo),
caracterizada histologicamente em (E), (F) como tecido de granulagao (cistite erosiva + tecido de

granulagao).
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4.4- Imunoterapia com OncoTherad® estimulou a via de sinalizagao do TLR4
para producdo de interferon e induziu a formacao de foliculos linféides

primarios apés 24 meses de seguimento

A imunoterapia com OncoTherad® induziu a formagéo de foliculos linféides
primarios (Figuras 4D, 4E) na maioria dos pacientes (51,7% - Tabela 6) apos os 24
meses de seguimento. Assim, considerando a importancia da formagao dos foliculos
linféides primarios (PLFs) no tecido vesical, as reagdes e analises imunohistoquimicas
apos o seguimento de 24 meses com OncoTherad®, foram realizadas nas regides da
bexiga urinaria dos 15 pacientes (51,7%) que apresentaram os PLFs.

As imunorreatividades para TLR2 (Figura 6a) foram significativamente fracas
(Tabela 8) nas bidpsias que antecederam o tratamento com OncoTherad®.
Similarmente, as imunorreatividades para TLR4 (Figura 6c), TRIF (Figura 6e), IRF-3
(Figura 6g), IFN-y (Figura 6i) e INOS (Figura 6k) foram significativamente fracas

(Tabela 8) nas biopsias que antecederam o tratamento com OncoTherad®.

Em contraste, as imunorreatividades para TLR2 (Figura 6b), TLR4 (Figura 6d),
TRIF (Figura 6f), IRF-3 (Figura 6h), IFN-y (Figura 6j) e iNOS (Figura 6l) foram
significativamente intensas (Tabela 8) nas regides dos PLFs presentes na bexiga
urinaria de pacientes tratados com OncoTherad®, apos 24 meses de seguimento.
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Tabela 8: Média da intensidade da imunomarcacé&o para os diferentes antigenos na bexiga
urinaria Antes e Apos o tratamento com OncoTherad®.

Grupos
i Antes Tratamento com OncoTherad® Apés Tratamento com OncoTherad®
Antigenos

(n=15) (n=15)
TLR2

1(9,8%) 3 (88,5%)*
TLR4

1(11,9%) 3 (95,2%)*
TRIF

1(17,4%) 3 (87,6%)*
IRF-3

1(12,1%) 3 (92,3%)*
IFN-y

1(21,2%) 3 (94,8%)*
iNOS

1(8,6%) 3 (96,9%)*

0, auséncia de reatividade; 1, fraca imunorreatividade (1% — 35% células positivas); 2, moderada
imunoreatividade (36% — 70% células positivas); 3, intensa imunoreatividade (> 70% células positivas).
"Significancia estatistica (teste de proporgdo, P<0,0001)
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Figura 6 (6a — 6l): Imunomarcacbes representativas da bexiga urinaria antes do tratamento com
OncoTherad® (a, c, €, g, i, k) e apds o seguimento de 24 meses com OncoTherad® (b, d, f, h, j, I). (a), (b)
Imunomarcagéo para TLR2 no urotélio e regido do PLF. (c), (d) Imunomarcagéo para TLR4 no urotélio e
regido do PLF. (e), (f), Imunomarcagao para TRIF no urotélio e regido do PLF. (g), (h) Imunomarcagao para
IRF-3 no urotélio e regido do PLF. (i), (j) Imunomarcagao para IFN-y no urotélio e regidao do PLF. (k), (I)
Imunomarcagéo para iINOS no urotélio e regidao do PLF. a — I: Lp — lIamina prépria, PLF — foliculo linféide
primario, Ur — urotélio.
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4.5- Imunoterapia com OncoTherad® causou efeitos colaterais leves e
moderados durante os 24 meses de seguimento

Um total de 22 pacientes (75,9%) apresentaram reagdes adversas decorrentes
do tratamento com OncoTherad®, enquanto 7 pacientes (24,1%) n&o apresentaram
qualquer efeito adverso (Quadro 2).

As reagbes adversas de Graus 1-2 foram significativamente mais frequentes
em relacado as reagdes de Graus 3-4 (Tabela 9; Quadro 2). Um total de 18 pacientes
(62,1%) apresentou somente reacdes adversas de Graus 1-2, enquanto 4 pacientes
(13,8%) apresentaram reagdes adversas tanto de Graus 1-2 quanto de Graus 3-4
(Quadro 2).

As reacgdes adversas de Graus 1-2 mais comuns (= 20%) foram disuria (51,7%),
prurido (44,8%), cistite (34,5%), fadiga (27,6%) e rash cutaneo (27,6%) (Tabela 9).

As reacgdes adversas mais comuns de Graus 3-4 (= 2%) foram diarréia, dor

abdominal, rash cutaneo, tosse e dispnéia (Tabela 9).

Ainda, as analises sorolégicas bioquimicas para glicose, hemoglobina,
leucocitos, plaquetas, TGO, TGP, GamaGT, uréia e creatinina ndo mostraram
diferengas significativas antes e apos o tratamento com OncoTherad® (Tabela 10).
Portanto, esses resultados indicaram que o tratamento com OncoTherad® néo
apresentou sinais de toxicidade sistémica na dose terapéutica proposta.
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Quadro 2: Ocorréncia de algum tipo de reagao adversa segundo o grau de intensidade.

(Teve reacdo - Grau 1 e 2) Desvio
Variavel N Média Padrdo Minimo Mediana Maximo
(Teve reagdo - Grau 3 e 4) | —=———————mmm e
Frequency| Total reagdes Grau 1-2 29 3.07 2.96 0.00 2.00 10.00
Percent | N| S| Total Total reagbes Grau 3-4 29 0.21 0.56 0.00 0.00 2.00
————————— R e B et
N | 7 0 | 7 Teste para comparar as medianas (Wilcoxon): Valor-p < 0.0001
| 24.1 | 0.00 | 24.1
————————— Fom
S | 18 | 4 | 22
| 62.1 | 13.8 | 75.9
————————— fom e
Total 25 4 29
86.2 13.8 100.00

Teste de McNemar: Valor-p < 0.0001
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Tabela 9: Reagbes adversas em pacientes com carcinoma urotelial de bexiga submetidos
ao tratamento intravesical e intramuscular com OncoTherad®.

OncoTherad®
Reagoes Adversas N= 29
Graus 1-2 Graus 3-4
N (%) N (%)

Geral
Fadiga 8 (27,6%)
Edema Periférico 3 (10,3%)
Febre 5 (17,2%)
Trato Gastrointestinal
Diarréia 2 (6,9%) 1(3,4%)
Nausea 2 (6,9%) 0
Vomito 2 (6,9%) 0
Constipagao 2 (6,9%) 0
Dor Abdominal 5(17,2%) 1(3,4%)
Trato Urinario
Disuria 15 (51,7%)
Cistite 10 (34,5%)
Tecido Musculoesquelético e Conjuntivo
Artralgia 8 (27,6%) 0
Pele e Tecido Subcutaneo
Prurido 13 (44,8%) 0
Rash 8 (27,6%) 2 (6,9%)
Trato Respiratério, Térax e Mediastino
Tosse 4 (13,8%) 1(3,4%)
Dispnéia 2 (6,9%) 1(3,4%)
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Tabela 10: Comparagdo dos parametros soroldgicos bioquimicos antes e apds o
tratamento com OncoTherad®.

Tratamentos
Parametros Antes Tratamento Apés Tratamento Valor-P
com OncoTherad® com OncoTherad®
N 29 29
Média 120,7 92,3
Glicose DP 37,2 5,0
(mg/dL) Maximo 215,0 101,0 > 0,05
Mediana 104,0 92,0
Minimo 87,0 82,0
N 29 29
Média 14,2 14,4
Hemoglobina (g/dL) DP 21 2,2
Maximo 17,8 18,0 > 0,05
Mediana 14,2 14,9
Minimo 10,7 10,5
N 29 29
Média 7035,1 7975,8
Leucécitos (mm?3) DP 2614,5 2803,4
Maximo 12300,0 13400,0 > 0,05
Mediana 7610,0 8100,0
Minimo 2567,0 3601,0
N 29 29
Média 249286,7 230433,7
Plaquetas DP 79714,2 95086,2
(mm?3) Maximo 423000,0 420800,0 > 0,05
Mediana 267000,0 208100,0
Minimo 115000,0 118630,0
N 29 29
Média 31,7 27,0
TGO DP 17,2 7.4
(U/L) Maximo 102,6 42 .1 > 0,05
Mediana 27,6 28,1
Minimo 15,9 15,8
N 29 29
Média 23,7 21,6
TGP DP 11,7 10,3
(U/L) Maximo 53,1 46,4 > 0,05
Mediana 22,5 21,0
Minimo 8,0 7,0
N 29 29
Média 41,4 38,7
Uréia DP 14,3 5,6
(mg/dL) Maximo 94,0 51,0 > 0,05
Mediana 37,0 38,9
Minimo 27,0 27,0
N 29 29
Média 1,1 0,9
Creatinina DP 0,5 0,2
(mg/dL) Maximo 2,8 1,4 > 0,05
Mediana 1,0 0,8
Minimo 0,5 0,6
N 29 29
Média 46,3 31,6
GamaGT DP 22,3 12,3
(U/L) Maximo 89,0 57,0 > 0,05
Mediana 43,0 28,0
Minimo 10,0 11,0

DP= Desvio padréo. Valores de referéncia: Glicose: 65 — 99 mg/dL; Hemoglobina: 12 — 18 g/dL;
Leucdcitos: 4.000 — 11.000/mm?; Plaquetas: 150.000 — 400.000/mm?3; TGO: até 38 U/L; TGP: até 37
U/L; Uréia: 15 — 50 mg/dL; Creatinina: 0,5 — 1,2 mg/dL; GamaGT: 8 — 61 U/L.



71

5. DISCUSSAO

Os tumores CBNMI de alto risco incluem todos os tumores minimamente
invasivos (T1) e ndo-invasivos de alto grau (Ta alto grau), bem como carcinoma in situ
(CIS). Cerca de 20% dos CBNMI atendem a essa descricdo (Babjuk et al., 2013)
Outros 50% dos CBNMI s&o de baixo risco. Sdo tumores solitarios primarios de baixo
grau Ta que podem recorrer, mas tém menor probabilidade de progredir. Os 30%
restantes dos CBNMI incluem tumores Ta recorrentes ou multiplos de baixo grau,
classificados como de risco intermediario.

Para CBNMI de alto grau, inumeras metanalises revisadas por pares apdiam o
uso de 1 a 3 anos de imunoterapia intravesical para reduzir o risco de recorréncia
(Shelley et al., 2001; Bohle et al., 2003; Shelley et al., 2004; Sylvester et al., 2005;
Malmstrom et al., 2009), progressao (Sylvester et al., 2002; Bohle & Bock, 2004;
Malmstrom et al., 2009) e morte. A terapia de manutengdo com BCG continua sendo
a terapia de primeira linha mais eficaz, melhorando significativamente a sobrevida livre
de recorréncia por pelo menos 120 meses em comparagdo com o BCG de indugao
isolado (Lamm et al., 2000).

A terapia com BCG diminui a recorréncia do CBNMI, retarda a progresséo e
melhora a sobrevida, com toxicidade moderada, mas geralmente aceitavel. No
entanto, mais de 50% dos pacientes acabam falhando em dois ou mais cursos de
BCG e, como resultado, 35% morrem de cancer de bexiga. A recorréncia do CBNMI
apos ciclo completo de BCG (indug&o e manutengao) é considerada falha do BCG
(von Rundstedt & Lerner, 2015). Pacientes que recidivam apos um intervalo livre de
doenca de menos de 6 meses sao considerados recidivantes precoces e devem ser
direcionados a cistectomia ou, em alguns casos, a ensaios clinicos. Pacientes que
permanecem livres de tumor por mais de 2 anos antes da recorréncia (recidiva tardia)
podem ser re-induzidos com seguranga com um segundo curso de BCG. Pacientes
que recaem em um ponto intermediario representam uma area cinzenta de incerteza.
Além disso, alguns tumores CBNMI s&do completamente refratarios a terapia com
BCG.

A nao-resposta ao BCG € um momento seminal para um paciente. Os dados
indicam claramente que um terceiro curso de BCG n&o tem valor e a selegao de
terapia agressiva de segunda linha sobre cistectomia pode levar a progressao do

tumor e a morte. A cistectomia, no entanto, aumenta a comorbidade e pode
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representar tratamento excessivo. E crucial discutir cuidadosamente essas decisdes
que alteram a vida dos pacientes. Infelizmente, as diretrizes da Associacdo Americana
de Urologia (AUA) oferecem pouca orientagdo. Dada a falta de dados rigorosos,
muitos especialistas em CBNMI veem a cistectomia como a opgao mais segura para
CBNMI de alto grau nao-responsivo a BCG e para pacientes com CBNMI de alto grau
que nao podem tolerar indugcdo e manutencdo de BCG em dose completa.

Quando o CBNMI recidiva apesar da terapia adequada com BCG, a primeira
pergunta a ser feita € se ha tempo para tentar outra coisa antes de proceder a
cistectomia radical. Os dados sugerem que a maioria dos pacientes realmente tem
cerca de 1 ano antes da queda do prognéstico (Jager et al., 2011). Em outro estudo,
0s pesquisadores nao encontraram diferenca nas taxas de sobrevida global ou
especifica de cancer em cinco anos entre os pacientes que se inscreveram em
ensaios clinicos e aqueles que procederam imediatamente a cistectomia (Haas et al.,
2016). Pacientes com qualquer grau de invasao linfovascular ou envolvimento uretral
prostatico tiveram um desempenho ruim, no entanto, e provavelmente ndo devem ser
considerados para terapia de segunda linha.

Além de todos os problemas relacionados a toxicidade e falha terapéutica de
oncoBCG em pacientes com CBNMI de alto grau, a escassez na produgédo e as
constantes interrupgdes na distribuicdo dessa imunoterapia agravam sobremaneira o
progndstico dos pacientes. Ourfali et al. (2019) estimaram o efeito clinico da escassez
de oncoBCG no periodo de 2013 a 2016 em suas unidades de tratamento. Esses
autores encontraram uma taxa significativamente maior de recorréncia da doengca em
24 meses apos a RTU nos pacientes com CBNMI de riscos intermediario e alto quando
comparada aos pacientes diagnosticados e tratados durante os trés anos anteriores a
escassez de oncoBCG. Além do atendimento ao paciente, os ensaios clinicos foram
afetados e a escassez de BCG afetou até mesmo parcialmente os programas
mundiais de imunizagéo para prevengéo da tuberculose em criangas (Working Group
on BCG Vaccines S, 2017).

Do ponto de vista econdémico, Ourfali et al. (2019) também encontraram um
aumento de custo devido a diminuicdo da produgdo de oncoBCG estimada em
aproximadamente € 783 por paciente com um novo diagndstico de CBNMI durante o
periodo de oferta restrita. Além disso, os preg¢os dos quimioterapicos utilizados para
terapia do CBNMI aumentou drasticamente durante a escassez de oncoBCG em 2014
(Ourfali et al., 2019). Na verdade, naquele ano, o prego da mitomicina aumentou quase
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100%. Dados registrados nos EUA demonstraram que o valor gasto com mitomicina
nos EUA entre 2012 e 2015 aumentou de $ 4,3 milhdes para $ 15,8 milhdes (Davies
etal., 2017).

Corroborando com todas as informagdes supracitadas relacionadas a falha
terapéutica, tamanho das lesdes e gradagao histoldgica, nosso estudo demonstrou
que 86,2% dos pacientes fizeram pelo menos 2 cursos prévios de oncoBCG antes se
serem incluidos no protocolo com OncoTherad®. Ainda, considerando a falha
terapéutica e a escassez de oncoBCG, 24,1% dos pacientes foram submetidos a
quimioterapia intravesical com gemcitabina antes de iniciarem nosso estudo clinico. A
meédia de recidivas apds curso prévio de oncoBCG e/ ou quimioterapia intravesical foi
de 2,2 recidivas por paciente, sendo que todos os pacientes incluidos apresentaram
progressao para estadios mais altos (pTa e pT1 alto grau, pTis). A maioria desses
pacientes apresentaram tumores >3 cm, muitos dos quais apresentaram-se como
lesbes solitarias em 58,6% dos casos e, multifocais em 41,4%. Assim, pode-se afirmar
que mesmo apds o 2°. ciclo de oncoBCG e/ ou uso de quimioterapia intravesical, as
condutas n&o foram efetivas em evitar a recidiva e a progressao da doenga, restando
apenas a cistectomia radical como opg¢ao terapéutica para esses pacientes, 0os quais
nao possuiam condigdes clinicas e/ ou refutaram o procedimento.

As opgdes de segunda linha atualmente disponiveis para o CBNMI que n&o
responde ao BCG s&o insuficientes. Varios agentes quimioterapicos convencionais
estdo sendo utilizados, incluindo gemcitabina, mitomicina, gemcitabina + mitomicina,
docetaxel e valrubicina. No entanto, nenhum desses esquemas terapéuticos
demonstraram superioridade sobre o BCG e, permanecem em investigagao. Estudos
com terapias de preservagao da bexiga apos recidiva de BCG, relataram que cursos
de instilagdes intravesicais de uma variedade de agentes unicos incluindo
quimioterapias e preparagdes bioldgicas, mostraram taxas de sobrevida livre de
recidiva <25% em dois anos e, a combinacdo de quimioterapias, geralmente
gemcitabina com mitomicina C ou docetaxel, forneceram taxas de sobrevida livre de
recidiva <35% em dois anos (Messing, 2017). A valrubicina, um analogo intravesical
da doxorrubicina, o unico medicamento aprovado pela FDA para essa finalidade, tem
uma taxa de 1 ano sem evidéncia de doenca (SED) de apenas 8% (Steinberg et al.,
2000). Opgoes off-label de segunda linha incluem interferon-alfa (taxa de 1 ano sem
evidéncia de doenga, 12%) (Williams et al., 1996; O'Donnell et al., 2004), gemcitabina
(21%) (Dalbagni et al., 2006) e mitomicina C (23%) (Malmstrom et al., 1999). Quando
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varios estudos relataram taxas de SED em 5 anos de 20% a 40% para cistectomia
radical, a cistectomia claramente continua sendo a opgdo mais segura.

A associagao de BCG com interferon merece mengao. Um estudo multicéntrico
desse regime em pacientes que nao receberam BCG ou falharam na terapia com BCG
nao encontrou diferenga estatistica na sobrevida livre de recorréncia durante o periodo
médio de 24 meses de acompanhamento (57% vs. 42%; p = 0,06) (O'Donnell et al.,
2004; Joudi et al., 2006). Uma analise mais detalhada dos dados mostrou, no entanto,
que apenas 44% dos pacientes apresentaram falha de oncoBCG nos casos de CBNMI
de alto grau e 61% receberam apenas um curso de BCG. Os pacientes que n&o
responderam ao BCG n&o apresentaram resposta satisfatéria com a combinacéo de
BCG e interferon; e essa op¢ao ndo deve ser considerada para esses pacientes.

A terapia génica intravesical € promissora no CBNMI. A bexiga como um 6rgéo
ideal para terapia génica: o vetor tem contato direto com o tumor, e a urina e o tecido
podem ser facilmente amostrados para estudos e monitoramento correlatos. Modelos
animais também estao disponiveis para otimizar a terapia. Trabalhos iniciais indicaram
que, quando administrado com Syn3 (uma molécula surfactante), o gene do interferon
adenoviral alfa (Ad-IFNa) induziu a regressao de células do cancer de bexiga humano
em camundongos atimicos; a dosagem a cada 3 meses levou a altos niveis
terapéuticos sustentados de interferon alfa (Benedict et al., 2004; Connor et al., 2005).
Em um estudo fase | de 14 pacientes CBNMI de alto grau que falharam ao BCG, a
terapia génica Ad-IFNa/ Syn3 induziu resposta completa em seis pacientes em 3
meses de seguimento, e 36% da coorte total apresentaram resposta completa duravel
em 12 meses (Dinney et al., 2013).

Os inibidores de “checkpoints”imunoldgicos sao opgdes de crescente interesse
para a comunidade do cancer de bexiga. Questdes importantes de seguranga incluem
se os inibidores de “checkpoints” podem retardar ou alterar o plano operat6rio, com
implicagdes negativas para os pacientes, e se a toxicidade é proporcional a letalidade
do CBNMI. Atualmente, estdo em andamento estudos para os inibidores da PDL-1
atezolizumab e pembrolizumab no CBNMI nao-responsivo a terapia com BCG. Alanee
et al. (2019) conduziriam um estudo de fase | de associagdo de BCG intravesical com
pembrolizumab sistémico (clinical trial: MK-3475-676/ KEYNOTE-676) em 9 pacientes
com CBNMI recidivado e nao-responsivo ao BCG. Os eventos adversos mais comuns
da combinagdo BCG e pembrolizumab foram fadiga e cistite, e todos os casos foram
de graus 1 ou 2. Dois pacientes morreram durante o periodo experimental. Um
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paciente morreu devido a progressao do CBNMI para o trato urinario superior. O outro
paciente morreu apos cistectomia (por doenga progressiva) devido a causas nao
relacionadas ao tratamento experimental. Dos 9 pacientes tratados, 6 n&o
apresentaram evidéncias de doengca na bexiga e 1 teve uma resposta mista
(progressao apenas no trato urinario superior) nas 19 semanas de seguimento. Os
resultados desse estudo sdo encorajadores, porém o numero de pacientes € baixo e
o tempo de seguimento curto, o que limita cientificamente qualquer tipo de concluséo
a despeito dessa associagao terapéutica. Outro importante estudo, KEYNOTE-057
(clinical trial: NCT0262596), avaliou o uso de pembrolizumab como monoterapia em
108 pacientes CBNMI recidivado e ndo-responsivo a oncoBCG (Balar et al., 2019). A
taxa de resposta completa foi de 41,2% no seguimento de 13,5 meses. Nenhum dos
pacientes progrediu para doenga musculo invasiva ou metastase durante o tratamento
(Balar et al., 2019).

O FDA e o International Bladder Cancer Group criaram um conjunto de
diretrizes para orientar ensaios clinicos que envolvam brago unico para avaliagao de
novas terapias, considerando a falta de brago controle aceitavel (US Food and Drug
Administration, 2018). O FDA recomenda a resposta completa (RC) como desfecho
primario de eficacia do tratamento e estipula que os pacientes devam ser
acompanhados a cada 3 meses no primeiro ano, semestralmente no segundo ano e
anualmente a partir de entdo (US Food and Drug Administration, 2018). O International
Bladder Cancer Group recomenda o uso de RC para tumores CIS e sobrevida livre de
recidiva (SLR) para tumores papilifero de alto grau como desfecho primario de eficacia
(Kamat et al., 2017).

Assim, nosso estudo com a imunoterapia com OncoTherad® foi consistente
com as orientagdes do FDA e International Bladder Cancer Group, uma vez que
utilizamos como desfecho primario a RPC (ou simplesmente RC) e a SLR, além do
acompanhamento clinico trimestral no primeiro ano e semestral no segundo ano. A
imunoterapia com OncoTherad®, a qual mostra novas propriedades terapéuticas em
comparagao com os tratamentos padrdo, parece ser um candidato valioso no
tratamento do CBNMI, em especial na condigdo de falha da oncoBCG. Em nossos
estudos anteriores, mostramos varias propriedades e efeitos terapéuticos benéficos
do OncoTherad® (Favaro & Duran, 2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al., 2019;
Favaro et al., 2019a, Favaro et al., 2019b; Favaro & Duran, 2020). Nos ensaios pré-
clinicos, o OncoTherad® demonstrou uma efetividade antitumoral em torno de 80% e
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uma clara superioridade sobre o BCG, em estudos comparativos de eficacia e
segurancga (Favaro & Duran, 2017; Bockelmann et al., 2019; Duran et al., 2019; Favaro
et al., 2019a, Favaro et al., 2019b; Favaro et al., 2020).

Com os resultados de segurancga e eficacia em estudos pré-clinicos, nosso
grupo desenvolveu um ensaio clinico-veterinario em cdes com cancer de bexiga
espontaneo. Os animais receberam uma aplicagdo semanal por seis semanas
consecutivas de OncoTherad® pelas vias intravesical (44 mg/mL) e intramuscular (22
mg/mL); depois uma aplicagao quinzenal (intravesical e intramuscular) por 6 meses e
uma aplicagdo mensal (intravesical e intramuscular) por mais 6 meses, totalizando 24
aplicagdes, Apos as trés primeiras aplicagdes de OncoTherad®, 83,3% dos pacientes
apresentaram doenca estavel e, 16,7% remissdo parcial da doenga. Apdés a 242
aplicagao, 100% dos pacientes apresentaram remissao parcial da doencga. A taxa de
sobrevida livre de recidiva/ progressao foi de 100% ao longo dos 402 dias de
seguimento com OncoTherad®. Ainda, o tratamento com OncoTherad® n&o
apresentou sinais de toxicidade sistémica nas doses terapéuticas propostas (Favaro
& Duran, 2017; Bockelmann et al., 2019; Favaro & Duran, 2020).

No presente estudo, a RC (ou resposta patologica completa) foi de 79,3% no
seguimento de 24 meses da imunoterapia com OncoTherad®. Ainda, a SLR foi de
22,2 meses e a duragao da resposta de 15,3 meses. Ja o tempo médio para recidiva
da doenca foi de 20,6 meses (ou 618 dias). Assim, considerando os dados em
conjunto, os efeitos antitumorais da imunoterapia com OncoTherad® foram muito
superiores ao tratamento padrdao com oncoBCG, bem como superiores aos outros
esquemas terapéuticos utilizados para doenca nao-responsiva a oncoBCG e/ ou
quimioterapia intravesical, o0 que coloca essa imunoterapia como uma opg¢ao
terapéutica valiosa no tratamento do CBNMI.

Em relacio aos efeitos colaterais, 75,9% dos pacientes apresentaram reagoes
adversas decorrentes do tratamento com OncoTherad®, enquanto 7 pacientes
(24,1%) nao apresentaram qualquer efeito adverso. As reag¢des adversas mais
comuns desencadeadas pela imunoterapia com OncoTherad® foram de Graus 1-2,
tais como: disuria, prurido, cistite, fadiga e rash cutaneo. Ja, as reag¢des adversas mais
comuns de Graus 3-4 foram diarréia, dor abdominal, rash cutaneo, tosse e dispnéia.
Ainda, os niveis séricos de glicose, hemoglobina, leucocitos, plaquetas, TGO, TGP,
GamaGT, uréia e creatinina ndo mostraram diferengcas significativas apds o

tratamento com OncoTherad®.
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A toxicidade da oncoBCG pode ser dividida em efeitos colaterais locais e
sistémicos. As toxicidades locais sdo geralmente mais frequentes e menos graves que
a toxicidade sistémica, mas sdo mais frequentemente a causa da interrupcdo do
tratamento (van der Meijden et al., 2003). No entanto, a maioria dos efeitos colaterais
locais s&o breves (O’Donnell & Bohle, 2006). A incidéncia de efeitos colaterais locais
€ semelhante com ou sem terapia de manutencdo. Para pacientes que recebem ou
nao recebem terapia de manutencgao, respectivamente, incluem sintomas do trato
urinario inferior (57-71%, 38-59%) e hematuria (20%, 29%) (Hall et al., 2007).

Da mesma forma, outros estudos nao encontraram diferenca nos efeitos
colaterais sistémicos entre os grupos de manutengéo e ndo-manutencgao (Bohle et al.,
2003) e até reduziram a toxicidade no periodo apdés os primeiros 6 meses de
tratamento (van der Meijden et al., 2003). Os efeitos colaterais sistémicos podem ser
divididos em tipos infecciosos (cistite bacteriana, epididimite, prostatite, infecgéo
sistémica) e n&o-infecciosos (artralgias, reagdes cutaneas, anafilaxia). As toxicidades
sistémicas mais comuns relatadas incluem febre, calafrios e sintomas de gripe (22 a
30%, 19 a 26%); epididimite, prostatite e infecgbes uretrais (4%, 4%); e infec¢ao
sistémica (7%, 1%) para pacientes tratados com manutencdo versus nenhuma
manutencgdo, respectivamente. Toxicidade sistémica menos severa, como febre
(>39,5°C), erupcéo cutanea, artralgias e BCGites (infec¢ao estabelecida por BCG com
manifestagdo em outro 6rgao ocorreu a uma taxa de 2 a 6% (O’Donnell & Bohle, 2006;
Hall et al., 2007).

Os efeitos adversos do pembrolizumab como monoterapia foram avaliados em
102 pacientes, sendo que 97,1% deles tiveram pelo menos um evento adverso, 65,7%
tiveram eventos adversos relacionados ao tratamento e 29,4% tiveram eventos
adversos de graus 3-5 (Balar et al., 2019).

Assim, o presente estudo demonstrou que a imunoterapia com Oncotherad®
promoveu efeitos adversos de intensidades e frequéncias menores aos encontrados
na terapia padrdo com oncoBCG e uso de inibidores de “checkpoints” imunoldgicos,
0 que torna essa imunoterapia segura e eficaz no manejo de pacientes com CBNMI.

Os agonistas de TLRs s&o objeto de intensa pesquisa e desenvolvimento para
o tratamento do cancer, incluindo o CB (Steinberg et al., 2011; Favaro et al., 2012;
Favaro & Duran, 2020). Os TLRs, que sao expressos tanto em células imunes quanto
em algumas células epiteliais, desempenham um papel importante na ativagdo de
respostas imunes inatas e adaptativas (Steinberg et al., 2011; Ayari et al., 2011; LaRue
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et al., 2013). Estudos pré-clinicos, clinico-veterinarios e clinicos em seres humanos
Fase I/ Il demonstraram que a imunoterapia com OncoTherad® levou a ativacao
distinta do sistema imune inato mediada por TLRs-2 e 4, resultando no aumento dos
mediadores da via de sinalizacdo para produgao de interferon, culminando com a
maior eficacia desse nanocomposto no tratamento do CBNMI em relacdo ao
tratamento com oncoBCG (Favaro & Duran, 2017; Duran et al., 2019; Favaro et al.,
2019a; Favaro & Duran, 2020). Em experimentos com roedores e caes, 0 mesmo
grupo demonstrou que o OncoTherad® foi capaz de diminuir a expressao do sistema
RANK/RANK-L e, consequentemente impedir a formacéo de metastases e/ ou impedir
a progressao das mesmas (Favaro & Duran, 2017; Favaro et al., 2019a; Favaro &
Duran, 2020).

Um dos mecanismos imunes para deteccdo e controle da proliferacdo de
células tumorais, envolve a producao de citocinas inflamatérias mediada por TLR4 em
macrofagos (Shankaran et al. 2001; Luo et al.,, 2004). A via de sinalizagdo n&o-
candnica do TLR4 é responsavel pela indugdo da producdo de IFNs, os quais
possuem efeitos antitumorais por indugdo de TRAIL, um potente indutor da morte
celular de células neoplasicas malignas (Luo et al., 2004). A agdo supressora tumoral
do sistema imune depende das acdes do IFN-y, o qual estimula varias vias
antiproliferativas e tumoricidas em macrofagos e em linhagens de células tumorais
(Shankaran et al., 2001), além de desempenhar papel precoce na prote¢cado contra
metastases (Li et al., 2007; Martini et al., 2010; Alshaker & Matalka, 2011; Tate et al.,
2012).

Ainda, os IFNs estao envolvidos nos mecanismos de ativacéo do sistema imune
inato para detecgdo de tumores e modulagéo das respostas de células T (Woo et al.,
2014). A ativagdo de linfécitos TCD8* contra tumores foi prejudicada em
camundongos que nao possuiam STING. Woo et al. (2014) demonstraram, in vitro,
que através de STING e IRF-3, a producdo de IFNs e a ativagcdao de DCs foram
desencadeadas por DNA proveniente de células neoplasicas, indicando o
envolvimento de um mecanismo de detec¢cdo de DNA citosdélico. Em modelos in vivo,
o DNA de células neoplasicas malignas foi detectado no interior de células APC do
hospedeiro, sendo que tal resultado se correlacionou com a produgao de IFNs e
ativacao de STING (Woo et al., 2014).



79

Corroborando com os resultados preé-clinicos e clinico veterinario em cancer de
bexiga, o presente estudo demonstrou que a imunoterapia com OncoTherad®
aumentou as imunorreatividades dos mediadores via de sinalizagdo de interferon
mediada por TLR4, a qual induziu a formagé&o de foliculos linféides primarios (PLFs)
na maioria dos pacientes (51,7%), o que evidencia a efetividade dessa via de
sinalizagao na eficacia do tratamento.

Os PLFs sdo a espinha dorsal da formagao de redes de células dendriticas
foliculares, as quais sdo importantes para as reagdes do centro germinativo, durante
as quais a maturacao por afinidade cria anticorpos otimizados nas respostas imunes
adaptativas (Deshane & Chaplin, 2010). A expressdo dos TLRs por células da
linhagem miel6ide fornece uma ponte entre as respostas imunes inatas e adaptativas
em células dendriticas e células de linhagem de macrofagos-mondcitos que
expressam TLRs, melhorando a fungédo celular apresentadora de antigenos e a
liberac&o de citocinas e citocinas essenciais para a ativagao de células T CD8* e CD4"*
(Manicassamy & Pulendran, 2009; Deshane & Chaplin, 2010). Essas descobertas
estabeleceram TLRs como ativadores principais de processos que levam a imunidade
celular totalmente desenvolvida. TLR4 esta implicado na maturacdo de células
dendriticas foliculares e no desenvolvimento do centro germinativo no foliculo linféide
(Deshane & Chaplin, 2010).

Ha uma crescente percepcao de que os TLRs também aumentam as respostas
imunes humorais. Isso ocorre diretamente no nivel da célula B e indiretamente através
da agao de outras células que cooperam com as células B. As células B expressam
TLRs e podem ser estimuladas policlonalmente por ligantes de TLR (Deshane &
Chaplin, 2010), como por exemplo o OncoTherad®, para proliferar e se diferenciar em
células secretoras de imunoglobulinas. A sinalizacdo de TLR permite o trafico e o
agrupamento de linfocitos B nos PLFs e, assim, promove a proliferagdo sustentada de
células B e a geragao de células B de memoria e células B plasmaticas (Deshane &
Chaplin, 2010). Além disso, a sinalizagdo TLR indiretamente promove a indugdo de
respostas de células B dependentes de células T, através da cooperagao com células
T CD4*.

Embora o papel dos TLRs na indugao de respostas imunes humorais esteja
bem estabelecido para células T auxiliares e programas intrinsecos de ativagcédo de
células B, pouco se sabe sobre possiveis agdes dos ligantes de TLR nos PLFs e

células dendriticas foliculares. Assim, o presente estudo demonstrou um importante
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efeito da ativacédo da via de sinalizacdo do TLR4 desencadeada pelo OncoTherad®
na formagao e organizagdo dos PLFs, os quais podem estar relacionados com os
feitos imunoprotetores no tecido vesical.

Em conclusédo, a imunoterapia com OncoTherad® pode ser considerada como
opgao terapéutica segura e eficaz em pacientes com CBNMI recidivado a oncoBCG
e/ ou quimioterapia intravesical, podendo fornecer beneficios para a prevencao da
recidiva tumoral, além de evitar ou adiar a necessidade de cirurgia radical nesses

pacientes.
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6. CONCLUSOES

1) O tratamento com OncoTherad® promoveu resposta completa em 79,3% dos
pacientes e sobrevida livre de recidiva de 22,2 meses no seguimento de 24 meses,
demonstrando que essa imunoterapia foi superior ao tratamento padrdo com BCG e/
ou quimioterapia intravesical, bem como superior aos outros esquemas terapéuticos
utilizados para doenca nao-responsiva a oncoBCG, o que coloca o OncoTherad®

como uma opgao terapéutica valiosa no tratamento do CBNMI de alto grau;

2) A imunoterapia com OncoTherad® promoveu efeitos colaterais de intensidades e
frequéncias menores aos encontrados na terapia padrao com oncoBCG e uso de
inibidores de “checkpoints” imunoldgicos, o que torna essa imunoterapia segura e

eficaz no manejo de pacientes com CBNMI;

3) A imunoterapia com OncoTherad® aumentou as imunorreatividades da via de
sinalizacao de interferon mediada por TLR4, a qual induziu a formacéo de foliculos
linféides primarios (PLFs) na maioria dos pacientes, o que evidencia a efetividade
dessa via de sinalizag&o na eficacia do tratamento para CBNMI;

4) A ativacdo da via de sinalizagdo do TLR4 desencadeada pelo OncoTherad® foi
fundamental na formagéao e organizagao dos PLFs, os quais podem estar relacionados

com os feitos imunoprotetores no tecido vesical;

5) A imunoterapia com OncoTherad® pode ser considerada como opgao terapéutica
segura e eficaz em pacientes com CBNMI recidivado a BCG e/ ou quimioterapia
intravesical e, pode fornecer beneficios para a prevencao da recidiva tumoral, além

de evitar ou adiar a necessidade de cirurgia radical nesses pacientes.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 — Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

EFEITOS DO MODIFICADOR DE RESPOSTA BIOLOGICA - COMPLEXO

Dr. Joao Carlos Cardoso Alonso (Pesquisador)
Prof. Dr. Wagner José Favaro (Orientador)
Numero do CAAE: 93619718.7.0000.5404

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntdrio de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos
como participante e ¢ elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas davidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assind-lo, vocé podera esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras
pessoas antes de decidir participar. Nao havera nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo se vocé
ndo aceitar participar ou retirar sua autoriza¢cdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

O cancer de bexiga urinaria (CB) representa a segunda doenca maligna mais comum do
trato urinario, e uma das neoplasias que apresentam os maiores custos para o Sistema Unico de
Saade. O tratamento primario do cancer de bexiga ndo-musculo invasivo (CBNMI) baseia-se
no tratamento cirurgico através da ressec¢do transuretral, seguido da imunoterapia intravesical
(leia-se: “dentro da bexiga urinaria”) com Bacillus Calmette-Guérin (BCG), para diminui¢do
da recidiva e prevengdo da progressdo tumoral. Entretanto, a utilizagdo do BCG esta associada
a efeitos colaterais de intensidades variadas, desde sintomas irritativos leves até reagdo
sistémica grave, o que contribui para a interrup¢ao do tratamento além de apresentar um indice
de recorréncia pds-tratamento de até 30%. A opgdo cirtrgica, cistectomia (leia-se: “retirada da
bexiga urinaria”) parcial ou total, estd frequentemente associada as altas taxas de morbidade e
mortalidade. Além disso, para alguns pacientes, a cistectomia ndo constitui uma opg¢ao
disponivel devido a presenca de comorbidades (leia-se: “doencas”) concomitantes. No Brasil,
desde novembro de 2017 até os dias atuais, a fabricacdo da vacina OncoBCG para tratamento
do cancer de bexiga foi suspensa pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). A
falta da vacina OncoBCG pode causar impacto negativo no tratamento dos pacientes com
cancer de bexiga. Assim, ¢ de fundamental importdncia o desenvolvimento de novas
modalidades terapéuticas que previnam a progressdo da doenga, permitam a preservacdo do
orgdo e a qualidade de vida dos pacientes e, finalmente, que fornegam uma opgao para aqueles
que sdo inelegiveis a cistectomia. Considerando a importancia do desenvolvimento de farmacos
que possam ser administrados por via intravesical e que atuem como moduladores do sistema
imune, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um composto sintético nanoestruturado com

FOSFATO INORGANICO 1 (MRB-CFI-1), ONCOTHERAD, NO TRATAMENTO DE
PACIENTES COM CANCER DE BEXIGA NAO-MUSCULO INVASIVO

RECIDIVADO NAO RESPONSIVO A TERAPIA COM BACILLUS CALMETTE-
GUERIN (BCG)
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propriedades antitumorais e imunologicas, denominado MRB-CFI-1 (Modificador de Resposta
Biologica — Complexo Fosfato Inorganico 1), ou OncoTherad. Os estudos pré-clinicos e
clinico-veterinarios do nosso grupo demonstraram que no tratamento do CBNMI induzido
quimicamente induzido em roedores e espontdneo em caes, os animais tratados com
OncoTherad apresentaram significativa inibicdo da progressdao tumoral em 70% - 80% dos
casos. Ainda, nossos estudos demonstraram que a imunoterapia intravesical (leia-se: “dentro da
bexiga urindria”) com OncoTherad levou a ativa¢do distinta do sistema imune inato mediada
por receptores do sistema Toll-like receptors (TLRs) 2 e 4, resultando no aumento da via de
sinalizagdo para interferon, a qual estd relacionada com a maior eficacia desse nanocomposto
no tratamento do CBNMI em relagdo ao tratamento padrao com BCG. O presente projeto trata-
se de um estudo prospectivo que objetiva caracterizar os efeitos histopatologicos e
imunolégicos do nanofarmaco OncoTherad no tratamento de pacientes com CBNMI recidivado
ndo responsivo a terapia com BCG, bem como verificar os mecanismos celulares
desencadeados por essa terapia.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estard autorizando a coleta de material para bidpsia
proveniente da cirurgia de ressec¢ao transuretral (RTU — leia-se: “procedimento de raspagem”)
da bexiga urindria, além da coleta de sangue e urina para avaliacdes clinicas e toxicoldgicas
decorrentes do tratamento; e cistoscopias. Estes procedimentos serdo realizados no
Ambulatorio de Urologia do Hospital Municipal de Paulinia-SP. A realizagdo de citologia
urindria e cistoscopia ocorrerd de trés em trés meses no 1° ano, semestral no 2° ano e anual a
partir do 3° ano (término do seguimento), com bidpsias semestrais, para avaliar recorréncia da
doenga. Vocé podera ser submetido a Re-RTU ou cistoscopia ao redor de 4 semanas apos a
primeira intervengdo, conforme os critérios ja existentes. A RTU sera realizada em Centro
Cirurgico, apds avaliacdo clinica, sob bloqueio anestésico raquimedular. As biopsias
necessarias para o estudo, serdo realizadas no momento da RTU. Os fragmentos coletados da
bexiga urindria serdo fixados em formaldeido 10% e transferidos para o Servico de Patologia
do Hospital Municipal de Paulinia e, posteriormente, para o Laboratério de Carcinogénese
Urogenital e Imunoterapia da UNICAMP, onde serdo reavaliados e armazenados.

As amostras de sangue e urina serdo coletadas de trés em trés meses no 1° ano, semestral

no 2° ano e anual a partir do 3° ano (término do seguimento), para as seguintes avaliagoes:
hemograma completo; coagulograma; niveis séricos de: sddio/ potassio, glicose, transaminase
glutamico-oxalacética (TGO), transaminase glutdmico- piruvica (TGP), gama glutamil
transpeptidase (Gama GT), uréia, creatinina; urina I; clearance de creatinina; proteinas totais na
urina. Tais avaliagdes serdo realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital
Municipal de Paulinia-SP.
A imunoterapia com OncoTherad serd aplicada pelas vias intravesical (leia-se: “dentro da
bexiga urindria”) e intramuscular, seguindo o regime terapéutico: uma aplicacdo semanal por
seis semanas consecutivas de OncoTherad pelas vias intravesical (120 mg/mL — manter
intravesical por 1 hora) e intramuscular (25 mg/mL). Para a terapia de manuten¢do sera
realizada uma aplicag@o quinzenal (intravesical e intramuscular) por 3 meses e uma aplicacao
mensal (intravesical e intramuscular) por mais 9 meses até completar 1 ano de tratamento.
Depois, uma aplicagdo trimestral (intravesical e intramuscular) por mais 1 ano e,
semestralmente (intravesical e intramuscular) até o terceiro ano.
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Desconfortos e riscos:

1- Relacionados ao procedimento cirirgico de Resseccio Transuretral (RTU):

a. Dor ou desconforto na regido suprapubica (regido abaixo da cicatriz umbilical) ou perineal
(regido dos genitais externos) requerendo medicamentos analgésicos.

b. Risco de lesdo dos 6rgdos adjacentes a bexiga durante a ressecc¢ao (cirurgia).

c. Estreitamento da uretra requerendo dilatagdes ou futuros procedimentos.

d. Suspensdo do ato cirargico por impossibilidade de realizagdo do bloqueio anestésico
raquimedular (anestesia na coluna vertebral) na eventualidade da anestesia geral estar contra-
indicada.

e. Possibilidade de infec¢ao urindria, requerendo futuro tratamento.

f. Necessidade de transfusdo de sangue durante e/ou apds a operagao.

g. Necessidade de converter a cirurgia endoscopica em cirurgia aberta por dificuldades técnicas
ou complicagdes durante o procedimento.

h. Possibilidade de necessitar repetir o tratamento futuramente.

1. Possibilidade de embolia pulmonar (codgulos de sangue oriundos das veias).

j. Possibilidade de absor¢ao do liquido de irrigagdo durante o procedimento cirurgico podendo
ocorrer sindrome absortiva.

k. Caso seja necessario a conversdo para cirurgia aberta, as seguintes complicagdes podem
ocorrer:

- Implante de células tumorais na via de acesso cirirgico a bexiga.

- Possibilidade de saida de urina pela ferida operatoria por algum tempo (fistula).

- Possibilidade de formagao de hérnia ou flacidez no local da cirurgia.

- Possibilidade de infec¢do na incisdo cirtrgica, requerendo tratamento.

- Possibilidade de perda da funcdo renal como sequela da cirurgia.

- Possibilidade de sensacdo de dorméncia em torno da regido operada.

2- Relacionados a Aplicacdo da Imunoterapia com OncoTherad Dentro da Bexiga
Urinadria:

Reagdes transitorias leves a moderadas: As reagdes descritas abaixo sdo geralmente leve a
moderadas, normalmente ndo durando mais que 2 dias, e acredita-se que seja o resultado de
uma resposta imune positiva ao OncoTherad. Efeitos colaterais locais tais como disuria,
frequéncia urindria aumentada e cistite sd3o comuns. Reagdes sistémicas tais como febre e
calafrios sdo infrequentes e podem ocorrer em um niimero pequeno de casos.

Beneficios:

Os principais beneficios esperados para a populacdo a ser estudada serdo a reducao da
recidiva e da progressdo do cancer de bexiga urindria ndo-musculo invasivo, além da
diminui¢ao dos efeitos colaterais.

Acompanhamento e assisténcia:

Os participantes da pesquisa tém direito a assisténcia integral frente a dano
comprovadamente decorrente da pesquisa, mesmo que estes sejam eventuais € ndo possam ser
previstos.

O acompanhamento sera realizado no Hospital Municipal de Paulinia-SP, seguindo o protocolo
pré-estabelecido.

Qualquer intercorréncia decorrente do tratamento, entrar em contato com o pesquisador
Dr. Jodo Carlos Cardoso Alonso, no celular: (011) 99975-9002, a qualquer horério (24 horas).
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Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma informagao
sera dada a outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgagdo dos
resultados desse estudo, seu nome ndo serd citado. O resultado do estudo fard parte do
prontuario médico.

Ressarcimento e Indenizacao:

Os participantes da pesquisa poderdo solicitar ressarcimento de custeio para transporte
e alimentacdo durante os retornos a instituicao.

Os voluntarios terdo direito a indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.

Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:

As amostras serdo armazenadas em biorrepositorio no Laboratério de Carcinogénese
Urogenital e Imunoterapia/ Area de Anatomia do Departamento de Biologia Estrutural e
Funcional/ Instituto de Biologia/ UNICAMP. O material bioldgico serd armazenado in natura
ou na forma de blocos de parafina, RNA, DNA ou proteina. Parte das amostras serd armazenada
em equipamentos de congelagdo (Freezers -80°C) especificos e utilizados somente para este
fim. Estas amostras serdo utilizadas para o presente projeto especifico. A utilizagao futura de
amostra armazenada em novos projetos esta condicionada a: apresentacdo de novo projeto de
pesquisa para ser analisado e aprovado pelo Sistema CEP/CONEP, e obrigatoriamente, ao
reconsentimento do participante da pesquisa por meio de um TCLE especifico, referente ao
novo projeto de pesquisa. Do contrario, ao final do presente projeto, as amostras serdo
destruidas (Vide Regulamento em vigor do Laboratério de Carcinogénese Urogenital e
Imunoterapia/ Area de Anatomia do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional/ Instituto
de Biologia/ UNICAMP desde 03/10/2017).

Portanto, o voluntario manifesta:

( ) concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final
desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do
meu material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que
devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Vocé, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos,
pode retirar o consentimento da guarda e utilizagdo do seu material bioldégico armazenado. O
descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situagdes: pela manifesta
vontade do sujeito da pesquisa; devido a inadequacao da amostra por critérios de qualidade; por
iniciativa da institui¢do; e pela dissolucdo do Biorrepositorio.

Em caso de falecimento ou condi¢do incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:
(pedir para o participante indicar o nome de uma pessoa a ser contatada).
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Participacido Voluntaria
Sua participacdo neste estudo ¢ completamente voluntdria e podera desistir de seu
consentimento em qualquer momento, sem que isso traga prejuizo para o senhor(a) ou prejuizo
na assisténcia sanitaria que o senhor(a) necessita. Os efeitos da desisténcia ndo se aplicam as
pesquisas prévias que ja foram realizadas. Decida ou ndo participar, isso ndo afetard de
nenhuma maneira a assisténcia médica que o Hospital lhe oferece.
Contato:
Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores
Dr. Joao Carlos Cardoso Alonso, e-mail: jccalonso@hotmail.com, ¢ Dr. Wagner José
Favaro, e-mail: wjfavaro@gmail.com
Qualquer intercorréncia decorrente do tratamento, entrar em contato com o pesquisador
Dr. Joao Carlos Cardoso Alonso, no celular: (011) 99975-9002, a qualquer horério (24 horas).
Em caso de dentincias ou reclamacgdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessélia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187;
e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP ¢ avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por
objetivo desenvolver a regulamentagdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs)
das institui¢des, além de assumir a fungdo de 6rgdo consultor na area de ética em pesquisas.

Consentimento livre e esclarecido:

Ap6s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar
e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por
mim, tendo todas as folhas por nos rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / / .
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)
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Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo do protocolo e na obtenc¢ao deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento
ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi
apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento
dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)



ANEXO 2 — Parecer CEP UNICAMP

(T UNICAMP - CAMPUS Plataforma
A~ 4 CAMPINAS %Ofl

CEPUNICAMP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA IMUNOTERAPIA INTRAVESICAL COM ONCOTHERAD NO
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Numero do Parecer: 2.820.147

Apresentacao do Projeto:

INTRODUGAO:

1.1- Cancer de Bexiga Urinaria (CB)O Cancer de Bexiga (CB) € o segundo tipo de cancer mais comum do
trato urinario em homens, sendo superado pelo cancer de prostata, e o segundo mais comum do trato
urinario em mulheres ficando atras do cancer de rim e da pelve renal (American Cancer Society, 2018). A
Sociedade Americana para o Cancer estimou para 2018 cerca de 81.190 novos casos de CB nos Estados
Unidos, sendo 62.380 em homens e 18.810 em mulheres. A estimativa também previu 16.390 mortes por
CB, sendo 12.520 homens e 4.720 mulheres (American Cancer Society, 2018). Segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2018) a estimativa para o Brasil no biénio de 2018 a 2019 sera de 9.480 novos
casos de CB por ano, sendo 6.690 homens e 2.790 mulheres. Em 2015 foram notificadas 3.903 mortes por
CB, sendo 2.663 homens e 1.240 mulheres, o que demonstra o drastico aumento na prevaléncia desse tipo
de tumor (INCA, 2018). Mais de 70% da incidéncia do CB é superficial (pTis, pTa e pT1), cancer de bexiga
nao-musculo invasivo (CBNMI), e a ocorréncia de uma doenga invasiva € ocasional (Askeland et al., 2012).
Contudo, 50% dos tumores nao-musculo invasivos recorrem em 4 anos apoés o tratamento e 11% evoluem
para o fenétipo invasivo (Askeland et al., 2012). O CB acomete preferencialmente individuos adultos e

idosos, na propor¢ao de 3:1 para homens e mulheres,
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UF: SP Municipio: CAMPINAS
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ANEXO 4 - Critério para Efeitos Adversos NCI

Fonte: 4th Common Terminology Criteria for Adverse Eventes (CTCAE) do National Cancer Institute (NCI)

Grau 1
Anemia VN a 10 g/dL
Fadiga Melhora com

repouso
Neutropenia VN a 1500/mm3
Plaquetopenia VN a 75.000/mm3
Nauseas Perda do apetite,

sem perda do habito

alimentar

Vomitos 1 a 2 episddios

(separados por 5
min) em 24hrs

Extravasamento de -
Quimioterapico

Diarréia Aumento de até 4
evacuagoes do

habito normal

Diarréia (ostomia) Leve aumento

Mucosite Oral Assintomatico ou
leve
Mialgia Leve

Assintomatico ou
leve

Neuropatia Motora
Periférica

Neuropatia Perda de reflexo de
Sensitiva Periférica tenddes profundos
OU parestesia

Alopécia

cabelos

Sindrome M3o Pé  Alteracio minima da
(Eritrodisestesia pele (eritema,

Palmo Plantar) edema,
hiperceratose)
Insuficiéncia Renal Aumento

Aguad decreatinina > 0,3
mg/dl; 1,5a 2,0x0

baseline

VN: Valor Normal

Grau 2
10 a 8 g/dL

Limita atividades didrias

1500 a 1000/mm3
75.000 a 50.000/mm3

Reducdo da ingestdo,
sem perda de peso ou
desidratacdo

3 a S episédios
(separados por 5 min)
em 24hrs

Eritema com sintomas
(edema, dor,
endurecimento)

Aumentode4a 6
evacuagdes do habito
normal

Moderado aumento

Dor moderada, sem
interferir com
alimentagao

Dor moderada, interfere
em atividades diarias
Limitante nas atividades
diarias

Limitante nas atividades
diarias

Perda de < 50% Perda > 50% dos cabelos

Alteracdo da pele com
dor ou limitante nas
atividades diarias

Creatinina2a3xo
baseline

Grau 3
< 8 g/dL
Limita autos cuidados

1000 a 500/mm3
50.000 a 25.000/mm3

Redugdo da Ingestdo

>=6 episddios
(separados por 5 min)
em 24hrs

Ulceracdo ou Necrose

Aumento >=7
evacuagdes do habito
normal; OU incontinéncia

Aumento importante

Dor importante que
interfere na alimentacao

Dor intensa, interfere em
autos cuidados

Limitante em autos
cuidados

Limitante em autos
cuidados

Alteragdes graves
(sangramento,
descamacdo) com dor e
limitantes nos autos
cuidados

Creatinina > 3x baseline
ou creatinina > 4,0
mg/dl

Grau 4
Ameacador a vida

< S00/mm3
< 25.000/mm3

Ameacador a vida

Ameacador a vida

Ameacador a vida

Ameacador a vida
Ameacador a vida

Ameacador a vida

Ameacador a vida

Ameacador a vida

Atividades Didrias: preparar refeigbes, compras de roupas ou alimentos, usar telefone, manusear dinheiro.
Autos Cuidados: banhar, vestir e despir, ir ao banheiro, tomar remédios.
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Grau 5
Obito

Obito

Obito

Obito

Obito

Obito

Obito

Obito

Obito



ANEXO 5 - Financiamento FAPESP

Para uso exclusivo da FAPESP
A FAPESP s
Data impressdio:  31/07/2020 11:38:22
Folha:
Volume:
Rubrica:

FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
TERMO DE OUTORGA E ACEITAGAO DE AUXILIOS
PROCESSO 2020/03419-6

Pelo presente instrumento, a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, com sede na Rua Pio
XI, n® 1.500, Alto da Lapa, Sao Paulo, Capital, inscrita no CNPJ/MF sob n° 43.828.151/0001-45, doravante
denominada OUTORGANTE, por meio de seu Conselho Técnico-Administrativo, nos termos do Artigo 14, letra
"b", da Lei Estadual n® 5918, de 18 de outubro de 1960, concede ao OUTORGADO, a seguir qualificado,
Auxilio para a realizacdo do Projeto de Pesquisa a seguir especificado, nas instalaces e com o apoio da
INSTITUICAO SEDE, de acordo com as especificacdes, clausulas e condicdes descritas a seguir € nos

Anexos, que passam a ser parte integrante deste Termo.

1.0UTORGADO: Wagner José Favaro
CPF: 286.246.388-44
RG: 334787774-SSP/SP

2.Correspondéncia: A/C Wagner José Favaro, Avenida Bertrand Russell, s/no.
Depto. de Biologia Estrutural e Funcional - Bloco A (Anatomia), Cidade
Universitaria Zeferino Vaz, Campinas/SP, CEP 13083-865
wjfavaro@gmail.com

3.Instituicdo Sede: Instituto de Biologia/IB
Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP

4.Projeto de Pesquisa: EFEITOS TERAPEUTICOS E TOXICOLOGICOS DA IMUNOTERAPIA COM
ONCOTHERAD (MRB-CFI-1) EM PACIENTES COM CANCER DE BEXIGA
NAO-MUSCULO INVASIVO RECIDIVADO NAO RESPONSIVO A TERAPIA
COM BACILLUS CALMETTE-GUERIN (BCG)

5.Linha de Fomento: Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa / Projeto de

Pesquisa - Regular

6.Area/Subarea: Morfologia
Anatomia

7.Coordenagio: Saudde IV
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